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RESUMO

A proposta deste estudo foi avaliar a ocorréncia de sobrepeso e obesidade em cavalos da raga
Mangalarga Marchador e se o quadro contribui para a ocorréncia de alteracbes no mecanismo
de sensibilidade a insulina e comorbidades na raca. Foram realizados trés estudos distintos
para essa avaliacdo. No primeiro, animais foram selecionados a fim de detectar a influéncia
dos fatores sexo, escore corporal (EC), faixa etéria e sistema de criacdo em varidveis
fenotipicas relacionadas a obesidade e a sensibilidade a insulina e secrecdo B-pancreética,
onde foi observado que héa influéncia de aspectos inatos e de manejo sobre a fungéo insulinica
No segundo, dois grupos (n=6), sendo um com EC ideal e outro acima do ideal, foram
submetidos a um teste dindmico de tolerancia a glicose (combined glucose-insulin test —
CGIT), determinacdo de sensibilidade a insulina e secrecdo B-pancreatica a partir de calculo
de modelos matemaéticos (RISQI e MIRG), um teste de estado oxidativo e concentra¢do do
fator de necrose tumoral-o (TNF-a), sendo encontrado impacto do EC na secrecdo [-
pancredtica. No terceiro, foram colhidos dados de trés grupos distintos (n=6), cada um de uma
categoria de EC (ideal, sobrepeso e obeso), do lipidograma (triglicerideos e colesterol total) e
sensibilidade a insulina e secrecdo B-pancreatica (RISQI e MIRG), onde foi observado
impacto do EC no lipidograma e na secrecdo pB-pancreatica. Nos trés experimentos observou-
se que o escore corporal influenciou as varidveis relacionadas diretamente ou indiretamente
com a sensibilidade a insulina. A condicdo de escore corporal altera a dindmica fisioldgica de
sensibilidade a insulina em cavalos da raga Mangalarga Marchador.

Palavas chave: equino, escore corporal, resisténcia a insulina, adiposidade, Sindrome Metabdlica Equina
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether overweight and obesity in Mangalarga
Marchador breed, contribuiting in the occurrence of changes in insulin sensitivity mechanism
and comorbities. Three studies were performed for this evaluation. In the first, animals were
selected to detect the influence of innate factors such as sex, body condition score (BCS), age,
and housing system in phenotypic variables related to obesity and insulin sensitivity, where
was found the influence of innate and mannagent aspects influenced insulin function. In the
second study, two groups of mares (n=6) were subjected to combined glucose-insulin test
(CGIT), basal proxies of insulin sensitivity and B-pancreatic secretion (RISQI and MIRG),
thiobarbituric acid reactive subproducts assay (TBARS/MDA) and tumoral necrosis factor-a
concentration determined (TNF-a), where was found the influence os BCS in B-pancreatic
secretion (MIRG). In the third study, three groups of mares (n=6) each one from different
categories for BCS (moderate, overweight, and obese) has their blood tested for plasma lipids
(triglycerides and total cholesterol), basal glucose and insulin concentration, and proxies for
insulin sensitivity (RISQI and MIRG) calculated, where was found influence of BCS in
plasma lipids and in B-pancreatic secretion. Directly and indirectly relates insulin sensitivity
parameters were influenced by BCS during all three experiments. BCS impacts insulin
sensitivity parameters in Mangalarga Marchador breed.

Keywords: horse, body condition score, insulin resistance, adiposity, Equine Metabolic Syndrome
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INTRODUCAO GERAL

A obesidade vem sendo estudada como uma condicdo de risco a saude em diversas
especies, dentre elas o homem, animais de companhia como cdes e gatos e animais de
trabalho como o cavalo. Essa caracteristica vem crescendo desde a revolugdo agricola, que
facilitou e barateou 0 consumo e o0 uso de cereais, que assim foram introduzidos na dieta do
homem e dos animais que o rodeia.

Alteracdes metabdlicas relacionadas a obesidade estdo associadas ao aparecimento de
doencas do sistema cardiovascular e enddcrino, alterando o metabolismo energético e
oxidativo do animal com sobrepeso ou obeso.

Sabe-se também, que ha influéncia genética na expressao do fendtipo obeso, muito
provavelmente devido a selecdo de animais que conseguissem manter escore corporal (EC)
em periodo anterior a revolucao agricola, agindo como pressao de selecdo o fato do individuo
ser apto a manter EC satisfatorio em épocas de pouca ou nenhuma oferta de alimentos

Um dos quadros relacionados intimamente a obesidade em equinos, é a Sindrome
Metabolica Equina (SME). Através do consenso da American College of Veterinary Internal
Medicine (FRANK et al., 2010), a sindrome pode ser caracterizada em animais obesos ou
lipodistréficos que apresentam alteracBes no metabolismo de insulina e laminite. Fatores
frequentemente associados, mas ndo determinantes para o diagnéstico sdo dislipidemia e
alteracdo do ciclo reprodutivo em éguas. Além disso, o quadro é estudado como fator
predisponente para o aparecimento da sindrome de Cushing devido a adenoma de pars
intermedia de hipofise em animais idosos.

No sudeste do Brasil, uma das ragas mais difundidas ¢ a Mangalarga Marchador
(MM), originada de cruzamentos de diversas racas, como Alter e Andaluz. Desses animais,
originou-se a raga, com 26 linhagens distintas atualmente (ABCCMM, 2016). O cruzamento
dos animais dentro da raca € comum para manter o padrdo de trés apoios caracteristico do
conforto de marcha que esse animal proporciona ao seu cavaleiro, aumentando o indice de
consanguinidade e homozigose.

Estudos recentes demonstram que uma das racas de formacdo do MM, o Andaluz,
apresenta predisposicdo a obesidade e alteragcbes no metabolismo da insulina decorrentes do
quadro (MARTINEZ-GIMENEZ et al., 2016). Dessa forma, devido ao interesse econémico,
padrdo de cruzamento da raca e interesse clinico a fim de evitar comorbidades associadas, 0
estudo acerca da obesidade e funcdo insulinica dentro da raca MM apresenta interesse
cientifico.

A proposta deste estudo foi avaliar se o sobrepeso e a obesidade ocorrem em
proporcéo significativa em cavalos da raca Mangalarga Marchador e se isso contribui para a
ocorréncia de alteracdes relacionadas diretamente ou indiretamente a disfuncao insulinica.



CAPITULO |

OCORRENCIA DE OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA EM
CAVALOS DA RACA MANGALARGA MARCHADOR



RESUMO

A obesidade e resisténcia a insulina sdo consideradas condicdes prodromicas a ocorréncia de
laminite em caso de Sindrome Metabdlica Equina (SME). Fatores inatos como sexo, idade e
escore corporal e fatores relacionados ao manejo como dieta e rotina de exercicios tém
impacto no desenvolvimento do quadro. Foram avaliados 100 animais da raca Mangalarga
Marchador (MM) quanto a escore corporal (EC), escore de pescoco (EP), porcentagem de
gordura (Y%gord), glicemia de jejum (GLC), insulinemia de jejum (INS), valores preditivos de
sensibilidade a insulina (RISQI) e secrecdo pB-pancreatica (MIRG) e seus quintis (QUINTRrisql
e QUINTwmirg). Os dados obtidos foram alocados de acordo com sexo, faixa de escore, faixa
etaria e sistema de criacdo a fim de avaliar diferentes aspectos intrinsecos dos animais. Houve
influéncia do sexo em EC (p=0,04), EP (p<0,01) e GLC (p=0,03), sendo que garanhdes
tiveram resultados superiores a éguas. Em outra anélise, o EC influenciou os resultados de EP
(p<0,01), %gora (p<0,01); INS (p<0,01), RISQI (p<0,01), QUINTrisqi (p<0,01) e MIRG
(p=0,02), sendo que os animais com sobrepeso e obesos tiveram EP e %gorq maiores que
magros e em EC ideal, animais com sobrepeso tiveram INS maior que animais em EC ideal,
menor RISQI e QUINTRrisqi € animais obesos apresentaram maior MIRG que animais em
escore ideal . De acordo com a faixa etaria, houve diferenga na %gora (p=0,01), GLC (p<0,01)
e MIRG (p=0,04), sendo que animais jovens apresentaram menor %gord que adultos, GLC
maior que adultos e ldosos e MIRG menor que adultos. Quando avaliado sistema de criacao,
houve diferenga entre os grupos quando avaliados EC (p<0,01), EP (p<0,01), %gord (p<0,01),
INS (p<0,01), MIRG (p<0,01) e QUINTmrs (p<0,01), RISQI (p<0,01) e QUINTRrisqI
(p<0,01), sendo que animais em sistema intensivo tiveram EC, EP, %gord INS, MIRG e
QUINTwmirg Superiores aos mantidos em sistema extensivo e RISQI e QUINTRrisqi inferiores
comparados aos de sistema extensivo. Os aspectos intrinsecos e de manejo dos animais
demonstraram ter impacto sobre o padréo de deposicao de gordura corporal e no metabolismo
insulino-dependente da glicose

Palavras chave: equino, adiposidade, sensibilidade a insulina, secre¢do PB-pancreética, Sindrome Metabdlica
Equina



ABSTRACT

Obesity and insulin resistance can be considered as prodromal conditions for the occurrence
of laminitis in Equine Metabolic Syndrome (EMS). Innate factors such as gender, age, and
body condition, and management factors such as diet and exercise routine impact in the
development of the syndrome. A total of 100 Mangalarga Marchador (MM) horses were
evaluated in the study and parameters of body condition score (BCS), neck condition score
(NECK), percentage of body fat (%rat), fasting glucose (GLU), fasting insulin (INS), proxies
of insulin sensitivity (RISQI) and p-pancreatic secretion (MIRG) and its quintiles
(QUINTRisqi and QUINTwmirg) Were compared according to sex, score range, age and housing
in order to evaluate these different. Sex influenced results in BCS (p=0,04), NECK (p<0,01)
and GLU (p=0,03), with Stallions showing higher results compared to to Mares. BCS
influenced results of NECK (p<0,01), %fs (p<0,01), INS (p<0,01), RISQI (p<0,01),
QUINTrisqr (p<0,01) and MIRG (p=0,02), where overweight and obese horses had NECK
and %t higher than thin and ideal. Overweight showed higher INS and lower RISQI and
QUINTRrisqi than ideal, and obese had higher MIRG than ideal. Age influenced %s (p=0,01),
GLU (p<0,01) and MIRG (p=0,04), with young animals showing lower %f: compared to
adults, higher GLU than adults and elders, and lower MIRG than adults.

When assessed housing management, there was influence in BCS (p<0,01), NECK (p<0,01),
%fat (p<0,01), INS (p<0,01), MIRG (p<0,01) e QUINTmirs (p<0,01), RISQI (p<0,01) and
QUINTRrisqi (p<0,01), where animals in intensive housing had higher BCS, NECK, %fat, INS,
MIRG and QUINTmirs and lower results of RISQI e QUINTRrisqi compared with Extensive.
Innate and management aspects showed to have impact in body fat deposition and insulin-
dependent glucose metabolism.

Keywords: equine, adiposity, insulin sensitivity, B-pancreatic secretion, Equine Metabolic Syndrome



1. INTRODUCAO

O gasto de energia para manutencéo € a quantidade de energia necesséria para manter
a homeotermia e realizar exercicios, para o crescimento, lactacdo, produtos de concepcéo e
outras fungdes (FRAPE, 2007). Alteragfes no oferecimento de energia vao ser determinantes
para que 0 organismo se encontre em estado anabodlico ou catabdlico nos diferentes estagios
de vida e funces, assim como tamanho e peso, vao influenciar essa demanda energética, que
se torna varidvel por consequéncia. O aumento de depdsitos de moléculas de reserva, como
lipideos, acontece em situacdes de demanda energética positiva, como forma de estocagem de
energia pelo organismo.

A obesidade tem sido apontada como uma condic¢do alarmante no que diz respeito a
saude humana e animal. Sua ocorréncia vem aumentando nas Gltimas décadas ndo sO na
espécie humana, mas também nos animais domésticos, como um reflexo da proximidade do
animal ao homem, da maior oferta de alimentos e do aumento do sedentarismo.

O ponto de alerta para 0 aumento dos indices de obesidade é que a condigdo pode ser
diretamente relacionada a disturbios endocrinometabdlicos. Esses disturbios, nas diferentes
espécies, se apresentam de formas similares, onde a alteracdo do metabolismo da insulina é
um ponto em comum (JOHNSON, 2002).

Em humanos, individuos que apresentam a Sindrome Metabolica (SMet) apresentam
sintomas como obesidade, diminuicdo da sensibilidade a insulina, doencas vasculares e
cardiacas, alteracdo do metabolismo de gorduras, doenca hepética e alteragdes de ordem
reprodutiva (WHO, 2012). A semelhanca do que ocorre em humanos, existe a Sindrome
Metabolica Equina (SME), que cursa com obesidade, diminuic¢do da sensibilidade a insulina e
laminite. Nesses animais, podem ser encontradas também alteracbes do metabolismo de
lipideos, do ciclo reprodutivo e alteragdes articulares (FRANK et al., 2010).

Além do fator ambiente, sabe-se que h& fator genético para o aparecimento da
sindrome (TREIBER et al., 2006a). Pode-se apontar como decisivo a pressdo de selecdo
genética de animais mais resistentes a periodos de baixa oferta de alimentos.ao longo da
evolucdo da espécie

Foi demonstrado recentemente influéncia da raca na funcdo insulinica de cavalos.
Entre as racas estudadas esta o Andaluz, que apresentou predisposicdo a obesidade e
alteragcbes no metabolismo da insulina (MARTINEZ-GIMENEZ et al., 2016). Devido a
influéncia genética apresentada no quadro, o estudo de aspectos inatos e referentes ao manejo
se torna relevante em animais da raga MM

Historicamente, o Brasil teve em sua formacdo o latifundio como principal forma de
propriedade agricola. O deslocamento entre fazendas consistia em grandes distancias que
eram percorridas principalmente com auxilio de equideos, entre 0s quais o cavalo. Dessa
forma, foram selecionados, a partir de cruzamentos, animais de andamento confortavel, para
qgue o cavaleiro ndo sofresse com a montaria. Nesse contexto deu-se a formacdo da raca
Mangalarga Marchador (MM) no sudeste do Brasil, utilizando ragas europeias, entre elas o
cavalo Andaluz, que deram origem a um cavalo que tem como andamento caracteristico a
marcha em triplice apoio.

Fatores de manejo como dieta e exercicio influenciam o balanco energético dos
animais. Animais em vida livre comportam-se como andarilhos (COOPER; MASON, 1998;
MCAFEE et al., 2002), ndo havendo restricdo de exercicio como em casos de animais
estabulados. Além disso, pouco ou nenhum concentrado energético de nenhuma fonte é usado
na rotina desses animais, sendo sua dieta baseada no consumo de gramineas de clima tropical,
com baixos indices de carboidratos ndo estruturais (WATTS, 2004) nos pastos da regido
Sudeste do Brasil.



A proposta deste estudo foi avaliar a influéncia de fatores inatos e ambientais sobre a
ocorréncia de obesidade e alteragcdes da funcdo insulinica em uma amostra de animais da raca
MM em centros de criacdo no estado do Rio de Janeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Cavalo Domeéstico: Aspectos Espécie-Especificos de Relevancia ao Manejo

O cavalo foi um dos primeiros animais a ser domesticado pela espécie humana, ha
cerca de 8000 anos (McDONNEL, 2002). Em vida livre, eles se comportam como animais
andarilhos, com caracteristicas sociais complexas, herbivoros de habito pastejador (COOPER,;
MASON, 1998; McAFEE et al., 2002).

Algumas praticas de manejo podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade
em cavalos adultos durante sua fase de crescimento, como 0 uso de suplementos ricos em
amido e suplementacgdo usando 6leo em animais sedentarios e estabulados. O aparecimento da
obesidade em cavalos a partir da maturidade sexual esta associado com o oferecimento de
dietas ricas em carboidratos solUveis e baixo nivel de exercicio diario (JOHNSON, 2002). A
utilizacdo de dieta rica em carboidratos pode interferir no mecanismo de sensibilidade a
insulina (HOFFMAN et al., 2003), ja que picos na concentracdo de insulina estdo envolvidos
no processo de inibicdo da transcricdo e expressdo dos carreadores de glicose insulino-
dependente (GLUT-4) (FLORES-RIVEROS et al., 1993) e 0 aumento da ingestdo caldrica
estar relacionada ao processo de inativacdo do GLUT-4 devido a dano oxidativo (BODEN et
al., 2015).

O método para se manter a ambiéncia no sistema de criacdo de equinos é a utilizacao
do sistema extensivo, onde os cavalos sdo mantidos em pastagem ou piquetes ao invées de
estabulados. Dessa forma, os animais podem exercitar e alimentar-se ad libitum enquanto
socializam com outros animais, diminuindo niveis de estresse (COOPER; MASON, 1998).

2.2. Obesidade

Sobrepeso e obesidade sdo definidos como o deposito anormal de gordura que podem
levar a riscos a salde. Em humanos, a obesidade é fator de risco para o aparecimento de
diversas doencas cronicas como diabetes, doencas cardiovasculares e cancer (WHO, 2012) e
sua ocorréncia aumentou nas Ultimas décadas, o que gera alarme no que diz respeito a saude
humana e animal.

O ponto de alerta para 0 aumento dos indices de obesidade é que a condigdo pode ser
diretamente relacionada a disturbios endocrinometabodlicos. Esses disturbios, se apresentam de
formas similares nas diferentes espécies, onde uma das alteracdes encontradas é a do
metabolismo energético envolvendo a insulina (JOHNSON, 2002).

O tipo de dieta e sedentarismo sdo incriminados como fatores de risco a saude
humana. Em paralelo, sistemas de criacdo de equinos baseados no fornecimento de racdes
ricas em energia e confinamento, restringindo a atividade fisica dos cavalos, favorecem a
ocorréncia de obesidade (JOHNSON, 2002).

Um fator que pode ser abordado é o desconhecimento por parte de proprietarios e
criadores do escore corporal considerado 6timo para a vida saudavel do animal (NAHMS,
2006; THATCHER et al., 2012). Fora do pais isso fica claro comparando os resultados entre a
percepcdo do proprietrio e a avaliacdo técnica do censo promovido pelo National Animal
Health Monitoring System (2006) e dos resultados obtidos da pesquisa de Thatcher et al.
(2012). A aplicagdo de métodos consagrados para determinar o escore corporal (EC) e
adiposidade dos animais prové um dado fidedigno de condigcdo corporea dos animais quando
comparado & percepg¢do empirica de cada criador.

Algumas praticas de manejo podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade
em cavalos (JOHNSON, 2002). O quadro, per se, favorece o aumento do estresse oxidativo e
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da inflamacdo, além do surgimento de doencas como artrite e laminite (JOHNSON et al.,
2004a; VICK et al., 2007).

2.3. Ambiente vs Genética

Cavalos classificados como obesos geralmente tém alta conversdo alimentar e
apresentam baixa sensibilidade a insulina, mas mantendo a glicemia dentro dos padrdes de
normalidade (JOHNSON, 2002; FRANK et al., 2010).

Através da anédlise genealdgica em humanos conseguiu-se tracar um efeito genético
sobre o fendtipo obeso e o desenvolvimento de Sindrome Metabolica (KEREM,;
GUTTMANN; HOCHBERG, 2001). Além do fator ambiente, sabe-se que ha influéncia de
fator genético para o aparecimento do quadro de Sindrome Metabdlica Equina (TREIBER et
al., 2006a). Pode-se apontar como uma das causas a selecdo natural durante a evolucéo da
espécie de animais mais resistentes a periodos de baixa oferta de alimentos.

A conducdo de cruzamentos favorecendo a endogamia, praticados a fim da
manutencdo de caracteristicas de raca, pode influenciar no aparecimento do fendtipo obeso.
Torna-se interessante o estudo da raca Mangalarga Marchador, ja que a mesma € uma das
racas mais difundidas no pais. Sua criacdo tem origem em fazendas no Sul de Minas Gerais,
sendo posteriormente difundida por todas as regides do Brasil (COSTA et al., 2005a), com
cerca de 500 mil animais registrados (GOMES — comunicacdo verbal, 2016). E a principal
raca criada no estado Rio de Janeiro, sendo utilizada no trabalho do campo e em esportes
hipicos, lazer e terapia de reabilitacdo (COSTA et al., 2005b). A formacédo desta raca se deu
na regido sudeste do Brasil, a partir de cruzamentos de racas europeias. Para manter a
caracteristica do triplice apoio, sdo realizados cruzamentos entre linhagens com nivel elevado
de homozigose e consanguinidade, que eventualmente podem também selecionar
caracteristicas ndo desejadas dentro da raga.

2.4. Métodos de Avaliacdo de Adiposidade em Equinos

Alguns métodos de predicdo de adiposidade podem ser utilizados na rotina da clinica
de equinos. O mais difundido é a escala de escore corporal de 1 a 9 (HENNEKE et al., 1983).
Outros dois métodos de avaliacdo sdo a escala de escore de pesco¢o (CARTER et al., 2009a)
e a determinacdo da porcentagem de gordura livre a partir de dados ultrassonograficos de
espessura de capa de gordura (WESTERVELT et al., 1976).

2.4.1. Escala de escore corporal (EC)

Em equideos, a categorizacdo de acordo com o escore corporal (HENNEKE et al.,
1983) tem valor diagnostico para a obesidade semelhante ao Indice de Massa Corporal
utilizado na populacdo humana (JOHNSON et al., 2006). A difusédo e utilizacdo deste método
simples de diagndstico para a obesidade nesses animais é importante quando se observa que
em paralelo a epidemia de obesidade humana, ha um crescente reconhecimento de que a
obesidade ¢ comum a muitas espécies de animais domesticos, incluindo cavalos (PRATT et
al., 2006; WYSE et al., 2008; THATCHER et al., 2012).

Nesse tipo de avaliacdo, os animais sdo classificados em uma escala proposta que
categoriza os animais de 1 a 9, levando-se em conta locais de deposi¢do de gordura (por saber
bordo dorsal do pescoco, cernelha, dorso-lombo, insercdo da cauda, costado, regido caudal a
palheta, regido do teto em fémeas e gordura de capadura em machos castrados), onde o escore
1 ¢ atribuido ao animal em condicdo caquética e o escore 9, ao animal extremamente obeso,
por meio de avaliagdo visual e palpagdo das areas chave (Figura 1). Durante a realizagdo do
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exame, 0 avaliador pode atribuir uma variacdo de 0,5 ponto, como forma de demonstrar
transicao entre escores. O método esta descrito no Quadro 1.

Figura 1: Pontos de deposicdo de tecido gorduroso comum a equinos machos e fémeas. A= bordo
dorsal do pescoc¢o, B= cernelha, C= dorso-lombo; D= inserc¢do da cauda; E= costado; F= regido caudal
a palheta (Fonte: http://www.equisearch.com/premium/body-condition-scoring-horse-30678)

2.4.2. Escala de Escore de Pescoco

Outro método auxiliar de avaliacdo de adiposidade € a escala de escore de pescoco
(CARTER et al., 2009a). Os animais sdo classificados numa escala de 0 a 5, por meio de
inspecao e palpacdo da tdbua do pescoco (Figura 2) como descrito no Quadro 2.

As medidas de perimetro e do escore de pesco¢o demonstraram ter correlacdo negativa
com os dados obtidos de sensibilidade a insulina (CARTER et al., 2009a, CARTER et al.,
2009b). Essa mensuracdo tem implicacdo semelhante a circunferéncia de cintura utilizada em
humanos obesos e esta relacionado & gravidade clinica de doencas como a laminite. A
diminuicdo da sensibilidade a insulina esta associada com quadros de laminite (TREIBER et
al., 2006b), além de obesidade, rabdomidlise de exaustdo, osteocondrose (HOFFMAN et al.,
2003) e alteracGes reprodutivas (VICK et al., 2006).


http://www.equisearch.com/premium/body-condition-scoring-horse-30678

Quadro 1: Descricéo de escore corporal (EC). Adaptado de Henneke et al. (1983)

EC

DESCRICAO

Animal extremamente magro; estrutura 6ssea do pescoco, cernelha e ombros facilmente
perceptivel, processos espinhosos, costelas, 0ssos da insercdo da cauda, ileo e isquio se
projetam de forma proeminentes; sem tecido adiposo palpavel.

Animais magros; ligeira cobertura adiposa sobre a base dos processos espinhosos,
processos transversos das vértebras lombares arredondados; processos espinhosos,
costelas, ossos da inser¢do da cauda, ileo e isquio proeminentes; cernelha, ombros,
pescogo e estrutura ligeiramente discernivel.

Acumulo de gordura nos processos espinhosos; apofises transversas ndo podem ser
sentidas; pequena cobertura de gordura nas costelas; processos espinhosos e costelas
facilmente perceptiveis; 0ssos da inser¢do da cauda proeminentes, mas vertebras ndo séo
identificados visualmente; regido do ileo arredondada, mas proeminente; isquios nao
distinguiveis; cernelha, ombros e pesco¢o acentuados.

Ligeira crista ao longo das costas, leve esbogo de costelas visivel; destaque da insercéo
da cauda depende de conformagdo do animal com gordura palpavel ao seu redor; ileo
ndo distinguivel; cernelha, ombros e pescoc¢o ndo tdo obviamente magros.

Regido dorsal plana (sem vinco ou crista); costelas ndo visualmente distinguiveis, mas
facilmente palpaveis; gordura ao redor base da cauda comecando a ter consistencia
esponjosa; cernelha insere-se arredondada sobre os processos espinhosos; ombros e
pescog¢o harmoniosos com o corpo.

Pode ter ligeiro vinco nas costas, gordura sobre costelas de consistencia esponjosa;
gordura ao redor da base cauda macia; pouca gordura depositada na cernelha, atras dos
ombros e pescogo.

Pode ter ligeiro vinco nas costas; costelas palpaveis, mas perceptivel preenchimento
com gordura entre as costelas; gordura ao redor da inser¢do da cauda macia, gordura
depositada ao longo de cernelha, atrds dos ombros, e ao longo pescoco.

Vinco nas costas; dificil sentir as costelas, gordura da inser¢do da cauda muito macia;
area da cernelha cheia por gordura, area atras do ombro espessada, gordura visivel no
pescogo; gordura depositada ao longo de parte interna das coxas.

Vinco ébvio nas costas; cobertura de gordura irregular sobre as costelas, saliencia de
gordura na inser¢do da cauda; gordura ao longo de cernelha, atrds dos ombros e ao
longo pescogo, parte interna das coxas pode se encontrar; flanco cheio de gordura.
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Figura 2: Guia para avaliacdo de escore de pescoco (CARTER et al., 2009a).

Quadro 2: Descricdo de escore de pescogo. Adaptado de Carter et al. (2009a)

EP DESCRICAO
0 Nenhuma crista visivel (tecido aparente acima do ligamento da nuca) e nenhuma
crista palpavel
1 Sem crista visivel, mas com ligeiro preenchimento sentido a palpagao
Crista aparente, mas a gordura é depositada de forma bastante equilibrada da nuca até a
2 cernelha, a crista pode ser palpada facilmente com uma das maos e pode ser deslocada
de lado a lado.
3 Crista grossa e endurecida, com maior deposi¢cdo de gordura no meio do pescogo, a
crista pode ser palpada com uma das méos, mas ha diminuicdo da maleabilidade
Crista notadamente larga e endurecida, a crista ndo consegue ser palpada somente com
4 uma mdo e ndo consegue haver lateralizagdo, pode haver sulcos e rugas no topo da
crista.
5 A crista é tdo grande que se mantém todo tempo caida para um dos lados

11




2.4.3. Estimativa de porcentagem de gordura

Caélculos podem ser utilizados para determinacdo de porcentagem de gordura corporal
baseado na espessura da camada de gordura avaliada por exame de ultrassom da regido da
garupa. Essa determinacdo pode ser usada como método de avaliacdo de programas de
exercicio e dieta dos animais (WESTERVELT et al., 1976).

Para a determinacdo, os animais devem ser pesados e ser realizada a mensuracdo da
espessura de tecido adiposo na area da garupa, usando aparelho de ultrassom. A técnica
consiste em obter a imagem no ponto médio da linha imaginaria tracada entre as
tuberosidades iliaca e isquidtica de um dos lados da garupa, respeitando-se a anatomia
topografica de cada raca, no sentido lateral (Figura 3).

Figura 3: Esquema de vista lateral da regido da garupa em membro pélvico de equino (adaptado de
Schaller, 1999). A seta indica local de posicionamento do transdutor para realizacdo do exame
ultrassonogréfico para mensuracdo da espessura de camada de tecido adiposo na regido utilizado na
técnica de Westervelt et al., 1976

A porcentagem de gordura corporal (%gord) € estimada por meio da equagdo
(WESTERVELT et al., 1976):

% gord = 8,64 + (4,70 x espessura do tecido adiposo, em centimetros)

2.5. Sindrome Metabdlica Equina (SME)

Em humanos, o termo Sindrome Metabdlica é empregado para descrever um conjunto
de fatores de risco associados ao desenvolvimento de doenca cardiovascular. A Sindrome
Metabdlica é caracterizada pela presenca de resisténcia a insulina acompanhada de pelo
menos duas das seguintes alteracGes: obesidade, hipertensdo, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia e albuminuria (ALBERTI; ZIMMET, 1998; WHO, 1999). O conceito de
resisténcia a insulina é que niveis normais ou aumentados de insulina produzem uma resposta
bioldgica reduzida; referindo-se, classicamente, a disparidade na sensibilidade da insulina
mediada pela disponibilidade de glicose (TREIBER et al., 2006b; WILCOX, 2005).
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O termo Sindrome Metabolica Equina foi empregado primeiramente por Johnson
(2002), referindo-se a cavalos com historico de laminite, resisténcia a insulina e uma
caracteristica fenotipica de espessamento da crista do pescoco com dep6sitos de gordura na
cernelha e no dorso.

A principio houve divergéncia sobre a nomenclatura utilizada nas sindromes
observadas em cavalos adultos obesos. A resisténcia a insulina esta relacionada como fator de
risco para o aparecimento de dislipidemia, adenoma pituitario, osteocondrose, laminite aguda
e laminite subclinica. As nomenclaturas adotadas foram utilizadas por associacdo aos
sintomas observados em humanos (KRONFELD, 2003).

Em 2010, o American College of Veterinary Internal Medicine, chegou a um consenso
em que seriam denominados de Sindrome Metabodlica Equina quadros em que 0s animais
apresentassem obesidade ou lipodistrofia, laminite clinica ou histérico de claudicagdo sem
estar associada a nenhum outro fator predisponente e resisténcia a insulina, detectada através
de testes de sensibilidade a insulina (FRANK et al., 2010) ou concentragdo de insulina basal
acima de 20 pUI/ml (DUNBAR et al., 2016).

E importante frisar que no hemisfério norte ha o fendmeno de laminite associada ao
pastejo. O quadro apresenta sazonalidade e animais com fen6tipo da SME, quando mantidos
em pastagens na época de primavera, vem a desenvolver o quadro de laminite (GEOR, 2010;
FUNK et al., 2012; BORER-WEIR et al., 2013). Ndo h& dados até 0 momento acerca de
influéncia de sazonalidade no hemisfério sul.

Esse fato pode estar relacionado aos processos bioquimico e fisioldgicos de digestao
dos substratos disponiveis na pastagem. E sabido que também é encontrada sazonalidade na
concentracdo de carboidratos ndo estruturais em pastagens. Carboidrato estrutural séo
polissacarideos que compdem a parede celular vegetal, enquanto carboidratos ndo-estruturais
(CNE) séo os demais glicideos encontrados no vegetal, como agUcares simples, dissacarideos,
frutanos e amido. A concentracdo de CNE na forragem é resultado de uma interacdo de
diversos fatores (WATTS, 2004).

Deve-se levar em contato o tipo de graminea de formacao do pasto utilizado. Pastos no
hemisfério norte sdo compostos predominantemente por gramineas de clima temperado
(metabolismo energético com compostos de 3 carbonos — C3), enquanto na maior porc¢do do
hemisfério sul, pastos sdo formados predominantemente por gramineas de clima tropical
(metabolismo energético com compostos de 4 carbonos — C4). Uma diferenca a ser notada na
fisiologia vegetal dos dois tipos de forragem é o tipo de carboidrato que a planta produz como
reserva para situacdes de estresse como alteracdo de incidéncia solar, alteracdo de temperatura
e seca. Gramineas C3, em periodos de clima frio, acumulam grande quantidade de reserva de
carboidratos, principalmente frutanos. J& gramineas C4 tem uma limitacdo de estocagem
energética, devido a caracteristicas fisioldgicas e bioguimicas intrinsecas que levam a planta a
estocar amido como fonte de reserva (WATTS, 2004).

A concentracdo media de CNE comparando gramineas C3 e C4 ¢ diferente tanto em
condigbes de clima frio ou quente. A temperatura de 15-25°C, gramineas C4 apresentam
concentracdo total de CNE de 92 + 51 mg/gMS, sendo 4 £ 6 mg/gMS de frutanos, 22 + 19
mg/gMS de sacarose, 13 + 15 mg/gMS de glicose, 8 £ 15 mg/gMS de frutose e 47 + 24
mg/gMS de amido, enquanto gramineas C3 apresentam concentracdo total de CNE de 107 +
51 mg/gMS, sendo 12 + 25 mg/gMS de frutanos, 23 + 17 mg/gMS de sacarose, 18 + 9
mg/gMS de glicose, 14 + 9 mg/gMS de frutose e 41 + 21 mg/gMS de amido. A temperatura
de 5-10°C, as diferencas sdo ainda maiores nas concentracdoes de CNE. Gramineas C4
apresentam uma concentracdo total de CNE de 166 + 74 mg/gMS, sendo 3 £ 6 MG/gMS de
frutanos, 66 + 40 mg/gMS de sacarose, 22 + 17 mg/gMS de glicose, 14 + 17 mg/gMS de
frutose e 68 + 46 mg/gMS de amido, enquanto gramineas C3 apresentam uma concentracao
total de CNE de 312 + 130 mg/gMS, sendo 115 + 101 mg/gMS de frutanos, 58 + 38 mg/gMS
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de sacarose, 29 £ 15 mg/gMS de glicose, 24 + 19 mg/gMS de frutose e 86 + 39 mg/gMS de
amido (CHATTERTON et al., 1989).

Outros dados bromatologicas de alimentos comumente utilizados na dieta de equinos
no hemisfério sul sdo sobre a concentracdo de CNE, e ndo constituintes especificos, do feno
de tifton. Em feno de capim tifton-85, é encontrado 8,44% de CNE (ARRUDA et al., 2008).
O dado de CNE do feno de alfafa advem de estudos executados no hemisfério norte e gira em
torno de 11,39% (WATTS, 2004). A quantidade de CNE em racdo peletizada é de 45,04%
(ARRUDA et al., 2008), mas essa concentracdo pode variar dependendo da qualidade da
racao utilizada.

2.6. Recomendacdes para o Combate a Sindrome Metabdlica Equina

Até o momento, a principal forma de combate a Sindrome Metabdlica Equina é
através de alteracdes no manejo dos animais. Todas as alteracfes tém em comum aperfeigcoar
0 mecanismo insulinodependente de captacdo de glicose, sendo que o papel da insulina no
metabolismo de carboidratos esta ligado a sua modulagao nos carreadores de glicose GLUT-4
(WILCOX, 2005). A resisténcia a insulina acontece quando niveis normais ou aumentados de
insulina produzem uma resposta biologica reduzida; isso se refere, classicamente, a
disparidade na sensibilidade a insulina mediada pela disponibilidade de glicose (WILCOX,
2005; TREIBER et al., 2006a). Alteracdo da fonte energética e programas de exercicio se
mostram mais eficientes do que manejo medicamentoso dos casos.

2.6.1. Manejo dietético: substituicao de parte do carboidrato por gordura vegetal

Uma forma de acompanhamento e tratamento da Sindrome Metabolica Equina é
através do manejo dietético, através da mudanca da fonte energética do carboidrato para a
gordura em dieta isocaldrica. Em animais de enduro, a adicdo de 6leo como fonte energética
alternativa aumentou a sensibilidade a insulina ap6s o exercicio quando comparados com
animais ingerindo dieta rica em carboidratos soltveis (HESS et al., 2007). O uso de gorduras
vegetais também demonstrou aumentar a capacidade de captacdo de &cidos-graxos e aumento
da sua taxa de oxidacdo (WALLER; LINDINGER, 2010). Deve-se tomar cuidado com esse
tipo de manejo em animais que demonstrem sinais da SME, pois o aumento de deposicao de
gordura em tabua de pescoco pode ser observado (BAMFORD et al., 2016).

Uma forma de manejo da condicdo ¢ através da inser¢do de programas de exercicio na
rotina dos animais. Em velocidades consideradas baixas a moderadas, a fonte de energia
utilizada para a funcdo muscular sdo predominantemente os lipideos (VOTION et al., 2008).

2.6.2. Manejo de exercicios: inser¢do de programas na rotina dos animais

Através do acompanhamento sistematico das proxies referentes a secrecdo f3-
pancredtica, encontrou-se que em animais que ndo apresentavam Sindrome Metabdlica
Equina havia uma menor secre¢do de insulina pelas células B-pancreaticas em meses onde a
intensidade de exercicio era maior quando comparados com meses em onde 0 exercicio era de
menor intensidade ou descanso em cavalos de uso militar (TURNER, 2009). Também foi
encontrado um decréscimo dos valores de MIRG a partir da terceira semana em um protocolo
progressivo de treinamento em esteira (CARTER, 2005). Uma diminuicdo da secrecdo de
insulina das células S-pancreéticas foi notada, através do calculo de AIRg, quando os animais
foram submetidos ao teste durante o exercicio, demonstrando o efeito do exercicio sobre a
secrecdo de insulina (TREIBER et al., 2006¢). Esses dados sdo relevantes visto que a
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diminuicdo da secrecdo de insulina com a manutencdo da sensibilidade a insulina sugere um
metabolismo energético mais eficiente na manutencao da euglicemia (MELLO, 2012).

2.6.3. Manejo medicamentoso: uso de farmacos

Formas medicamentosas de tratamento da condicdo ndo sdo substitutas para as
adaptacdes de manejo. De qualquer forma, existe uma janela para modulacdo farmacoldgica
da condicdo corporal dos animais. Uma possibilidade é o uso de levotiroxina que age na
obesidade e resisténcia insulina, mas tem alto custo. A utilizacdo de metformina como
controlador da euglicemia é feita em casos de Sindrome Metabdlica e Diabetes Mellitus do
tipo 2 em humanos. Segundo Durham, 2012, a Metformina € segura e parece aumentar a
sensibilidade a insulina em equideos. No estudo de Vick et al. (2006), foi utilizada
metformina com dose variando de 5,6-16,8 mg/kg de peso corporal. Estudos mais recentes
usando a metformina ndo observaram efeito terapéutico da droga quando utilizada a dose de
15 mg/kg (DURHAM; RENDLE; NEWTON, 2008; TINWORTH et al., 2012). Em outro
estudo, quando a dose utilizada foi de 30 mg/kg, houve reducdo da glicemia e concentracdo de
insulina em um desafio oral de dextrose (RENDLE et al., 2013). O sitio de acdo da droga € no
intestino (FRANK; TADROS, 2014) sendo ainda necessarias pesquisas acerca de ajuste de
dose e potencialidade no uso clinico da metformina no manejo da SME.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Critério de Amostragem

Este estudo foi submetido ao conselho de ética e experimentacdo animal da
FAPUR/UFRRJ, estando registrado sob o n® 11/2012.

Foram visitados nove haras, localizados nos municipios do Rio de Janeiro (1), de
Seropédica (2), de Paracambi (1), de Nova Iguacu (1), de Vassouras (1) e de Itaguai (3), com
anuéncia dos proprietarios ou responsaveis pelo rebanho.

Foram avaliados cavalos inteiros, castrados e éguas ndo-gestantes/nao-lactantes com
idade superior a 18 meses com registro provisorio ou definitivo junto a associacdo da raca.
Para exclusdo de éguas gestantes/lactantes, foi utilizado registro de controle interno das
propriedades. Animais inddceis foram ndo foram incluidos na amostragem. Apds a primeira
selecdo, foram selecionados ao acaso até 25% de animais do nUmero total de cada
propriedade, sendo no maximo avaliados 25 animais em cada. O nimero total de animais da
propriedade e de animais avaliados em cada uma estdo descritos no quadro-5.

Quadro 3: Numero total de animais e de animais avaliados de cada propriedade

Propriedade Municipio Total de animais Animais avaliados

1 Seropédica 68 17
2 Itaguai 40 8
3 Nova lguacu 54 11
4 Rio de Janeiro 200 23
5 Paracambi 48 12
6 Seropédica 40 10
7 Itaguai 24 5
8 Itaguai 16 4
9 Vassouras 45 10

Total 535 100

3.2. Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo animais clinicamente sadios. O exame clinico dos animais
constituiu-se de resenha, onde os animais foram identificados por nome e em seguida
numerados de acordo com a propriedade avaliada na casa das centenas (1 a 9) e por ordem de
avaliacdo na propriedade (01 até o maximo avaliado em cada propriedade). Foi tomado nota
do sexo e idade dos animais, de acordo com a ficha de registro na associacdo da raca. Foi feita
breve anamnese, onde a pessoa mais proxima a rotina do cavalo respondeu questdes sobre
histéria médica recente e pregressa e fatores sobre o ambiente e manejo do animal avaliado e
da propriedade. Foi realizado exame fisico levando em conta estado geral do animal e
pardmetros vitais. Foi realizado exame de inspecéo e palpacdo para deteccdo de claudicacdo
(FEITOSA, 2008). Animais que apresentassem febre, feridas abertas, dificuldade respiratoria,
claudicacdo ou lesdo aparente de qualquer origem ou prenhes ao exame fisico foram excluidos
da selecdo.

Ap0s avaliagdo clinica, foi realizado hemograma completo em contador automatico de
células®’ e determinacdo de fibrinogenemia pela diferenca dos valores obtidos por

pocH-100iV Diff® (Sysmex Brasil Industria e Comércio LTDA®)
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refratometria da proteina total em soro fluoretado e apos processo de desnaturacao a 56°C por
3 minutos (ECKERSALL, 2008) na triagem, para excluir animais que apresentassem
alteracdes hematoldgicas.

3.3. Escore de Condicéo Corporal e Escore de Pescoco

Um unico e mesmo avaliador treinado realizou os exames de escore corporal e de
pescogo de todos os animais. Os animais foram classificados segundo seu escore corporal
(HENNEKE et al., 1983) em uma escala de 1 a 9 e de 0 a 5 de acordo com seu escore de
pescoco (CARTER et al., 2009a).

3.4. Porcentagem de Gordura

A mensuracgdo da espessura de tecido adiposo na &rea da garupa foi feita com o uso de
um aparelho de ultrassom, usando transdutor linear, com frequéncia de 5 a 10 MHz. A técnica
consiste em obter a imagem no ponto médio da linha imaginaria tracada entre as
tuberosidades iliaca e isquiatica de um dos lados da garupa (WESTERVELT et al., 1976).
Neste caso, foi padronizada a mensuracdo da camada adiposa, desde a musculatura até a
camada interna da pele, sempre do lado esquerdo dos animais.

A porcentagem de gordura corporal foi estimada submetendo os dados obtidos durante
a mensuracdo da camada de tecido adiposo da garupa a equacgéo proposta por Westervelt et al.
(1976), onde:

8,64 + (4,70 x espessura do tecido adiposo, em centimetros)
3.5. Amostras sanguineas

As coletas de dados e de amostras sanguineas foram realizadas ao longo dos anos de
2014 e 2015.

Foram realizadas coletas de sangue por puncdo da veia jugular, utilizando-se tubos de
coleta & vacuo, para determinacdo da glicemia e insulinemia de jejum parcial dos animais
selecionados. Foram utilizados tubos contendo anticoagulante fluoreto de potassio para
determinacdo de glicemia e anticoagulante heparina sodica para determinacdo de
concentracdo de insulina plasmatica. Os animais foram mantidos em jejum parcial de
concentrado por pelo menos 8 horas. Animais que se mostraram indoceis ao momento de
coleta de sangue foram retirados do estudo, assim como os demais dados de avaliacéo clinica,
a fim de evitar os efeitos do cortisol sobre a glicemia.

As amostras foram imediatamente acondicionadas em recipiente do tipo cooller
contendo agua e gelo e prontamente centrifugadas a 2000 g, em intervalo de tempo
aproximado de 30 minutos, ainda no local de coleta. Aliquotas do plasma foram
acondicionadas em microtubos de 1,5 ml. Ap6s manipulacdo, as amostras foram
reacondicionadas no recipiente do tipo coller contendo gelo e agua e transportadas até o
Laboratdrio de Pesquisas Clinicas em Grandes Animais (ClinLab) da UFRRJ, onde foram
acondicionadas em freezer -20°C para posterior analise.

3.6. Determinacdo de Glicemia, Concentracdo de Insulina Plasmética e Calculo de
Proxies de Sensibilidade a Insulina
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A determinacio da glicemia®? foi realizada no Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) da UFRRJ, em analisador bioquimico
automatizado®, utilizando-se kits comercialmente disponiveis, de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

As concentracdes de insulina foram determinadas em duplicata por meio de
radioimunoensaio sanduiche de fase solida* (OBA, 2014 — comunicagdo pessoal, dados ndo
publicados). As analises foram realizadas no laboratério de Biofisica do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ. Foi medida a insulina in natura das amostras. Para a
execucdo do teste, os padrdes, controles e amostras foram incubados em tubos revestidos com
um primeiro anticorpo monoclonal na presenca de um reagente contendo o segundo anticorpo
monoclonal radio marcado com 1*?°. Depois de incubado, os tubos foram lavados com a
solucdo de enxague para retirar anticorpos radio marcados que ndo se ligaram a insulina. A
determinacdo da radioatividade da ligacdo foi feita em aparelno gammacounter. As
concentragcOes das amostras foram obtidas através de interpolacdo com a curva padrdo usando
programa de dados Graphpad Prism 5.0, sendo os dados obtidos diretamente proporcionais a
radioatividade medida.

Os dados obtidos de glicemia e insulina plasmatica foram submetidos as equagdes
propostas por Treiber et al. (2005) para se obter os valores de predicdo da sensibilidade a
insulina e da responsividade secretdria de insulina das células £ pancreaticas a glicose.

Para determinacéo da sensibilidade a insulina, os dados de insulina plasmatica foram
utilizados na equacdo que determina o reciproco quadrado inverso da insulina basal (do
inglés: RISQI), onde:

RISQI = 1 = insulina basal®®
Vinsulina basal

Para determinacdo da responsividade secretoria de insulina das células g pancreéticas a
glicose, os dados de glicemia e insulinemia foram utilizados na equacdo que determina a
razdo modificada insulina-glicose (do inglés: MIRG), onde:

MIRG = [800 - 0.30 x (insulina basal -50)?]
(glicose basal - 30)

3.7. Analise Estatistica
3.7.1. Agrupamento de dados

Apos a coleta dos dados de resenha e exame clinico e laboratorial dos animais, 0s
dados referentes a cada animal foram agrupados a fim de analisar aspectos que influenciam o
aparecimento da obesidade e flutuagbes da sensibilidade a insulina. Os dados foram
agrupados de acordo com sexo, faixa etéria, faixa de escore e sistema de cria¢ao

3.7.1.1. Sexo

2 Biosystems®
3A15® (Biosystems®)
“Insulin(e) IRMA Kit® (Beckman Coulter®)
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Os animais foram separados em trés categorias distintas de acordo com o0 sexo, a
saber: Fémeas (éguas ndo-gestantes/ndo-lactantes), Garanhdes (machos inteiros) e Castrados
(machos orquiectomizados).

3.7.1.2. Faixa etaria

Caracteristicas metabdlicas de cada faixa etaria foram levadas em conta para divisao
das classes, levando-se em conta a maturidade 6ssea e sexual. Os animais foram categorizados
em Jovem, Adulto e Idoso. Na categoria Jovem foram incluidos animais com idade de 1 a 4
anos, em Adulto, animais com idade de 5 a 18 anos e em Idoso, animais com idade superior a
18 anos (AMANN et al., 1979, JONES; BERNDTSON, 1986, CARNEVALE et al., 1993,
PRICE et al., 1995, PARADIS, 2002, MOREL; NEWCOMBE; SWINDLERHURST, 2005).

3.7.1.3. Categorias de escore corporal

Os animais foram agrupados conforme o estado geral descrito por Henneke et al.
(1983) em sua descricdo de escore corporal (EC). Foi atribuida a varia¢do 0,5 no EC de forma
a denotar transicdo entre categorias. No grupo Caquético se encontravam animais com EC 1 a
3, em Magro os animais com EC 3,5 a 4, em Ideal animais com EC no intervalo 4,5 a 5,5, em
Sobrepeso animais com EC no intervalo 6 a 7 e em Obeso, animais com EC no intervalo 7,5 a
9.

3.7.1.4. Sistema de criacao

Foi levado em conta o sistema de criacdo, sendo Extensivo 0s animais criados a pasto ou
soltos em piquetes, e Intensivo, animais criados em sistema de encocheiramento. Animais do
grupo Extensivo tinham dieta baseada em alimentos volumosos e animais do grupo Intensivo
recebiam volumoso de diferentes tipos (a saber: capim picado e/ou feno de tifton e/ou feno de
alfafa) e alimentos concentrados em energia (ragdes comerciais).

3.7.2. Procedimentos Estatisticos

Os dados da amostra foram testados para deteccdo de outliers usando-se o0 pacote
estatistico Reference Value Advisor v. 2.1 (GEFFRE et al., 2011).

Dados categoricos (escore corporal, escore de pescoco, quintil de RISQI e quintil de
MIRG) foram submetidos a estatistica ndo-paramétrica. Os dados de porcentagem de gordura,
glicemia, concentragdo de insulina, RISQI e MIRG foram testados com o teste de Shapiro
Wilk a cada situacdo avaliada para normalidade. Dados que aceitaram a distribuicdo gaussiana
foram testados por testes paramétricos. Dados com distribuicdo ndo-normal foram submetidos
a testes ndo-paramétricos.

Todos os testes utilizados levavam em conta variaveis independentes. Quando dois
grupos foram analisados entre si, foi utilizado o teste t como teste paramétricos e o teste de
Mann Whitney como teste ndo-paramétrico. Quando mais de dois grupos foram analisados
entre si, foi utilizada ANOVA 1way como teste paramétrico, com subsequente teste de Tukey
entre colunas e como método ndo-parametrico foi utilizado Kruskal-Wallis, com subsequente
teste de Dunn entre colunas. Dados normais foram expressos em média e desvio padréo,
dados categoricos e ndo-normais foram expressos em mediana e amplitude. Foi respeitado o
nivel de significancia a 5% em todos os testes utilizados.

Para a execucdo dos procedimentos estatisticos, foram utilizados os programas de
dados Action Stat v. 3.1.43.702.667 e GrafPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS

Os animais foram avaliados segundo sexo, faixa etéria, categoria de escore corporal e
sistema de criacdo. Dos animais, 58% eram fémeas, 38% garanhdes e 4% machos castrados;
40% eram jovens, 52% adultos e 8% idosos; quanto ao estado nutricional, 3% se encontravam
caqueéticos, 6% magros, 41% em escore corporal ideal, 42% com sobrepeso e 8% obesos;
quanto ao sistema de criagdo, 53% se encontravam em manejo extensivo e 47% em manejo
intensivo (Figura 4).

Sexo Faixa Etaria
3% 8%,
41% B Fémeas : W Jovem
Garanhdes _40% Adulto
W Catrados I B [doso
'S
52%
Faixa de Escore Sistema de Criagao
A %
8% J| > 6% . MW Extensiva
! H Caquético
Magro 47% Intensiva
M |deal ]
W Sobrepeso
Obeso

Figura 4: Distribuicdo de acordo com sexo, faixa etaria, faixas de escore corporal e sistema de
criagdo. Dados referentes a amostra encontram-se expressos em porcentagem.

Foram analisados dados colhidos de acordo com sexo (Tabela 1). O grupo Castrados
ndo atingiu o minimo estatistico (n=3), por isso foi excluido da analise. Os dados de EC foram
superiores em Garanhdes quando comparados com Fémeas (p=0,04). O EP foi maior em
Garanhdes quando comparado com Fémeas (p<0,01). A porcentagem de gordura se
comportou de forma semelhante entre Garanhdes e Fémeas (p=0,84). A glicemia do grupo de
Garanhdes foi superior que a de Fémeas (p=0,03). N&o houve diferenca entre 0s grupos na
concentracdo plasmatica de insulina (p=0,16), nos resultados de sensibilidade a insulina
(RISQI: p=0,35) ou na secregdo [-pancreatica (MIRG: p=0,33), assim como ndo foi
observada diferenca quanto a alocacdo dos dados em seus respectivos quintis (RISQI: p=0,20;
MIRG: p=0,28).
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Tabela 1: Médias e desvios padrdo de variaveis com distribuicdo normal, medianas e amplitudes de
valores categdricos e variaveis com distribui¢cdo ndo-normal de acordo com sexo dos animais. Houve
influéncia do sexo nos pardmetros escore corporal (EC), escore de pescogo (EP) e glicemia de jejum
(GLC).

Parametros Fémeas Garanhdes
EC -
05 5,5 (6,0) 6,0 (4,0)
EP -
(1-9) 2,5(3,0) 3,0 (2,5)
0/330‘;” 10,99 (8,74) 10,99 (4,98)
s 75,5+ 131 82,24 169"
(mg/dl)
INS
(mUIIL) 10,05 (96,92) 2,6 +0,84
RISQI
(mu./L%-ovs 0,315 (0,863) 0,288 (0,564)
MIRG
Uine2/(10.L..Mggic) 5,88 (22,16) 7,65 (13,66)
QU'('}';!;RISQI 2.0 (4,0) 1.0 (4.0)
QU'('}'_;';MIRG 5,0 (4,0) 5.0 (4.0)

*Meédias assinalados com (*) foram significativamente superiores pelo teste t no nivel de 5% de significancia. Medianas
assinalados com (**) foram significativamente superiores pelo teste de Mann Whitney no nivel de 5%.

**EC: escore corporal; EP: escore de pescogo; %gord: porcentagem de gordura; GLC: glicemia; INS: concentacdo de insulina
plasmética; RISQI: valor preditivo (proxy) de sensibilidade a insulina (reciprocal of the square root of insulin); MIRG: valor
preditivo (proxy) de de secregdo pB-pancredtica (modified insulin-to-glucose ratio); QUINTRrisqi: quintil de RISQI;
QUINTwmira: quintil de MIRG

O grupo Caquetico foi excluido das analises estatisticas por ndo ter atingido nimero
minimo de amostra (n=3). Foram realizadas as avaliacdes entre os demais grupos de EC.
Houve diferenca estatistica quando analisado o escore de pescoco (p<0,01) e porcentagem de
gordura (p<0,01), ambas caracteristicas apresentando resultados superiores nos grupos
Sobrepeso e Obeso quando comparados com os resultados obtidos em Magro e Ideal. Nao
houve diferenca estatistica quando analisados os dados de glicemia (p=0,65). Foi observada
diferenca estatistica nas concentracbes plasmaticas de insulina (p<0,01), sendo as
concentracdes do grupo Sobrepeso significativamente superiores as do grupo lIdeal. Foi
encontrada diferenca estatistica quando avaliada RISQI (p<0,01), sendo os valores preditivos
de sensibilidade a insulina superiores em Ideal quando comparados com Sobrepeso. Foi
observada diferenca estatistica nos resultados de MIRG (p<0,01), sendo os valores preditivos
de secrecdo de células B-pancredticas superior em Sobrepeso quando comparados com Ideal.
Houve diferenca estatistica avaliando os quintis de RISQI (p<0,01), sendo que o grupo
Sobrepeso teve alocacdo significativamente menor que o grupo ldeal. Houve diferenca
estatistica avaliando os quintis de MIRG (p=0,02), ndo apresentando diferenca entre 0s
grupos. Os dados de acordo com faixa de escore se encontram descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Médias e desvios padréo de varidveis com distribuicdo normal e medianas e amplitudes de
valores categoricos e variaveis com distribuicdo ndo-normal de acordo com a faixa de escore corporal
dos animais. Houve influéncia do escore corporal (EC) nos parametros escore de pescoco (EP),
porcentagem de gordura (%gora), concentragdo de insulina de jejum (INS), sensibilidade a insulina
(RISQI), resposta B-pancreatica (MIRG) e na alocacdo em quintis dos dados de RISQI e MIRG.

Parametros Magro Ideal Sobrepeso Obeso

(E_; 2,0 (0,0)? 2,0 (2,5)? 3,0 (2,0)° 3,0 (1,0)°
"/E’ogogrd 9,58 (1,97)° 1059 (4,37)° 11,46 (7,99)° 13,02 (6,76)°
?ﬂ'g—kg 71,0+917°  782+1335% 80,29 +13,27A 737 +10,28"
(n'ﬂfi) 10,02 (19,39)® 6,46 (73,89)F 13,42 (94,66)° 13,87 (25,97)®
(mRU'Ii%_'M 0,316 (0,312)® 0,393 (0,849)*  0,2725 (0,409)° 0,270 (0,248)®
UZ')/'GLFE%) 6,24 (21,87)® 459 (17,79  837(16,10)® 9,33 (13,56)°

QU|2|_'5|;R|SQ| 2,5 (4,0) 3,0 (4,0) 1,0 (4,0)° 1,0 (3,0)

QU'EI_;EMIRG 4,5 (4,02 4,0 (4,0) 5,0 (4,0) 5,0 (1,0)

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de
significancia. Medianas seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunn no nivel
de 5%.

**EP: escore de pescoco; Y%gord: porcentagem de gordura; GLC: glicemia; INS: concentacdo de insulina plasmatica; RISQI:
valor preditivo (proxy) de sensibilidade a insulina (reciprocal of the square root of insulin); MIRG: valor preditivo (proxy) de
secre¢do B-pancredtica (modified insulin-to-glucose ratio); QUINTRrisqr: quintil de RISQI; QUINTwmire: quintil de MIRG

Quando avaliada a faixa etaria (Tabela 3), ndo se observou diferenca estatistica entre
0s grupos quando analisado o EC (p=0,41). Também ndo houve diferenca estatistica quando
avaliado escore de pescoco (p=0,14). Houve diferenca estatistica quando analisada a
porcentagem de gordura (p=0,01), sendo que Jovem teve porcentagem significativamente
menor que Adulto. Houve diferenca estatistica quando avaliada a glicemia (p<0,01), sendo
que Jovem teve resultados significativamente maiores que Adulto e Idoso. N&o foi observada
diferenca estatistica nas concentracdes de insulina (p=0,84). Ndo foi observada diferenca
estatistica no valor preditivo de sensibilidade a insulina (RISQI: p=0,86). Houve diferenga
estatistica quando analisados os resultados de MIRG (p=0,04), sendo que os valores
observados em Jovem foram significativamente menores que os observados Adulto. N&o
houve diferenca estatistica entre 0s grupos quando avaliada a alocacdo dos resultados de
RISQI em quintis (p=0,87) ou de MIRG (p=0,37).
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Tabela 3: Médias e desviso padréo de variaveis com distribuicdo normal e medianas e amplitudes de
valores categoricos e varidveis com distribuicdo ndo-normal de acordo com a faixa etaria dos animais.
Houve influéncia da faixa etaria nos parametros porcentagem de gordura (%gra), glicemia de jejum
(GLC) e secregio p-pancreética (MIRG).

Parametros Jovem Adulto Idoso
5(93) 6,0 (4,5)° 6,0 (4,5)° 5,25 (5,0)?
('E_E.; 2,5 (2,0)* 3,0 (2,5) 3,0 (3,5)
Yogors 10,52 (5,88)* 11,54 (8,60)° 9,21 (4,51)
GLS 82,84 + 14,677 75,35 + 10,33° 68,23 + 11,26°
oo 10,06 (96,09)° 11,34 (97,41)° 11,03 (18,18)°
(,EJ'.,SL%.'O,S 0,316 (0,622)° 0,302 (0,863)? 0,301 (0,179)?
UZI\//I(ngI?(n?g) 4,91 (14,99)° 7,66 (21,87)° 7,81 (7,83)®
QUINTrisar 2,0 (4,0° 1,0 (4,0)* 2,5 (4,0)*
QUINTwire 5,0 (4,0)? 5,0 (4,0)° 5,0 (4,0)°

*Meédias seguidas de mesma letra mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de
significancia. Medianas seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunn no nivel
de 5%.

**EC: escore corporal; EP: escore de pescogo; %gord: porcentagem de gordura; GLC: glicemia; INS: concentacdo de insulina
plasmatica; RISQI: valor preditivo (proxy) de sensibilidade a insulina (reciprocal of the square root of insulin); MIRG: valor
preditivo (proxy) de secrecdo B-pancreatica (modified insulin-to-glucose ratio); QUINTRrisqi: quintil de RISQI; QUINTmirs:
quintil de MIRG

Os grupos Extensivo e Intensivo foram comparados entre si (Tabela 4). Os dados de
EC do grupo Intensivo foi significativamente superior quando comparado com Extensivo
(p<0,01). Os dados de EP de Intensivo foi significativamente superior quando comparado a
Extensivo (p<0,01). A porcentagem de gordura foi significativamente maior em Intensivo
quando comparado com Extensivo (P<0,01). N&o houve diferenca estatistica quando
comparados os dados de glicemia dos dois grupos (p= 0,13). Os dados de concentracdo
plasmética de insulina de Intensivo foram significativamente superiores aos de Extensivo
(p<0,01). RISQI foi significativamente superior em Extensivo quando comparado a Intensivo
(p<0,01). MIRG foi significativamente superior em Intensivo quando comparado a Extensivo
(p<0,01). O grupo Extensivo teve alocacdo em quintil de RISQI significativamente maior que
0 grupo Extensivo (p<0,01). O grupo Extensivo obteve quintil significativamente menor de
MIRG que Intensivo (p<0,01).
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Tabela 4: Médias e desvios padrdo de varidveis com distribuicdo normal e medianas e amplitudes de
valores categdricos e variaveis com distribuicdo ndo-normal de acordo com o sistema de criacdo dos
animais. Houve influéncia do sistema de criacdo nos parametros escore corporal (EC), escore de
pescoco (EP), porcentagem de gordura (%gora), cOncentragéo de insulina de jejum (INS), sensibilidade

a insulina (RISQI), resposta p-pancreética (MIRG) e na alocacdo dos dados em quintis de RISQI e
MIRG.

Parametros Extensivo Intensivo
EC 5,0 (6,0) 6,5(3,0)"
(1-9)
EP 2,5 (3,0) 3,0(2,5"
(0-5)
%ogord 10,52 (8,22) 11,46 (8,22)™
(%)
GLC 76,33+ 11,52 80,19 + 13,72
(mg/dl)
INS 8,00 (21,99) 17,50 (93,53)**
(mUI/L)
RISQI 0,356 (0,756)** 0,239 (0,347)
(MUI/Ling) 0%
MIRG 4,76 (22,16) 8,55 (17,18)**
Uin52/(10.L.mgg.ic)
QUINTRisqI 3,5 (4,0)** 1,0 (3,0)
(1-5)
QUINTwmIrG 4,0 (4,0 5,0 (4,0)**
(1-5)

*Médias assinalados com (*) foram significativamente superiores pelo teste t no nivel de 5% de significancia. Medianas
assinalados com (**) foram significativamente superiores pelo teste de Mann Whitney no nivel de 5%.

**EC: escore corporal; EP: escore de pescoco; %gord: porcentagem de gordura; GLC: glicemia; INS: concentagdo de insulina
plasmética; RISQI: valor preditivo (proxy) de sensibilidade a insulina (reciprocal of the square root of insulin); MIRG:valor

preditivo (proxy) de secrecdo p-pancredtica (modified insulin-to-glucose ratio); QUINTRrisqi: quintil de RISQI; QUINTmirG:
quintil de MIRG
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5. DISCUSSAO

O dimorfismo sexual conspicuo é uma caracteristica observada em diferentes espécies
de animais superiores e tem caracteristica poligénica (LANDE, 1980). Em cavalos da raca
Mangalarga Marchador, o dimorfismo sexual pode ser observado desde potros,
provavelmente pelas medidas zootécnicas utilizadas para selecdo dos animais a época do
registro definitivo na associacdo da raca (PINTO et al., 2005). Os valores significativamente
mais elevados em garanh@es quando comparados com éguas em escore corporal (EC) e escore
de pescoco (EP) com resultados estatisticamente semelhantes da porcentagem de gordura
corporal sugerem caracteristicas relacionadas ao dimorfismo sexual (MARTIN-GIMENEZ et
al., 2016; SANCHEZ et al., 2016), enquanto a porcentagem de gordura prevé um dado mais
preciso individualmente da adiposidade.

Somado aos fatores morfométricos, a glicemia superior em machos sem diferenca
significativa na insulinemia, sensibilidade a insulina e secrecdo B-pancreatica pode ser um
indicio de mecanismo semelhante ao observado em humanos no metabolismo energético,
onde mulheres utilizam prioritariamente acidos graxos musculares e homens carboidratos e
acidos graxos plasmaticos como substrato para funcdo muscular, tendo os horménios
gonadotréficos influéncia inclusive na taxa de ressintese do glicogénio muscular durante
exercicio aerdbico (PARAVIDINO et al., 2007). Também é observado em garanhdes, aspecto
pulsatil de GH, um horménio sabidamente glicemiante, mais frequente do que em éguas
(STEWART; GOODE; ALLEN, 1993). Os achados de niveis de creatinoquinase (CK) e
aspartato aminotransferase (AST) e sinais clinicos de dor muscular em potrancas (HARRIS et
al., 1998) e de rabdomidlise de exaustdo (JOHLIG et al, 2011) podem estar relacionados a
essa influéncia de hormonios gonadotréficos no metabolismo energético relacionado ao
exercicio. Em correlagdo a fisiologia energética, pode haver a influéncia de hormonios
gonadotroficos no aparecimento de distlrbios desta homeostase. Em mulheres, foi
demonstrado que progestdgenos interferem na sensibilidade a insulina através da
suplementacdo de estrogenos sintéticos isolados e estrogenos associados a progestagenos em
mulheres pos-menopausa (LINDHEIM et al., 1994) e em cavalos pode-se observar esse efeito
quando comparados éguas com animais castrados (PRATT et al., 2006). H& maior ocorréncia
de laminite aguda ou crénica, sem histérico prévio de sepse ou cdlica, em éguas quando
comparadas a garanhdes (ALFORD et al., 2001). Sabe-se alteracdes de ciclo reprodutivo em
éguas frequentemente sdo associadas a alteracBes no metabolismo de insulina (VICK et al.,
2006). Em éguas que apresentam esse tipo de alteragcdo, pode ser encontrado o quadro de
laminite sem fator predisponente (STASHAK, 1994).

A escala de escore corporal de equinos (HENNEKE te al., 1983) é uma medida
subjetiva que depende do treinamento do observador. Ela € considerada a forma mais pratica
para uso ao campo da determinacdo de adiposidade, pois ndo € necessario nenhum outro
equipamento para realizacdo, s6 0 treinamento prévio do avaliador. Apesar de sua
aplicabilidade universal, ha a tendéncia de diminuicdo de precisdo conforme a
adiposidade/escore do animal cresce (DUGDALE et al., 2012), sendo utilizadas outros
métodos complementares especificos para estimar a adiposidade com maor precisdo em
animais obesos, caso se faca necessario. De toda forma, ha correlacéo entre as diversas formas
de avaliacédo objetiva com a escala de escore corporal (GENTRY et al., 2004; CARTER et al,
2009a; DUGDALE et al., 2012; SILVA et al, 2014) assim como a relagdo entre escore de
pescoco (CARTER et al., 2009a; SILVA et al., 2012).

Em um estudo anterior, ndo foi achada diferenca na sensibilidade a insulina ou
secrecdo B-pancreatica entre animais magros e em escore ideal (MELLO et al., 2009) mas,
devido ao numero limitado de animais participantes, questdes como homogeneidade de
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grupos como raca (BAMFORD et al., 2014), sexo (PRATT et al.,, 2006) e idade
(MALINOWSKI et al., 2002) pode ter havido interferéncias nos resultados obtidos. As
ligeiras quedas de se sensibilidade a insulina e maior secrecdo B-pancreatica observadas no
grupo Magro séo achados que se assemelham com o gque ocorre no processo crénico de fome
(WITHAM; STULL, 1998). Infelizmente, devido a questdes de ordem técnica, ndo houve
possibilidade de comparar animais em estado caquético com os demais grupos, onde seriam
esperadas alteragdes mais pronunciadas.

O fator escore corporal pode interferir na dinamica de glicose e insulina. Animais que
apresentam obesidade tém concentracdo de insulina maiores quando comparados com animais
gue apresentam sobrepeso ou escore ideal, tendo indices de secre¢do fB-pancredtica maiores
devido a depuracdo da glicose mediada por ela mesma, tanto em condi¢cfes de dieta de alto
guanto de baixo indice glicémico (HOFFMAN et al, 2003). Os resultados obtidos
demonstram que também pode ser observado uma maior sensibilidade a insulina em animais
de escore ideal quando comparados com animais com sobrepeso em animais criados a pasto
de gramineas tropicais ou suplementados com racdo comercial a base de grdos ricos em
amidos. Os resultados ndo significativos de sensibilidade a insulina no grupo Obeso podem
ter sido influenciados pelo namero restrito de animais do grupo (n= 8). De qualquer forma, a
ndo diferenga de sensibilidade a insulina dos animais obesos com maior secre¢do [3-
pancreatica sugere mecanismo de compensacdo na dindmica de sensibilidade a insulina.

A idade demografica é o indice de sobrevivéncia relativa a uma populacéo, enquanto a
idade fisioldgica é uma caracteristica individual (PARADIS, 2002). Apds a idade puberal,
mudancas relacionadas a funcdo dos animais acontecem, assim como alteracdes fisioldgicas
nas dinamicas reprodutivas. Esse fator pode estar relacionado ao aumento de porcentagem de
gordura em animais adultos, como fonte de reserva energética para a dinamica reprodutiva e
maior demanda energética para formacdo de concepto (AMANN et al., 1979, JONES;
BERNDTSON, 1986, CARNEVALE et al, 1993, MOREL; NEWCOMBE;
SWINDLEHURST, 2005). De maneira geral, animais utilizados na reproducdo ja tiveram
vida atlética consolidada, dando resultados positivos que serdo passados a progénie. A idade
da égua esta inversamente relacionada a capacidade reprodutiva (CARNEVALE et al., 1993,
MOREL; NEWCOMBE; SWINDLEHURST, 2005) e dados publicados demonstram duas
fases distintas durante o processo de envelhecimento diminuindo a taxa de maltipla ovulagéo
e de fertilidade conforme o aumento da idade (MOREL; NEWCOMBE; SWINDLEHURST,
2005). O envelhecimento também vai influenciar a quantidade de células de Sertolli e
germinativas em garanhdes, mas ndo tendo impacto sobre viabilidade final de ejaculado
(AMANN et al., 1979, JONES; BERNDTSON, 1986).

Durante a vida, a taxa metabolica oscila de maneira intrinseca, devido a taxa basal
metabdlica, e dependendo do tipo de funcdo que o animal é submetido. Um hormdnio que
regula taxa metabdlica € o horménio de crescimento (GH). Ele esta relacionado ao
metabolismo de carboidratos nos vertebrados e tem resposta antagdnica a insulina durante
jejum (ROTH et al., 1963), com acdo glicemiante. Em equinos, ele tem um comportamento
pulsétil, sendo encontrado em maiores concentragdes circulantes em potros do que em adultos
(STEWART et al., 1993). O resultado de glicemia significativamente superior no grupo
Jovem é semelhante ao encontrado em potros ndo-desmamados quando comparados a animais
adultos (MURPHY:; REID; LOVE, 1997). A acdo do GH, associada a uma taxa de secrecéo 3-
pancreatica menor no grupo Jovem quando compara aos demais grupos e sensibilidade a
insulina semelhante ao grupo Adulto pode explicar a glicemia mais elevada na faixa etéria.
Animais jovens tém alta taxa de processos metabolicos energeticamente dispendiosos, como o
metabolismo 6sseo (PRICE et al., 1995), o que pode levar aos menores depdsitos de gordura
observados no presente estudo quando comparados com animais adultos. A maior
concentracdo de insulina associado ao valor preditivo de secrecdo - pancredtica aumentado
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com manutencdo de niveis de glicemia e valor preditivo de sensibilidade a insulina ao
hormonio demonstra um processo de compensacdo na sensibilidade ao horménio. Os
resultados obtidos no presente estudo corroboram com os encontrados por Malinowski et al.
(2002), onde animais idosos tiveram maiores concentracdes de insulina comparados aos que
encaixam na faixa etaria de animais adultos. Este fator, como outros de impacto a saude
animal, pode estar associado ao processo de senescéncia (PARADIS et al., 2002).

A restricdo de exercicios e manejo alimentar com suplementacdo de concentrados
energéticos estdo relacionados ao quadro de obesidade e Sindrome Metabdlica Equina na
especie (JOHNSON, 2002). A restricdo de exercicio junto com a suplementacdo energética
dos animais em sistema intensivo pode ter propiciado os achados maiores de porcentagem de
gordura e escore quando comparados com animais em sistema intensivo. O aporte energético
do concentrado com a restricdo de exercicio leva a um quadro de balango positivo de ingesta
calorica.

A rusticidade da raca MM possibilita a criacdo de forma extensiva e com Unica fonte
de alimentacdo, o pasto (ABCCMM, 2016). Em uma populacdo de cavalos selvagens foi
observado que a maior porcentagem da populacdo observada em vida livre se encontrava no
intervalo de 2-2,5 em uma escala de 1 a 5 (ZABEK et al., 2016), resultado semelhante ao
encontrado em animais em cria¢do em sistema extensivo. Vale ressaltar, que na avaliacdo de
escore, animais criados em sistema extensivo apresentaram abdome mais abaulado a inspecéo,
mas menor quantidade de depdsitos de gordura a palpacdo, fortalecendo a necessidade de um
exame criterioso e abrangendo as duas semiotécnicas durante o procedimento (HENNEKE et
al., 1983, FEITOSA, 2008).

Em exercicios leves a moderados em equinos, os principais substratos utilizados séo
os lipideos (VOTION et al., 2008, MELLO, 2012) enquanto glicideos sdo utilizados em
exercicios de alta intensidade (HINCHCLIFF; GEOR, 2004, MELLO, 2012), tendo a espécie
taxa de ressintese de glicogénio muscular em equinos é lenta, sendo o fator limitante a
absorcdo pds-prandial de carboidratos (WALLER; LINDINGER, 2010). O exercicio tem
efeito direto na taxa de glicose captada de forma independente da insulina, aumentando a
sensibilidade do organismo ao hormdnio. E sabido que a composicio da dieta associado aos
niveis de atividades dos animais é um fator determinante para a manutencdo dos niveis de
sensibilidade a insulina (QUINN et al., 2008) e que as concentrag¢Ges circulantes de insulina
encontradas em animais com dietas ricas em carboidratos sollveis sdo maiores do que as
observadas em animais com dietas a base de fibras vegetais (JOSE-CUNILLERAS et al.,
2006; TREIBER et al, 2006a). O presente estudo ndo utilizou animais em atividade atlética ou
em uma rotina de condicionamento fisico que influencia as taxas de funcdo insulinica
(MELLO, 2012). O exercicio ad libitum dos animais do grupo Extensivo somado a dieta
estritamente a base de gramineas de clima tropical de baixa concentragdo de CNE pode ter
influenciado os niveis maiores de sensibilidade a insulina dos animais quando comparados ao
grupo Intensivo.

Uma das racas de raiz de formacdo do Mangalarga Marchador é o Andaluz. Em um
estudo sobre sensibilidade a insulina, animais da raca demonstraram ter parametros de
sensibilidade a insulina semelhantes a péneis, ambos apresentando valores de sensibilidade a
insulina significativamente inferiores que cavalos Standardbred (BAMFORD et al., 2014). A
raca Andaluz também apresenta tendéncia a desenvolver sobrepeso e obesidade e ser
acometida por SME (MARTIN-GIMENEZ et al., 2016). No presente estudo, encontrou-se de
forma majoritéaria, animais se enquadrando em quintil 3 de RISQI, considerado médio do
valor preditivo de sensibilidade a insulina, com excecdo de quando observado a influéncia do
EC dos animais sobre a variavel onde animais com sobrepeso e obesos se encontravam em
quintil 1, quadro de franca resisténcia a insulina, mas sempre mantendo uma exigéncia de
secrec¢ao B-pancredtica alta, demonstrada pela frequéncia de quintis 4 e 5 do valor preditivo de
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MIRG. Esse dado estd relacionado a uma compensacdo pancreatica devido a desafio
glicémico (MELLO, 2012). A utilizacdo de testes “padrdo-ouro” pode ajudar a determinar
esse comportamento de sensibilidade a insulina na raca, ajudando futuramente o clinico
atuante a prever possiveis complicacdes relacionadas a quadros associados a resisténcia a
insulina, como a SME, ja que o quadro pode ser confundido com outros disturbios hormonais,
como hipotireoidismo e Sindrome de Cushing (JOHNSON et al., 2010).
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6. CONCLUSOES

Os fatores sexo e idade influenciam na taxa glicémica de cavalos da raga MM.
S&o observadas alteracdes da funcdo da insulina em equinos da ragca MM, sofrendo
influéncia da deposicdo de gordura, idade e sistema de criacao.
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CAPITULO 11

INFLUENCIA DO SOBREPESO EM DOIS TESTES DE
SENSIBILIDADE A INSULINA, CONCENTRACAO DE FATOR DE
NECROSE TUMORAL-A E SUBPRODUTOS DA REACAO DO ACIDO
TIOBARBITURICO EM EGUAS MANGALARGA MARCHADOR

38



RESUMO

O aprimoramento dos testes de sensibilidade a insulina para uso na pratica clinica vem sendo
um desafio. Os testes de campo disponiveis para o clinico ainda precisam de ajustes para se
tornarem mais alinhados aos resultados dos “padrBes ouro”. Os calculos matematicos dos
proxies sdo mais fidedignos que a concentracdo de insulina de jejum e servem como valores
preditivos de sensibilidade a insulina e secrecdo B-pancreatica. O aumento da funcéo
insulinica leva ao aumento da acdo de espécies reativas, que sdo segundo mensageiros em sua
cascata. Para avaliar o impacto do escore corporal, foram testados dois grupos de animais,
sendo o Grupo 1 (n=6) éguas com escore corporal (EC) considerado ideal (EC: 5,0 (0,0)) e 0
Grupo 2 (n=6) éguas com EC acima do ideal (EC: 6,25 (2,0) para a espécie equina. Os
animais foram submetidos ao teste glicose-insulina combinada (CGIT) e os valores preditivos
(proxies) basais de sensibilidade a insulina (RISQI) e de secrecdo B-pancreatica (MIRG)
foram também calculados. Das amostras basais também foi determinada a concentracdo de
fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e substdncias reativas ao  acido
tiobarbiturico/malondialdeido (TBARS/MDA). Um animal de cada grupo obteve resultado
positivo no CGIT (glicemia T45>T0). Houve diferenca estatistica entre a glicemia dos dois
grupos durante o CGIT (p<0,01), ndo sendo significativas as diferencas entre momentos de
coleta. Houve diferenca estatistica na concentracdo de insulina dos dois grupos (p<0,01),
sendo que a concentracdo de insulina do Grupo 2 em T45 foi significativamente superior a do
Grupo 1. Nao foi observada diferenca estatistica na glicemia de jejum dos dois grupos
(p=0,07) assim como na concentracdo de insulina plasmaética de jejum (p=0,18). Quanto aos
valores preditivos de sensibilidade a insulina, ndo houve diferenca estatistica entre os valores
obtido pelo célculo de RISQI (p=0,18), mas o Grupo 2 teve resultados de MIRG
significativamente superiores ao Grupo 1 (p=0,02). Ndo houve diferenca estatistica nas
concentragfes de TNF-a plasméticos (p=0,49). Os valores obtidos de TBARS/MDA nao
tiveram diferenca estatistica entre grupos (p=0,07), mas estiveram acima do descrito
anteriormente para cavalos em repouso. Foi observado impacto do escore acima do ideal para
a espécie na secrecdo B-pancreatica mantendo niveis adequados de sensibilidade a insulina,
indicando um processo de compensacdo do mecanismo insulino-dependente de captagdo de
glicose.

Palavras chave: equino, sensibilidade a insulina, secre¢do B-pancreatica, adipocina, estresse oxidativo
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ABSTRACT

The improvement of insulin sensitivity tests for use in clinical practice has been a challenge.
Field tests available for the practitioner still need to be more aligned to the results of the “gold
standards”. Proxies are more reliable than the fasting concentration of insulin, and
demonstrate good predictive value of insulin sensitivity and -pancreatic secretion. Higher
concentrations of Oxygen reactive species ere found to be second messenger in the insulin
pathways. Two groups of mares with different body condition status were tested. In Group 1
(n = 6), mares that were considered moderate (BCS: 5,0 (0,0)) and in Group 2 (n = 6), mares
that were considered above the fit status (BCS: 6,25 (2,0)). Both groups were submitted to the
combined glucose-insulin test (CGIT).Proxies for insulin sensitivity (RISQI) and B-pancreatic
secretion (MIRG) were also calculated from basal blood samples, as well as the concentration
tumor necrosis factor-a (TNF-a) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS/MDA).
One animal of each group got positive results in the CGIT trial to Equine Metabolic
Syndrome (EMS) (glucose T45>TQ). There was a difference between the two groups on blood
glucose during CGIT (p<0.01) with no significant differences between moments. There was a
difference in the concentration of insulin in both groups (p<0.01), whereas the concentration
of Group 2 in T45 was significantly higher than Group 1. There was no difference in fasting
glucose levels of two groups (p=0.07) and fasting plasma insulin (p=0.18) between the two
groups. There was no significant difference between the values of insulin sensitivity (RISQI:
p=0.18), but Group 2 had a significantly higher B-pancreatic response compared to Group 1
(p=0.02). No significant differences in plasma TNF-o concentrations (p=0.49) were observed.
The values of TBARS/MDA also did not have significant differences between groups
(p=0.07), but values were higher than previously described for resting horses. Horses with
higher body condition score had higher B-pancreatic secretion indicating a compensation
process in the insulin-dependent glucose uptake mechanism.

Keywords: horse, insulin sensitivity, B-pancreatic secretion, adipokine, oxidative stress
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1. INTRODUCAO

As alteracfes metabdlicas resultantes do status obeso em diversos animais sdo bastante
conhecidas e estudadas. Essas alteracGes estdo relacionadas ao mecanismo hormonal de
captacdo da glicose como fonte energetica, ao status inflamatdrio e ao estresse oxidativo.
Estudos em diversas espécies vém sendo desenvolvidos ao longo dos anos a fim de elucidar
um potencial toxico relacionado ao aumento dos niveis circulantes de insulina, assim como o
aumento de tecido adiposo nos individuos e os efeitos deletérios sobre a salde. Entre essas
alteracOes estdo o aumento de marcadores do status inflamatdrio e oxidativo.

A semelhanca do que se encontra disponivel para humanos (GELONEZE;
TAMBASCIA, 2006), diversos testes de determinacdo da sensibilidade a insulina podem ser
usados por veterinarios de equinos. Os testes considerados “padrdo ouro” para a espécie Sa0 0
clamp euglicémico-hipersinsulinémico (HEC) e o teste intravenoso de glicose com coletas
frequentes (FSIGT). Devido ao processo laborioso, seus usos se restringem a procedimentos
laboratoriais e ndo utilizagdo a campo (DUNBAR et al., 2016).

Duas formas de avaliacdo a campo sdo o teste de glicose-insulina combinada (CGIT) e
proxies basais de sensibilidade a insulina e resposta p-pancreéatica (RISQI e MIRG). Sabe-se
qgue o CGIT necessita de ajustes para melhor e mais fidedignos resultados (DUNBAR et al.,
2016). O teste é tido como qualitativo, dando a predigdo de resisténcia a insulina quando a
glicemia do momento T45 ndo retorna a valores abaixo ou iguais ao basal (FRANK et al.,
2009). Por sua vez, os valores preditivos das proxies foram elaborados diretamente a partir de
dados do modelo minimo do “padrdo ouro” FSIGT e tém valor preditivo semelhante as
proxies utilizadas em medicina humana (TREIBER et al., 2005).

O estresse oxidativo é reflexo de um desequilibrio bioquimico nos mecanismos de
protecdo celular durante o processo de obtencdo de energia. O excesso de estimulo/substrato
acaba levando a reacdo para a direita, esgotando fontes antioxidantes, levando a lesdes de
membrana fosfolipidica e lise celular subsequente. Esses mecanismos encontram-se elevados
em casos de obesidade e disfuncéo insulinica (WANG et al., 2013).

Além disso, o aumento do estresse oxidativo esta relacionado ao aumento da
concetracdo circulante de TNF-a (WANG et al., 2013). Algumas citocinas inflamatorias estdo
diretamente ligadas a uma disparidade na sensibilidade a insulina (BRADLEY, 2008). Elas
estdo envolvidas no processo de modulacdo de energia disponivel em situacdes de doencas
infecciosas e/ou crdnicas e sdo encontradas em maiores concentracdes em casos de resisténcia
ainsulina (VICK et al., 2007).

O objetivo desse estudo foi comparar dois grupos de éguas Mangalarga Marchador
ndo-gestantes/ndo-lactantes, sendo um grupo de animais considerado com escore ideal e
outro, animais com escore acima do considerado ideal em um teste dindmico de tolerancia a
glicose e avaliar as proxies basais de sensibilidade a insulina, um marcador inflamatério e um
teste de avaliacdo de estresse oxidativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Avaliacédo do Metabolismo da Insulina

O bom funcionamento dos mecanismos relacionado a insulina sdo essenciais para a
manutencdo da homeostase. Em cavalos, o quadro de disfuncdo insulinica associado a
obesidade e laminite é a triade para o diagnéstico de Sindrome Metabolica Equina. Animais
que apresentam a sindrome tém diminuicdo da sensibilidade a insulina quando submetidos a
teste oral ou intravenoso de sensibilidade & insulina como o Teste Intravenoso com Coletas
Seriadas de Tolerancia a Glicose (sigla em inglés — FSIGT) (HOFFMAN et al., 2003)

A disfuncdo insulinica caracterizada por resisténcia ao horménio € quando ha uma
resposta biolégica abaixo do normal dos tecidos a concentracfes de insulina (KAHN, 1978),
guando um nivel normal ou elevado de insulina produz uma resposta bioldgica atenuada
(WILCOX, 2005). Algumas metodologias podem ser utilizadas para predicéo da sensibilidade
a insulina.

2.2. Testes da funcdo insulinica

Alguns testes dinamicos orais ou intravenosos tem processo menos elaborado e podem
ser utilizados a campo, assim como proxies calculadas a partir de dados de glicemia e
insulinemia de jejum. Entre os testes orais esta o teste oral de acucar (oral sugar test — OST),
mas foi demonstrada baixa sensibilidade quando comparado ao “padrdo ouro” FSIGT
(DUNBAR et al.,2016).

2.2.1. Teste intravenoso de tolerancia a glicose com coletas frequentes (FSIGT)

A sensibilidade a insulina pode ser avaliada por diversos testes, mas o modelo que
mais se assemelha a homeostase é o teste intravenoso de tolerdncia a glicose com coletas
frequentes (FSIGT) (HOFFMAN et al., 2003).

O teste para utilizacdo em cavalos foi adaptado do modelo humano (PACINI et al.,
1998) onde os dados obtidos durante o teste sdo utilizados para calculos usando a anélise de
modelo minimo (BOSTON et al.,, 2003). Das amostras coletadas durante o teste, séo
analisadas glicemia e insulinemia de todas as amostras.

Para a execucdo do teste, 0s animais devem se encontrar em jejum parcial, onde é
suprimido o oferecimento de racdo na noite anterior ao teste, sendo oferecido volumoso de
baixo indice glicémico e 4gua ad libitum até o fim do ensaio.

Na noite anterior ou pela manha, antes da realizagdo do teste, a veia jugular deve ser
cateterizada apds devida antissepsia. O cateter deve ser fixado a pele do animal e acoplado a
um extensor de cateter, também a ser fixado, para facilitar a manipulacdo da via. Apo6s o
acesso venoso, uma amostra basal deve ser colhida. Em seguida, administra-se um boélus de
glicose de 200 mg/kg. A partir dai, sdo realizadas coletas de sangue subsequentes nos minutos
1,2,3,4,5,6,7,8,10,12, 14, 16 e 19 ap0s a injecdo de glicose. Aos vinte minutos uma dose
de 20 mUI/kg de insulina deve ser administrada. Outras coletas sucessivas sdo efetuadas nos
minutos 22, 23, 24, 25, 27, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 150, 180 apds a injecdo de
glicose (TREIBER et al., 2007). Amostras de sangue para analise de glicose e insulina sdo
coletados em todos os tempos através da via, apds a remogdo de pelo menos 5 mL de sangue
dos residuos represado entre coletas no extensor e cateter. Entre as coletas, é utilizada uma
solugéo heparinizada para evitar a coagulagdo do acesso.
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Dados de insulina e glicose obtidos durante o teste sdo analisados pelo modelo
matematico denominado Modelo Minimo, disponivel no software (MinMod Millenium)
(BOSTON et al., 2003). Os dados obtidos do modelo minimo expressam a resposta das
células B-pancreéticas secretoras de insulina em resposta a glicemia através da resposta aguda
da insulina a glicose (AIRg), a capacidade da glicose promover sua auto captacdo (Sg), a
capacidade da insulina promover a captacdo da glicose plasmética (SI), a eficiéncia da
resposta das células B-pancreaticas relativa ao grau de sensibilidade a insulina do tecido dado
pelo produto entre AIRg e SI (D).

2.2.2. Teste combinado de glicose e insulina (CGIT)

Esse é um teste que pode ser realizado quando ha suspeita de Sindrome Metabolica
Equina. O oferecimento de racdo dos animais deve ser suprimido na noite anterior ao teste,
sendo oferecido volumoso de baixo indice glicémico e &gua ad libitum até o fim do ensaio.
Apds antissepsia, canula-se a veia jugular com uso de cateter acoplado a um extensor fixado a
pele para melhor manipulagio da via venosa. E coletada uma amostra basal e logo em
seguida, administrado um bdlus de solucdo de glicose a 50% IV na dose de 150 mg/kg e 0,1
U/kg de insulina regular. S&o realizadas coletas em 1, 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120,
135, e 150 minutos apds a administracdo de glicose e insulina, sendo avaliadas glicemia em
todos os pontos e insulinemia da amostra basal e ao 45° minuto. Amostras de sangue para
analise de glicose e/ou insulina sdo coletados em todos os pontos do tempo atraves da via,
apos a remocdo de pelo menos 5 mL de residuos estagnados no extensor entre 0s momentos
de coleta. Entre as coletas, é utilizada uma solucdo heparinizada para evitar a coagulacdo do
acesso. Animais com sensibilidade a insulina em niveis normais tem concentracGes de glicose
iguais ou menores que a basal ao 45° minuto de teste (FRANK, 2009).

2.2.3. Proxies basais de sensibilidade a insulina (RISQI e MIRG)

Outra maneira de prever a sensibilidade a insulina é através do célculo de valores
preditivos (proxies) basais de sensibilidade a insulina e responsividade B-pancreatica
(TREIBER et al., 2005; TURNER et al.,, 2011). Em humanos, a utilizacdo de valores
preditivos (proxies) basais de sensibilidade a insulina é feita em saude publica para
monitoracdo da Sindrome Metabdlica. Da mesma forma, pode-se usar os valores preditivos
(proxies) basais de sensibilidade a insulina e secregdo [-pancreatica especifica para equinos
como método de avaliacdo de rebanhos (TREIBER et al., 2005) ja que a utilizacdo de testes
dindmicos muitas vezes € inviavel (PRATT-PHILLIPS et al., 2010). Através de calculos de
dados obtidos do modelo minimo, chegou-se a calculos semelhantes que possam ser
utilizados em cavalos usando uma Unica coleta de sangue em jejum parcial dos animais.
Proxies derivadas tém correlagdo com os dados obtidos através do FSIGT (TREIBER et al.,
2005).

Para determinacédo da sensibilidade a insulina, os dados de insulina plasmatica foram
utilizados na equacdo que determina o reciproco quadrado inverso da insulina basal (do
inglés: RISQI), onde:

RISQI = 1 = insulina basal*®
vinsulina basal

Para determinacdo da responsividade secretoria de insulina das células g pancreéticas a
glicose, os dados de glicemia e insulinemia foram utilizados na equacdo que determina a
razdo modificada insulina-glicose (do inglés: MIRG), onde:
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MIRG = [800 - 0.30 x (insulina basal -50)?]
(glicose basal - 30)

Os resultados obtidos sdo agrupados em quintis, mostrados no Quadro 3. RISQI tem
comportamento crescente de sensibilidade a insulina, ou seja, animais resistentes a insulina se
encontram nos primeiros quintis, enquanto animais sensiveis se encontram nos ultimos. Por
sua vez, MIRG tem comportamento decrescente, sendo que animais nos ultimos quintis
precisam de maior secrecdo de insulina para manter a homeostase da glicose enquanto
animais nos primeiros quintis precisam secretar menos insulina para manter a resposta
bioldgica (MELLO, 2012). Deve ser avaliada a possibilidade de faléncia pancreatica em casos
onde a secrecdo B-pancredtica é muito baixa, associada a resisténcia a insulina.

Quadro 4 - Valores referenciais dos quintis de RISQI e MIRG (adaptado de Treiber et al., 2005)

1 2 3 4 5
RISQI 0,152 a 0,296 a 0,336 a 0,394 a 0,471a
(mU/L)©s 0,295 00,335 0,393 0,470 0,953
MIRG 1,20 a 2,13 a 3,49 a 455a 527a
Uins*/(10.L..Mgiic) 2,12 3,48 4,54 5,27 10,67

2.3. Insulina e Oxido Nitrico (NO)

Um dos efeitos conhecidos da insulina é sua acdo vasodilatadora (BARON, 1994). A
administragdo de insulina em infusdo local e sistémica causa recrutamento capilar em
humanos e ratos, que ocorre antes de uma alteracdo do fluxo sanguineo sistémico e antes da
sinalizacdo para captacdo de glicose pela musculatura esquelética. O mecanismo de
recrutamento de vasos capilares relaciona-se as células endoteliais do leito vascular
(RATTIGAN et al.,, 2007). O processo de vasodilatagdo insulino-mediado ocorre em
concentracdes mais baixas do horménio do que as necessarias para promoc¢ao de captacdo de
glicose pela musculatura (ZHANG et al., 2004).

Baixas concentracfes de insulina tém acdo vasodilatadora em leito vascular (BARON,
1994; ZHANG et al., 2004; RATTIGAN et al., 2007). Em cultivo celular, pode-se observar a
presenca de receptores de insulina nas células endoteliais que, através do mecanismo da
inositol trifosfato-quinase (IP3-quinase) ativam a NO-S (RATTIGAN et al., 2007)
aumentando a producdo de NO na presenca do hormonio (De LAAT et al., 2010a).

Sabe-se que a habilidade da insulina em promover vasodilatacdo se encontra
deficitaria em humanos em diversos estados de resisténcia a insulina (BARON, 1994).
Pesquisas utilizando equinos demonstram que a laminite pode ser induzida por um periodo de
hiperinsulinemia em animais com sensibilidade a insulina considerada normal (ASPLIN et al.,
2007, De LAAT, 2010a, De LAAT et al., 2010b).

A acéo da insulina como vasodilatadora esta relacionada a enzima oxido nitrio sintase
(NO-S). Além da NO-S originaria do endotélio dos microvasos (eNO-S), ha a classe das NO-
S induzidas (iNO-S). Elas séo produzidas em situages fisiologicas por diversos tecidos como
musculo esquelético, figado e tecido adiposo e no quadro de resisténcia a insulina e seu estado
pro-inflamatorio, por macrofagos ativados (KANEKI et al, 2007).
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O &xido nitrico € sintetizado de forma enddgena a partir do substrato L-arginina com a
acdo de diversas isoformas de oxido nitrico-sintase (CONNERS et al., 2006, BRUNINI et al.,
2006). A reacdo da origem a L-citrulina e 6xido nitrico (NO) (BIANCHI, 2007).

Ele € um gés hidrofébico que pode se difundir através das membranas das células
endoteliais. E responsavel pela regulacdo do ténus vascular, inibe a agregacio plaquetaria, a
adesdo de leucdcitos, producdo de endotelinas, age como neurotransmissor, em mecanismos
de defesa, relaxamento do musculo liso e regulacdo da pressao arterial (BIANCHI, 2007).

O NO ¢é considerado o principal fator de relaxamento endotélio-dependente, um
vasodilatador e hormonio anti-inflamatorio extremamente importante para a manutencédo da
homeostase vascular (SZABO, 2009) e esse mecanismo de vasodilatcdo se encontra
diminuido em quadros de resisténcia a insulina (BARON, 1994).

2.4. Tecido Adiposo e Inflamacéo

O tecido adiposo é importante no estabelecimento de um ponto ideal do metabolismo
energético do organismo. Ele desempenha esse papel a partir da secrecdo de diversas
adipocinas que influenciam na saciedaded e metabolismo bioquimico celular (RADIN;
SHARKEY; HOLYCROSS, 2009). Um dos papéis importantes do tecido adiposo é no
estabelecimento do status inflamatdrio crénico observado na obesidade.

A infiltracdo de macro6fagos no tecido adiposo branco é importante para determinacao
condicdo inflamatétia cronica observada na obesidade (CANCELLO; CLEMENT, 2006). A
pressdo de oxigénio tecidual é um fator que determina a classe de macrofagos, sendo que o
quadro de hipoxia, prevalente no tecido adiposo branco na obesidade, gera macrofagos da
classe M1, que classicamente estdo envolvidos na producéo de citocinas como o fator de
necrose tumoral-o (TNF-a) e Interleucina-6 (IL-6) (FUJISAKA et al., 2013).

2.5. Espécies Reativas

Tanto as espécies reativas de oxigénio quanto as espécies reativas de nitrogénio sdo
produzidos constantemente em sistemas bioldgicos, em condicGes de homeostase (BURNS et
al., 2011). O equilibrio é mantido através do contrabalanco dos processos oxidativos por
agentes antioxidantes endogenos e exogenos (KIRSCHVINK; MOFFARTS; LEKEUX,
2008). Todos os sistemas bioldgicos que trabalham em condicdes aerdbicas estdo expostos a
oxidantes gerados intencionalmente ou como subprodutos. As espécies reativas de oxigénio e
as espécies reativas de nitrogénio reagem indiscriminadamente com diversos tipos de
substancias (BASHAN et al., 2009).

Entre suas diversas funcdes dentro do sistema em homeostase estdo a regulacdo do
ténus vascular, regulacdo da adesdo celular, amplificacdo do sistema imune, apoptose e como
sinalizacdo de mediadores em cascatas biolégicas (BASHAN et al., 2009). Elas sédo
importantes como segundo-mensageiro em cascatas como a da insulina (BURNS et al., 2011).

Elas sdo geradas de forma ndo controlada em processos inflamatorios ou por alguma
disfuncdo bioldgica ou também ser provenientes dos alimentos (BARREIROS; DAVID,;
DAVID, 2006). Quando se perde o equilibrio, ou seja, o0 organismo sai da homeostase, elas
estdo incriminadas na fisiopatologia de doencas ligadas ao envelhecimento, malignidade
celular, aterosclerose, doencas neurodegenerativas, artrite reumatoide, injuria de isquemia-
reperfusdo, apnéia do sono, obesidade e diabetes na medicina humana (BASHAN et al.,
2009). O dano a proteinas pelas espécies reativas pode alterar o funcionamento de enzimas,
receptores e mecanismos de transducdo (CONNERS et al., 2006)

Dependendo das suas caracteristicas quimicas, algumas sdo altamente reativas com
lipidios, proteinas e DNA, outros apenas com os lipidios. Ha também a formacao de espécies
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danosas a partir de uma pouco reativa (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006, CONNERS et
al, 2006).

2.5.1. Espécies reativas de Oxigénio (ERO)

Na mitocondria, o poder redutor de substratos energéticos é convertido em adenosina
trifosfato (ATP) através da cadeia respiratdria e da enzima ATP-sintetase. A energia gerada
pelo processo de oxirreducdo utiliza duas coenzimas (nicotinamida-adenina-dinucleotideo —
NADH - e flavina-adenina-dinucleotideo — FADH>), que transportam e doam seus elétrons
para a cadeia transportadora de elétrons. Durante o transporte de elétrons das coenzimas para
0 oxigénio, gradiente eletroquimico é gerado pelas bombas de proton. A sintese de ATP se da
através do consumo desse gradiente de protons. A cadeia respiratoria é formada por quatro
complexos: | — NADH ubiquinona-oxidoreductase; Il — succinato biquinona-oxidorredutase;
11 — ubiquinol-citocromo-c oxidorredutase e IV — citocromo-c oxidase (VOTION et al.,
2008).

O excesso de geracdo de oxidantes ou insuficiéncia de antioxidantes end6genos e/ou
exogenos leva ao estresse oxidativo (KIRSCHVINK; MOFFARTS; LEKEUX, 2008). As
espécies reativas de oxigénio tém a habilidade de oxidar e danificar diretamente DNA,
proteinas e lipideos. Além do dano direto a macromoléculas, elas funcionam como moléculas
de sinalizagdo, ativando diversos mecanismos celulares sensiveis ao estresse, que levam a
danos celulares (EVANS et al., 2003). Essas espécies reativas de oxigénio sdo subdivididas
em radicalares (hidroxila — HO", superoxido — O2¢—, peroxila — ROO- — e alcoxila — RO¢) e
ndo-radicalares (oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso) (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Por se tratarem de compostos extremamente instaveis, um meétodo de mensuracdo é
através do produto de peroxidacéo lipidica malondialdeido. Um dos métodos de mensuracao
do malondialdeido é através do ensaio de derivacdo com acido tiobarbiturico (TBARS).
Apesar de criticado por baixa especificidade e formacdo de artefatos, o método continua
sendo considerado um dos mais Uteis e comumente utilizados por se tratar de um método
simples (LYKKESFELD; SVENDSEN, 2007).

Em animais com Sindrome de Cushing, doenca que cursa com hiperadrenocorticismo
e resisténcia a insulina, foram encontrados dados de aumento do estresse oxidativo, que pode
estar envolvido no quadro de laminite frequente nos casos da doenca (KEEN et al., 2008). Em
animais com histérico de SME, foi encontrado indicios de aumento do estresse oxidativo
através da analise de subprodutos relacionados a glicose, semelhantes ao encontrado na
Sindrome Metabolica humana e DM-II (VALLE et al, 2013). Em animais obesos, foi
observado um aumento do mecanismo de protecdo enddgeno ao estresse oxidativo em nivel
muscular (BANSE et al., 2015).

2.5.2. Espécies reativas de Nitrogénio (ERN)

Durante os processos inflamatorios, células do sistema imune produzem NO e o anion
superdxido (BIANCHI, 2007). As espécies reativas de nitrogénio sdo por saber o peroxinitrito
(OONOQO), ion nitrosonium (NO¥), anion nitroxil (NO) e o dinitrogénio triéxido (N203)
(KANEKI et al, 2007), o 6xido nitrico (NO"), acido nitroso (HNO.), nitritos (NO2") e nitratos
(NO3") (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Dentre eles, o maior incriminado pelo dano nitrosativo € o peroxinitrito. O composto
gera a leséo tecidual observada durante o estresse nitrosativo, que tem um potencial oxidante
alto e longa meia-vida. Sua geracdo se da a partir da reacdo da espécie reativa de oxigénio
superdxido e NO, sintetizado a partir da arginina (CONNERS et al., 2006).
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Alguns subprodutos de reacdo nitrosativa (NOx) podem ser utilizados como
marcadores do processo, como a nitrotirosina (CONNERS et al., 2006) e nitritos (NO2) e
nitratos (NO3") (BIANCHI, 2007).

Em pacientes humanos com Diabetes Mellitus tipos Il e em obesos, observa-se o
aumento de NOx na circulacdo quando comparados a individuos saudaveis. A diminuicdo do
peso em pacientes humanos obesos, fator que sabidamente aumenta a sensibilidade a insulina
nesses individuos, faz com que os niveis de NOx diminuam (KANEKI et al.,2007).

2.6. Disfuncdo Endotelial

A resisténcia a insulina é componente da Sindrome Metabdlica humana, que esta
associada a hipertensdo e risco de doencas cardiovasculares. Esse quadro também € uma
alteracdo importante observada antes da Diabetes Mellitus tipo-l1l1 se tornar evidente
(CERIELLO; MOTZ, 2004, KANEKI et al., 2007, ZENG; QUON, 1996). As principais
alteracbes causadas pelo estresse oxidativo e/ou nitrosativo na rede vascular estdo
sumarizadas no Quadro 4.

De Laat et al. (2010a) considerou que a oscilacdo na taxa de glicemia dos animais que
sofrem o processo de laminite deve ser um fator a ser considerado. Esse fator poderia induzir
um processo de estresse oxidativo, semelhante ao observado em humanos com quadro de
disfuncgdo endotelial diabética.

2.7. Laminite

A laminite é uma doenca dos animais ungulados que acomete principalmente equinos
e bovinos. Ela se caracteriza por um processo inflamatorio e degenerativo das laminas
dérmicas do casco (GONCALVES, 2009). E um quadro debilitante que causa grandes perdas
econOmicas relacionadas.

Ela é definida como a falha da ligacdo entre estojo corneo e as estruturas da regido da
falange distal (POLLITT, 2007, De LAAT et al., 2010a). Com o desenvolvimento da
laminite, o animal apresenta claudicacdo. A gravidade da claudicacdo foi graduada pela
primeira vez por Obel, em 1948, de acordo com a claudicagdo associada. O grau 1 se
caracteriza por mudanca de peso de um pé para o outro, mas de forma relativamente livre. No
grau 2, a claudicacdo € mais evidente, especialmente em curvas, e a marcha é de forma
arqueada e descompassada. Um pé pode ser levantado sem causar desconforto extremo em
seu contralateral. No grau 3, o cavalo esta relutante em se mover e resiste a qualquer tentativa
de levantar o pé, devido a dor causada em seu contralateral. O grau 4 é o mais severo, e 0
animal permanece imoével ou em declbito. Existe uma correlacdo entre os graus de Obel de
claudicacdo e a severidade do acometimento do tecido lamelar na laminite (POLLITT, 2008).

A fisiopatologia do desencadeamento do processo continua obscura, mas ha indicios
gue chegue ao local via circulagcdo (POLLITT, 2007). No norte do continente americano, o
quadro é comumente associado com ingestdo de pastagens ricas em amido, frutanos e agucar,
(De LATT et al., 2010b). Esse tipo de alimentacdo, associado & obesidade é fator
preponderante para o desenvolvimento da Sindrome Metabolica Equina. Além disso, a
laminite pode ser induzida por um periodo de hiperinsulinemia em animais com sensibilidade
a insulina considerada normal (ASPLIN et al., 2007; De LAAT, 2010a; De LAAT et al.,
2010b). No Brasil, Paz et al. (2013) e Magalh&es et al. (2014) apontam para uma correlagao
entre obesidade e alteraces morfométricas entre o casco e a terceira falange, sugestivos de
maior propensdo a laminite. Nesse aspecto, o quadro se assemelha a disfuncdo endotelial
observada em pacientes humanos que sofrem de Sindrome Metabolica ou Diabetes Mellitus
tipo Il.
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Quadro 5: AlteracOes fisiopatoldgicas relacionadas com o peroxinitrito no distdrbio vascular

(adaptado de Szab6, 2009)

Acéo do peroxinitrito

Mecanismo envolvido

Inibicho enzimatica: morte celular ou

disfuncéo endotelial

Oxidacéo, nitracdo

Inibicdo das bombas da membrana: morte
celular

Oxidacéo, nitracao

Inibicdo da NO-sintetase endotelial: perda do
relaxamento endotélio-dependente

Oxidacéo, nitracao

Inibicdo de  enzimas  antioxidantes:
fragilizacdo da célula ao dano oxidativo e
morte celular

Oxidacéo, nitracao

Disturbios nos mecanismos de transducéo de
sinalizacdo: desregulacdo de mecanismos
celulares

Oxidacéo, nitracdo de receptores e
mecanismos de transducéo intracelulares

Lesdo do DNA

Oxidacéo, nitracdo, desaminacao,

Deplecéo das enzimas antioxidantes

Glutationa, oxidagdo da cisteina

Inibicdto de  enzimas  NAD'/NADH
dependentes como a NO-sintetase endotelial

Oxidacdo de NAD™, deplecdo de NAD" e
NADH

Peroxidacdo de lipideos levando a dano
celular

Peroxidacéo

Reacbes da cadeia oxidativa aumentando e
levando a dano celular

Lipoperoxidagdo, a-oxoaldeidos reativos

Disfung&o mitocondrial

Inibigdo de citocromos

Up-regulation de receptores de adesdo
levando a ativacdo de leucdcitos

Ativacdo de NF-kB

Ativacdo da proteina C quinase levando a
dano vascular entre outros

Multiplo

Ativacédo de fragmentacdo do DNA

Ativacéo da caspase

Desregulacdo do calcio levando a morte
celular

Disfuncdo das bombas de Ca*™* e
metabolismo energético celular

Necrose celular

Lesdo mitocondrial, colapso energético,
oxidacdo, nitracdo, deplecdo de antioxidantes,
desregulagdo do Ca*™

Apoptose

Lesdo mitocondrial, lesdo do DNA, ativagéo
da caspase, distarbios da sinalizagdo celular,
desregulacdo do Ca*™
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Existem indicios do aumento do estresse oxidativo durante a laminite (JOHNSON;
MESSER; GANJAM, 2004; MALLEM et al., 2010; BURNS et al., 2011), fato que ¢
corroborado pelo aumento encontrado de produtos finais de glicacdo (De LATT et al., 2012).
A exposigdo constante das células endoteliais a niveis relativamente altos de glicose, junto
com a utilizacdo de racdes de alto indice glicémico e depuracdo ineficaz da glicose pela
insulina, leva a um aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Essas ERO
podem exceder a capacidade antioxidante celular, levando a um quadro de endoteliopatia
(JOHNSON et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Critérios de Amostragem

O contato com os haras de criacdo da raca Mangalarga Marchador foi realizado através
dos respectivos veterindrios responsaveis. Durante a fase de triagem, os animais foram
categorizados segundo escore corporal (HENNEKE et al., 1983) para montagem dos grupos
testados. Desta forma, foram selecionadas 12 éguas ndo-gestantes/ndo-lactantes, com mediana
de idade de 11 (21) anos, usadas para fim de reproducdo (matrizes ou doadoras). Os animais
foram distribuidos em grupos de acordo com seu escore corporal (HENNEKE et al., 1983),
sendo o Grupo 1 composto por 6 éguas com escore corporal igual a 5 e 0 Grupo 2 por 6 éguas
com escore corporal acima de 6.

Os animais no estudo encontravam-se clinicamente sadios. O exame clinico
constituiu-se de resenha, onde os animais foram identificados por nome e em seguida
numerados. Os animais, em sua totalidade, eram fémeas vazias. Foi feita breve anamnese,
onde a pessoa mais proxima a rotina do cavalo respondeu questdes sobre historia médica
recente e pregressa e fatores sobre o ambiente e manejo do animal avaliado e da propriedade.
Foi realizado exame fisico levando em conta estado geral do animal e parametros vitais. Foi
realizado exame de inspecdo e palpagdo para deteccdo de claudicacdo (FEITOSA, 2008).
Animais que apresentassem febre, feridas abertas, dificuldade respiratdria, claudicacdo ou
lesdo aparente de qualquer origem ao exame fisico ou prenhes foram excluidos da selegéo.

Foi realizado hemograma completo em contador automatico de células® e
determinacdo de fibrinogenemia pela diferenca dos valores obtidos por refratometria da
proteina total em soro fluoretado e ap6s processo de desnaturacdo a 56°C por 3 minutos
(ECKERSALL, 2008) na triagem, para excluir animais que apresentassem alteragdes
hematologicas.

3.2. Amostras

Amostras de sangue foram obtidas através da puncdo da veia jugular com cateter 14G
e extensor para melhor manipulacdo da via. As amostras de sangue basal (TO) forma obtidas
para determinacdo de proxies basais de sensibilidade a insulina, para utilizagcdo no ensaio de
TBARS e mensuracdo de TNF-o, assim como para a execugdo do teste glicose-insulina
combinado (CGIT). Outras amostras foram coletadas no decorrer do teste de acordo com
minutos pos infusdo (a saber: T1, T5, T15, T25, T35, T45, T60, T75, T90, T105, T120, T135
e T150, onde cada numero equivale ao tempo, em minutos, decorrido do teste).

As amostras de sangue foram prontamente acondicionadas em tubos contendo
heparina sodica para avaliacdo da insulinemia, TNFa e ensaio de TBARS, e em tubos
contendo EDTA fluoretado para posterior analise de glicemia. As amostras foram
imediatamente acondicionadas em recipiente tipo cooler contendo agua com gelo e
prontamente centrifugadas a 2000g. Aligquotas do plasma foram acondicionadas em
microtubos de 1,5ml e armazenadas em freezer -20° C para posterior determinacdo de
glicemia, insulinemia e TNF-a. As amostras destinadas ao ensaio de TBARS foram
acondicionadas em frascos do tipo criotubo e mantidas em gelo seco até o armazenamento em
freezer -80°C.

3.3. Teste Combinado de Glicose e Insulina (CGIT)

SpocH-100iV Diff® (Sysmex Brasil Industria e Comércio LTDA®)
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O oferecimento de ragdo dos animais foi suprimido na noite anterior ao teste, sendo
oferecido feno de capim Coast Cross e agua ad libitum até o fim do ensaio. Apds antissepsia,
a veia jugular foi canulada usando cateter 14G no qual foi acoplado um extensor para melhor
manipulacdo da via. Tanto o cateter quanto o extensor foram suturados com pontos simples,
usando-se fio de nylon 0 junto a pele do animal para sua fixacao.

Foi coletada uma amostra basal (TO) e logo em seguida, administrado um boélus de
solucgéo de glicose a 50% IV na dose de 150 mg/kg e 0,1 U/kg de insulina regular. As coletas
foram realizadas em T1, T5, T15, T25, T35, T45, T60, T75, T90, T105, T120, T135, e T150,
equivalente aos minutos decorridos apds a administracdo do bélus de glicose e insulina. Foi
avaliada glicemia em todos os pontos, usando-se glicosimetro portatil, e insulinemia da
amostra basal, ao 45° minuto e 75° minuto. Foram coletadas amostras de sangue para analise
de glicose e/ou insulina em todos os pontos do tempo através da via, apos a remocao de pelo
menos 5 mL de residuos de sangue existente no extensor. Entre as coletas, foi utilizada uma
solucdo heparinizada para evitar a obliteracdo do acesso devido a coagulacdo (FRANK,
2009).

As concentragdes de glicose foram determinadas usando glicosimetro manual® e fitas
reagentes, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

As concentracfes de insulina foram determinadas em duplicata por meio de
radioimunoensaio sanduiche de fase solida’ (OBA, 2014 — comunicagdo pessoal, dados ndo
publicados). As analises foram realizadas no laboratério de Biofisica do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ. Foi medida a insulina in natura das amostras. Para a
execucdo do teste, os padrdes, controles e amostras foram incubados em tubos revestidos com
um primeiro anticorpo monoclonal na presenca de um reagente contendo o segundo anticorpo
monoclonal radio marcado com 1*?°. Depois de incubado, os tubos foram lavados com a
solucdo de enxague para retirar anticorpos radio marcados que ndo se ligaram a insulina. A
determinacdo da radioatividade da ligacdo foi feita em aparelno gammacounter. As
concentracdes das amostras foram obtidas através de interpolacdo com a curva padrdo usando
programa de dados Graphpad Prism 5.0, sendo os dados obtidos diretamente proporcionais a
radioatividade medida.

3.4. Proxies Basais de Sensibilidade a Insulina

Os resultados de glicemia e insulinemia das amostras basais foram utilizados para o
calculo das proxies (TREIBER et al., 2005).

Os dados de insulina plasmatica foram utilizados na equacdo que determina o
reciproco quadrado inverso da insulina basal (sigla em inglés: RISQI), onde:

RISQI = insulina basal %

Para determinacdo das proxies basais de responsividade secretéria de insulina das
células PB-pancreéticas a glicose, os dados de glicemia e insulinemia foram utilizados na
equacdo que determina a razdo modificada insulina-glicose (sigla em inglés: MIRG), onde:

MIRG = [800 - 0.30 x (insulina basal -50)?]
(glicose basal - 30)

¢ Accucheck®, ROCHE®
"Insulin(e) IRMA Kit® (Beckman Coulter®)
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3.5. Subprodutos de Reacéo ao Acido Tiobarbitirico/Malondialdeido (TBARS/MDA)

Aliquotas de plasma heparinizado da amostra basal foram utilizadas para elaboragéo
do ensaio de TBARS/MDA. Foram medidos os produtos resultantes da reacdo com o acido
tiobarbitdrico (TBARS) conforme descrito por Wills (1966). Amostras de 250uL soro foram
tratadas com acido tricloroacético 5%, acido tiobarbiturico 0,37% e &cido cloridrico 0,25 N
por 30 minutos a 90°C. Apds a centrifugagdo, a absorbancia do sobrenadante foi determinada
em 530nm. Como padr4o, foi empregada a solucéo de malondialdeido - MDAS,

3.6. Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)

A concentracdo serica de TNF-o foi determinada utilizando ensaio imunoenzimatico
(ELISA) sanduiche® (VICK et al., 2007). A placa de microtitulagido fornecida pelo kit
comercial é revestida por anticorpos especificos para TNF-o. Nela foram adicionados padrdes
e amostras em seus pocos. Junto com anticorpo conjugado com biotina especifico para TNF-
a. Avidina conjugada com peroxidase de rabano (HRP) foi adicionada a cada pogo e a reacao
foi incubada. Em seguida, a solugdo de TMB foi adicionada aos pogos contendo TNF-a para
que ocorresse a revelacdo. A solucdo de acido sulfarico foi adicionada para parar a reacdo. A
alteracéo de cor foi medida espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 450 nm
+ 10 nm. As concentracdes de TNF-a foram determinadas por comparagdo da absorvancia das
amostras com a da curva padréo.

3.7. Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi testada utilizando-se o teste de Shapiro Wilk. Dados com
distribuicdo gaussiana foram testados por testes paramétricos. Dados com distribuicdo néo-
normal foram submetidos a transformacéo através da funcdo y= log(y). Se ap0s o processo,
assumiram distribuicdo normal, foram testados com estatistica paramétrica. Se a condi¢édo de
normalidade ndo foi aceita, testes ndo-paramétricos foram executados.

Os dados obtidos do teste de toleréncia a glicose CGIT foram descritos de forma
qualitativa. A glicemia e concentracdo de insulina de cada grupo foram comparadas usando
ANOVA 2-way e pbs-teste de Bonferroni.

Foi utilizado o teste t como teste paramétricos e o teste de Mann Whitney como teste
ndo-paramétrico. Todos os testes utilizados levavam em conta variaveis independentes. Os
dados ordinais foram expressos em média e desvio padrdo. Foi respeitado o nivel de
significancia a 5% em todos os testes utilizados.

Para a execucdo dos procedimentos estatisticos, foram utilizados os programas de
dados Action Stat v. 3.1.43.702.667 e GrafPad Prism 5.0

8 E-Merck®
9 SEA133Eq®, Cloud-Clone Corp®
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4. RESULTADOS

Os grupos de animais com escore ideal (Grupo 1) foi comparado com o grupo de
animais que apresentavam escore acima do ideal (Grupo 2). A mediana e amplitude de escore
corporal (EC) do Grupo 1 foi 5,0 (0,0) e do Grupo 2 foi 6,25 (2,0) (Figura 5).

Escore Corporal
—3 Grupo 1

94 /3 Grupo 2

Pontuagao de Escore
B
1

Grupos

Figura 5: Medianas do escore corporal dos grupos avaliados no estudo. Coluna assinalada com (*) foi
significativamente superior

Analisando os resultados imediatos do teste CGIT, um dos seis animais do Grupo 1 e
um do Grupo 2 tiveram resultados positivos (glicemia aos 45 minutos — T45 — maior que a
glicemia basal — T0). A dindmica do teste é apresentada na Figura 7. Houve diferenca
estatistica na dindmica da glicemia dos dois grupos (p<0,01), ndo sendo observada diferencas
guando comparadas as concentracfes a cada momento. A diferenca entre 0s grupos também
foi observada na concentracdo de insulina plasmatica (p<0,01), sendo estatisticamente
superior ao resultado do Grupo 2 dois comparado ao Grupo 1 no momento T45 (Tabela 5).
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Figura 6: Médias e desvio padrdo dos valores de glicemia obtidos das dinamicas dos dois grupos
durante o teste de glicose-insulina combinada (CGIT). N&o houve diferenga entre grupos.
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Figura 7: Funcdo logaritmica das médias e desvio padrdo dos valores de concentragdo de insulina
plasmatica obtidos das dinamicas dos dois grupos durante o teste de glicose-insulina combinada
(CGIT). A concentracdo de insulina do Grupo 2 no momento T45 foi superior & observada no Grupos
1.
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Tabela 5: Médias e desvio padrdo dos valores de glicemia e da insulinemia obtidos durantes o teste de
glicose-insulina combinada. Ndo houve diferenca entre a média das glicemias entre os grupos. A
concentracdo de insulina do Grupo 2 no momento T45 foi superior a observada no Grupos 1.

Grupo 1 (Ideal) Grupo 2 (Acima do Ideal)

Glicemia Insulinemia Glicemia Insulinemia
(mg/dl) (mUI/L) (mgl/d1) (mUI/L)
TO 108,83 + 10,496 8,82 +5,99 90,50 + 19,705 18,48 + 10,82
T1 288,17 + 73,200 -- 319,83 + 98,889 --
T5 224,00 £ 12,116 -- 203,83 + 49,507 --
T15 160,83 + 15,753 -- 132,50 + 26,327 --
T25 128,80 + 22,084 -- 97,33 + 33,625 --
T35 107,83 + 18,851 -- 78,33 + 35,217 --
T45 91,50 + 23,839 22,84 + 151,18 69,50 + 34,593 377,3 + 365,93*
T60 83,00 + 27,488 -- 60,33 £ 21,520 --
T75 76,33 + 19,896 21,59 + 27,74 60,50 + 27,624 24,30 + 11,76
T90 80,33 + 13,808 -- 64,60 + 28,395 --
T105 84,33 + 10,558 -- 65,00 + 26,253 --
T120 89,00 + 11,063 -- 67,00 + 26,503 --
T135 95,17 + 7,223 -- 68,83 £ 19,894 --
T150 99,33 + 5,203 -- 72,17 + 27,140 --

~ Dados assinalados com (*) sdo significativamente superiores no teste de Bonferroni no nivel de 5% de significancia.

N&o houve diferenca estatistica entre os valores de glicemia de jejum (p=0,07), na

concentracdo.de insulina plasmatica de jejum (p=0,18) dos dois grupos em TO, assim como
nos valores calculados de sensibilidade a insulina através de proxy (RISQI: p=0,18). A
secrecdo B-pancreatica do Grupo 2 foi superior a do Grupo 1 (MIRG: p=0,02). Ndo houve
diferenca nas concentracbes de TNF-a (p=0,49) e¢ nos resultados de estresse oxidativo
(TBARS/MDA: p=0,07). N&o houve diferenca quando observada a glicemia do momento T45
entre os grupos (p=0,23), mas a concentracdo plasmatica de insulina em T45 do Grupo 2 foi
superior ao encontrado no Grupo 1 (p=0,03). N&o houve diferenca entre a glicemia (p=0,28) e
concentracdo de insulina plasmatica (p=0,43) dos dois grupos no momento T75. Os valores se
encontram descritos na Tabela 6.
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Tabela 6: Médias e desvios padrdo dos dados normais, medianas e amplitudes de dados ndo-normais
observadas no estudo. Houve influéncia do escore corporal (EC) na secregdo -pancreatica.

Grupo 1 Grupo 2 Valor de p
CE)'T 1/6 1/6
GLC 108,8 + 10,50 90,5+ 19,71 0,28
(mg/dl)
INS 8,82 +5,99 18,48 + 10,82 0,43
(mUI/L)
RISQI 0,18
Y /LQ) 0,338 (1,363) 0,238 (0,176)
MIRG 0,02
Une2/(10.L.mga) 3,68 = 2,07 8,37 + 4,25*
log ([FL';'I'):'“] 2,162 +0,2928 2,051 +0,1942 0,49
TBARS/MDA 1,32 +0,02 1,37 £ 0,01 0,07
(nmol/g Hb)
*Médias de desvio padrdo assinalados com (*) na coluna foram significativamente superiores no nivel de 5% de
significancia.

**CGIT: teste de glicose-insulina combinada (combined glucose-insulin test); RISQI: valor preditivo (proxy) de sensibilidade
a insulina (reciprocal of the square root of insulin); MIRG: valore preditivo (proxy) de secre¢do B-pancredtica (modified
insulin-to-glucose ratio); log[TNF-a]: funcdo logaritmica da concentracdo do fator de necrose tumoral o; TBARS/MDA:
subprodutos de reacdo ao acido tiobarbitdrico/malondialdeido (thiobarbituric acid reactive substances)
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5. DISCUSSAO

Casos de Diabetes Mellitus do tipo Il (DMII) em cavalos sdo bastante raros
(MUYLLE et al., 1986). Nos ultimos 25 anos, um numero muito restrito de trabalhos
descreve o quadro em cavalos, como a publicagdo de Durham et al., 2009 e de Johnson et al.,
2005. No presente estudo, ndo foi observada hiperglicemia em nenhum dos grupos quando
avaliada a glicemia de jejum (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Um método que € utilizado para predicdo de estado insulirresistente é tomar a
concentracdo de 20 pUI/ml como concentragdo limite de normalidade (DUNBAR et al.,
2016). Esse método € controverso como forma real de se avaliar resisténcia a insulina
(McCUE; GEOR; SCHULTZ, 2015), mas ¢ usado como valor de “corte”, ja que esses niveis
de concentracdo sdo encontrados em animais resistentes, mas ndo exclui que animais com
valores abaixo desse ndo o sejam. Os animais do estudo, em ambos 0s grupos, tiveram
resultados de insulinemia compativeis com valor referencial de concentracées menores a 20
pUl/ml.

Observando o tracado da dindmica referentes a insulina, fica claro que animas do
Grupo 2 apresentam um processo de depuracdo deficitario quando comparado com o Grupo 1,
mesmo que isso ndo seja expresso nos valores de glicemia. Taxas lentas de depuracdo da
insulina sdo frequentemente associadas a quadro de obesidade. No teste utilizado, as
concentracdes de insulina em T45 e T75 sdo utilizados no acompanhamento do paciente
durante o manejo e tratamento da Sindrome Metabdlica (FRANK, 2009). N&o héa descrita uma
referéncia acerca de um limite de normalidade ou comportamento esperado das concentragdes
de insulina nos momentos, j& que o teste ndo prevé um acompanhamento da secrecdo f-
pancreatica.

Niveis circulantes aumentados e menor receptagdo de insulina com sensibilidade a
insulina compensada e niveis glicémicos normais podem ser interpretados como o inicio do
quadro de disfuncdo insulinica (MELLO, 2012). Os resultados obtidos quando calculados os
valores preditivos de sensibilidade a insulina (RISQI) e secrecdo B-pancredtica (MIRG)
demonstram exatamente esse quadro nos animais participantes do teste, sendo RISQI
semelhantes estatisticamente, porém maiores numericamente no Grupo 1 quando comparado
com o Grupo 2, enquanto os valores de MIRG no Grupo 2 sdo estatisticamente superiores
quando comparados com o Grupo 1.

O estado pro-inflamatdrio encontrado na obesidade se da pela sintese pelos adipécitos
de diversos de diversas citocinas (adipocinas) que servirdo de mediadores para células
inflamatdrias. Entre as adipocinas geradas no quadro de obesidade estd o fator de necrose
tumoral-a (TNF- o) (FANTUZZI, 2005, TILG; MOSCHEN, 2008). Qutros processos
relacionados ao quadro pré-inflamatorio observado na obesidade sdo a inibicdo da sintese de
adiponectina, estresse em nivel do reticulo endoplasmaético e estresse oxidativo, pela sintese
de espécies reativas ao oxigénio e/ou diminuicdo das defesas antioxidantes (TILG;
MOSCHEN, 2008). Né&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos avaliados no
presente estudo. Vick et al. (2007) encontraram correlacdo incipiente, porém significativa de
acordo com escore corporal dos animais, mas correlagdo baixa e significativa entre a
concentracdo de insulina e sensibilidade a insulina dos animais em seu estudo, sem notas
sobre manifestacdo clinica de laminite. Vale ressaltar que os animais do estudo aqui
apresentado ndao manifestavam sinais clinicos de laminite. O processo inflamatério é um
retroalimentador da concentracdo de TNF-a, ja que a citocina € encontrada na membrana
celular de macrofagos ativados e linfocitos, sendo liberada na corrente sanguinea a partir da
acdo de metaloproteinases, que por sua vez sofrem influéncia do balanco oxidativo para
ativacdo (BRADLEY, 2008). A concentragcdo de metaloproteinases encontram-se aumentadas
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em quadros de laminite aguda e cronica (POLLITT, 2004), mas ndo esta aumentada durante a
fase prodrémica da laminite induzida por hiperinsulinemia (De LAAT et al., 2012). Outro
fator que pode ter influenciado é que os animais do grupo 2 se apresentavam com sobrepeso
(mediana: 6,25 (2,0)) e ndo obesos. A menor quantidade de gordura corporal esperada para a
condicdo corporal dos animais pode ter influenciado o resultado obtido, j& que o tecido
adiposo tem funcdo na regulacdo do mecanismo insulinodependente de regulacdo da
homeostase da glicose (WANG et al., 2013).

Em situacdes fisioldgicas, as espécies reativas de oxigénio (ERO’s) ndo afetam o
funcionamento do organismo (KIRSCHVINK; MOFFARTS; LEKEUX, 2008) tendo
importante papel como segundo-mensageiros na cascata de insulina (BURNS et al, 2011). Se
encontra aumento das concentracbes em casos de quadros inflamatérios (JOHNSON;
MESSER; GANJAM, 2004; KEEN et al., 2008; MALLEM et al., 2010; BURNS et al., 2011,
De LAAT et al., 2012; VALLE et al., 2013) e 0s mecanismos enddgenos de protecdo ao
processo oxidativo se encontram aumentados em animais obesos (BANSE et al., 2015). O
teste de TBARS ndo mensura a quantidade de enzimas relacionadas ao processo oxidativo ou
0s mecanismos de depuracdo das ERO’s, mas da o resultado relativo a producdo do
subproduto de reacdo oxidativa malondialdeido (MDA). Da mesma forma que os animais do
presente estudo ndo apresentaram diferenca estatistica nas concentra¢fes de TNF-a, ndo foi
observada diferenca estatistica nos resultados de TBARS/MDA. No entanto, os valores
encontrados no presente estudo em ambos 0S grupos Sdo maiores que 0s obtidos em animais
em repouso no estudo publicado por Lindner, 2000.
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6. CONCLUSAO

O escore corporal acima do ideal esta associado a diminuicdo da taxa de depuracao da
insulina durante o teste de glicose-insulina combinada (CGIT) e a maiores valores preditivos
de secrecdo B-pancreaticos (MIRG) quando comparados com os animais de escore ideal em

éguas da raca MM.
Né&o foram encontradas evidéncias da participagdo de inflamacédo ou estresse oxidativo

sistémicos no processo.
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INFLUENCIA DA CONI;)I(;AO CORPORAL SOBRE LIPIDOGRAMA E
SENSIBILIDADE A INSULINA EM EGUAS MANGALARGA
MARCHADOR
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RESUMO

O aumento das concentracdes de indicadores do metabolismo de gorduras é bastante comum
em casos diagnosticados de Sindrome Metabdlica Equina (SME), mas apesar disto ndo entra
no hall de fatores determinantes para diagnostico da SME. Para avaliar a influéncia do escore
corporal (EC) nas alteragdes secundarias associadas a SME, foram avaliados lipidograma,
glicemia, concentracdo de insulina, sensibilidade a insulina (RISQI) e secrecdo B-pancreatica
de trés grupos de de éguas Mangalarga Marchador ndo-getsantes/ndo-lactantes em trés
diferentes categorias de EC (ldeal, Sobrepeso e Obeso). Cada grupo contou com 6 animais.
Foram coletadas amostras de sangue em jejum de concentrado para a determinagdo de
concentracdo plasmatica de triglicerideos, colesterol total, glicose e insulina e a partir dos
valores de glicemia e insulinemia foram calculados valores preditivos de sensibilidade a
insulina (RISQI) e secrecdo B-pancreatica (MIRG). Houve diferenca estatistica entre os
grupos quando avaliado os niveis de triglicerideos (p<0,01), sendo que o Grupo Obeso
apesentou resultados significativamente superiores aos demais grupos. Foi observada
diferencga estatistica entre os grupos quando avaliado as concentracdes de colesterol total
(p=0,01), sendo que o Grupo Obeso apresentou resultados significativamente superiores ao
Grupo Ideal. Ndo foi observada diferenga estatistica entre os grupos nas concentracdes
plasmaticas de glicose (p=0,53) e insulina (p=0,10). N&o foi observada diferenca estatistica
nos valores obtidos de RISQI (p=0,46), mas houve diferenca estatistica entre 0s grupos nos
valores obtidos de MIRG (p=0,05), sendo que o Grupo Obeso obteve resultados
significativamente superiores quando comparado com o Grupo Ideal. O escore corporal
influenciou de forma positiva nos resultados do lipidograma e valor preditivo de secrecdo B-
pancredtica, sendo encontrados maiores niveis em animais obesos.

Palavras chave: equino, trigliceridemia, colesterolemia, disfungdo insulinica, obesidade
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ABSTRACT

Increased indicators of fat metabolism are found in Equine Metabolic Syndrome (EMS)
subjects although these symptons are not included in the EMS definition described in the
literature and in its diagnosis. 18 mares were allocated in three groups according to body
condition status. In Group Ideal there were animals in fit condition (n=6), in Group
Overweight, considered in overweight (n=6) and in Group Obese (n=6), animals considered
obese. Fasting blood samples were taken to determine triglycerides, total cholesterol, glucose,
and insulin concentrations in plasma. Insulin sensitivity proxy (RISQI) and B-pancreatic
secretion proxy (MIRG) were calculated from glucose and insulin data. There was a
difference between groups in triglycerides levels (p<0.01), where Group Obese had
significantly higher concentrations than other groups. Total cholesterol was higher in Group
Obese compared to Group Ideal (p=0.01). No differences in plasma glucose (p=0.53) nor
insulin (p = 0.10) concentrations and insulin sensitivity (RISQI: p=0.46) were seen among
groups. Group Obese had a higher B-pancreatic secretion (MIRG: p=0.05) compared to Group
Ideal. The increased body condition score influenced the results of fat metabolites and f-
pancreatic secretion.

Keywords: horse, triglycerides, hypercholesterolemia, insulin dysfunction, obesity
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1. INTRODUCAO

Desde os primeiros relatos de uma sindrome associada & obesidade e resisténcia a
insulina ha controveérsia acerca da etiopatogenia e fisiopatologia da doenca. Kronfeld (2003)
foi um dos primeiros pesquisadores a tentar nomear a sindrome, por semelhanca aos critérios
usados em medicina humana na época. Com o decorrer dos avangos da pesquisa, foi proposto
o0 termo de sindrome de resisténcia a insulina, onde a resisténcia a insulina e obesidade eram
tidos como fatores predisponentes para o aparecimento de laminite (TREIBER et al., 2006a;
TREIBER et al., 2006b; GEOR, 2008).

Essas alteracbes ndo se restringiam unicamente ao metabolismo energético dos
animais, influenciando o sistema cardiovascular (BAILEY et al., 2008) e ciclo estral em éguas
(VICK et al.,, 2006). Em uma publicacdo de 2010, (FRANK et al., 2010) a Associacdo
Americana de Medicina Veterinaria publicou um consenso onde denominava de Sindrome
Metabolica Equina (SME) o quadro onde animais apresentavam resisténcia a insulina,
obesidade ou lipodistrofia e histérico de claudicacdo intermitente ou laminite clinica sem fator
predisponente. Recentemente, foi proposta a reavaliacdo dos critérios diagndstico da SME. Os
canones propostos por Frank et al., (2010) foram considerados imprecisos em um estudo
retrospectivo, onde demonstra que o fen6tipo da SME néo se restringe ao conjunto animais
com claudicagdo inespecifica ou laminite clinica, a obesidade e ao déficit em sensibilidade a
insulina (McCUE; GEOR; SCHULTZ, 2015).

Em humanos obesos, o quadro de lipemia € comum, podendo ou ndo estar
relacionados a disfuncao insulinica (WHO,2012). De forma semelhante, a obesidade esta
relacionada a quadros de alteragdo do metabolismo de lipideos em cavalos (HUGHES;
HODGSON; DART, 2004; McKENZIE, 2011). Sua avaliacdo permite um vislumbre da
mobilizacdo de é&cidos graxos do tecido adiposo para utilizagdo como substrato do
metabolismo aerdbico de obtencdo de energia. A incidéncia de obesidade tem impacto em
quadros que cursam com dislipidemia (HUGHES; HODGSON; DART, 2004; McKENZIE,
2011), devido a mobilizacao insulinodependente.

O presente estudo visou comparar diferencas entre os resultados de trés grupos de
animais em diferentes faixas de escore coroporal (ideal, sobrepeso e obeso) no lipidograma,
glicemia de jejum, concentracdo de insulina plasmatica e nos proxies calculados de
sensibilidade a insulina e responsividade das células B-pancreéticas.

68



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alteragdes e Disturbios do Metabolismo Insulino Dependente Relacionados com a
Obesidade

O papel da insulina no metabolismo de carboidratos estd ligado ao seu papel na
modulagéo de carreadores GLUT-4, manutencdo da homeostase da glicose, manutencgéo das
concentragdes de glicogénio muscular e hepatico, aumento na f-oxidacdo e também com a
utilizacdo do Acetil-CoA na sintese de &cidos graxos. Os tecidos responsivos a insulina, no
que se refere ao metabolismo energéetico, sdo o tecido adiposo, musculatura e figado
(WILCOX, 2005).

Em cavalos, podem ser observadas alteracdos do comportamento da funcéo insulinica,
metabolismo de lipideos e também da leptina em individuos obesos (FRANK et al., 2006). As
concentracdes de lipideo circulantes afetam a sensibilidade a insulina do organismo. Os niveis
de &cido graxo circulantes podem ativar mecanismos celulares pré-inflamatérios dependentes
de receptores Toll-like-4 que tem acdo em mecanismo inibidores da sensibilidade a insulina.
Dessa forma, os niveis de acidos graxos circulantes exacerbam o potencial inflamatério que
resulta em inibicdo da sensibilidade a insulina. O aumento de &cidos graxos circulantes
funciona como um mecanismo retroalimenador da dessesnsibilizacdo da funcdo insulinica
(JOHNSON, OLRFSKY, 2013).

2.2. Tecido Adiposo e Adipocinas

O tecido adiposo pode ser dividido em duas classes distintas: o tecido adiposo branco
(TAB) e o tecido adiposo marrom (TAM). O TAB é o que se encontra em maior quantidade
no organismo e tem fungdo de reserva de energia enquanto o TAM estd relacionado a
termogénese  (FANTUZZI, 2005; RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).
Histologicamente, os dois tipos de tecido podem ser diferenciados segundo sua organizacéo e
nimero de gotas de reserva de triglicerideos no citossol. O TAB tem como caracteristica
possuir um dnico e grande loco de reserva de triglicerideos enquanto o TAM apresenta
incontaveis multilocos. (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).

O TAB tem sido considerado um 6rgdo enddcrino importante com acao de secrecdo de
diversas substancias nomeadas adipocinas. Por definicdo, adipocinas sdo substancias
biologicamente ativas produzidas pelo tecido adiposo que atuam de forma autdcrina,
paracrina ou endocrina. Algumas sdo produzidas exclusivamente pelo tecido adiposo
enquanto outras sdo produzidas por diversos outros tecidos. Sua producdo pode ser
influenciada pelo sexo e status nutricional (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).

Em humanos, os adip6citos endocrinamente ativos se concentram no tecido adiposo
que forma a gordura visceral, enquanto em cavalos, esse tipo de adipécitos é encontrado
principalmente nas regides adjascente ao ligamento nucal (CARTER et al., 2009b;
TINWORTH et al., 2012). Algumas de suas fungbes tem impacto direto no metabolismo
energético, cardiovascular e inflamatorio. Alguns exemplos de adipocinas e seus efeitos serdo
descritos a sequir.

2.2.1. Leptina

A leptina é secretada por adipdcitos e sua regulagdo esta correlacionada a quantidade
de gordura corporal e fluxo energético (influéncia de jejum e pos-prandial) nos adipdcitos. O
receptor de leptina (Ob-R) pode ter varias isoformas e esta relacionado aos receptores de
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Interleucina-6 (IL-6). Eles sdo encontrados principalmente nas areas de saciedade do
hipotalamo e algumas isoformas sdo distribuidas por todo o organismo devido ao seu
envolvimento em diversos processos fisioldgicos. Sua acdo em nivel cerebral é na via
anorexigénica, aumentando a termogénese. Entre as suas acOes periféricas estdo a
neoangiogénese, supressdo de apoptose e acdo mitogénica, além da acdo no desenvolvimento
hipotaldmico durante a vida fetal. Regula também a funcéo reprodutiva e imunoldgica, assim
como a sensibilidade a insulina (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).

A hiperleptinemia pode levar ao quadro de resisténcia organica, que esta relacionado a
obesidade. No entanto, o quadro é seletivo as funcdes metabdlicas, ndo interferindo nas
demais fungdes no organismo. Esse fato contribui para o desenvolvimento das comorbidades
associadas a obesidade, como disfuncdo cardiaca, renal e vascular. Essas alteracBes sdo
mediadas em parte pela hiperatividade do sistema Simpatico associado a leptina, alteracdo da
geracdo de Oxido nitrico e aumento da producédo de endotelina, além de aumentar o estresse
oxidativo e a concentracdo de moléculas de adesdo em nivel endotelial. Devido as suas agdes,
ela é considerada pro-inflamatoria, pré-trombdtica e pré-oxidante, com os efeitos modulados
pela adiponectina, que tem funcéo oposta (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).

Outro fator a ser considerado é a influécnia da hiperleptinemia no aparecimento do
quadro de resisténcia a insulina. A leptina em concentragdes elevadas inibe a acdo da insulina
(COHEN; NOVICK; RUBISTEIN, 1996; ANGULO et al., 2004).

Em cavalos, a leptina também apresenta um comportamento proporcional ao aumento do
escore dos animais (KEARNS et al., 2006), sendo que quadros de hiperleptinemia se
encontram associados a obesidade, resisténcia a insulina e também a uma baixa capacidade da
modulacéo do estresse oxidativo (PLEASANT et al., 2013).

2.2.2. Adiponectina

A adiponectina € uma proteina de producdo especifica pelos adipdcitos que tem sua
producdo modulada pelo estado nutricional (COSTA; DUARTE, 2006). Tem papel
importante na manutencdo da sensibilidade a insulina (FANTUZZI, 2005) e apresenta um
perfil contrario a leptina, sendo que niveis menores de adiponectina sdo encontrados em
individuos obesos e com quadros de resisténcia a insulina e niveis aumentados em individuos
anoréxicos (COSTA; DUARTE, 2006; FANTUZZI, 2005). Os efeitos mais bem
caracterizados da adiponectina se referem ao aumento da sensibilidade a insulina, agdo anti-
inflamatdria e inibicdo de aterosclerose (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).

Ela regula a homeostasia dos lipideos e da glicose através de acdo sinérgica com a
insulina, mantendo a glicemia e aumentado a B-oxidacdo de triglicerideos (COSTA;
DUARTE, 2006). Adicionalmente, aumenta a sensibilidade a insulina através do aumento da
fosforilacdo da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), que aumenta a
translocacdo de receptores do transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4) sensiveis a
insulina a superficie celular, aumentando dessa maneira a glicolise pela fosforilacdo de
fosfofrutoquinase e aumentando a oxidagdo de &cidos graxos pela inativacdo da enzima
acetilCoA carboxilase (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).

Sua acgdo anti-inflamatoria deve-se a diminuicdo de producéo e inibicdo da acdo do
fator de necrose tumoral o (TNF-a), diminui¢do da producdo da IL-6, com consequente
inducdo da producdo de Interleucina-10 (IL--10) e antagonista da Interleucina-12 (IL-12)
(COSTA; DUARTE, 2006). Quadros de baixas concentragOes de adiponectina podem estar
correlacionados ao aumento de TNF-a secretado pelo TAB (FANTUZZI, 2005)

Ela promove vasodilatagdo através do aumento da expressdo endotelial de Oxido
nitrico-sintase (eNO-S) e da estimulagdo que o aumento de AMPK, levando a um aumento da
producdo de dxido nitrico (NO) (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009).
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2.2.3. Adipocinas de agéo cardiovascular

No grupo das moléculas com funcdo cardiovascular podemos citar moléculas
relacionadas ao sistema renina-angiotensina e o inibidor de ativacdo do plasminogénio (PAI-
). Em humanos, os niveis de PAI-1 estdo diretamente correlacionados ao acimulo de gordura
visceral. S&o produzidos pelo tecido adiposo todos os componentes do eixo renina-
angiotensina. Os adipdcitos expressam receptores da angiotensina Il (AT -Il) (COSTA,;
DUARTE, 2006). A producdo local de AT-Il em depoésitos de gordura parece estar
relacionada com a diferenciacdo do adipdcito, seu tamanho e com a sensibilidade a insulina
(RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009). A sua ativacdo promove a diferenciacdo do pré-
adipdcito e induz a lipogénese, o que sugere um papel do eixo na regulacdo do metabolismo e
do peso corporal. A producdo de angiotensinogénio no tecido adiposo é regulada pelo status
nutricional (COSTA; DUARTE, 2006).

Além dos efeitos vasoativos, 0 aumento da atividade do sistema renina-angiotensina
contribui para a inflamagdo em nivel local do tecido adiposo. A angiotensina Il também
impacta a sensibilidade a insulina através da inibicdo da translocacdo de GLUT4. Existem
estudos que documentam a ativagdo do Sistema renina-angiotensina em cées, mas o impacto
das alteracdes em equinos ainda nédo foi caracterizado (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS,
2009).

2.2.4. Fator de Necrose Tumoral o e Interleucina-6 (TNF-a e IL-6)

Um aumento dos marcadores inflamatdrios pode ser observado na SME (FRANK et
al. 2010). A IL-6 e o TNF-a sdo as duas citocinas mais estudadas em quadros de obesidade.
Elas tém aumento consistente no soro e/ou TAB em individuos obesos (FANTUZZI, 2005)

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatoéria produzida pelo tecido muscular, adiposo e
linféide. Ele diminui a resposta a insulina através da diminuicdo da expressdo na superficie
celular dos transportadores GLUT-4, fosforilagdo do substrato dos receptores de insulina
(IRS-) e fosforilacdo especifica do receptor da insulina (COSTA; DUARTE, 2006).

O deposito de gordura observado em equinos na regido do ligamento da nuca se
comporta de forma semelhante a observada na gordura visceral de humanos (CARTER et al.,
2009a). Equinos com maior deposito de tecido adiposo na area do pescogo tem uma maior
expressao do RNAm das citocinas inflamatérias IL-1 e IL-6 (BURNS et al., 2010). Outros
autores encontram uma correlacdo positiva entre resisténcia a insulina e niveis de RNA-
mensageiro de TNF-a e concentragdes de TNF-a, além de correlagéo positiva entre obesidade
e expressao de IL-1 e IL-6 (VICK et al., 2007). Foi encontrado o0 aumento de receptores Toll-
like do tipo 4 (TLR-4) em tecidos de cavalos insulinorresistentes quando comparados com
animais saudaveis, secundario a um aumento do TNF-a circulante (WALLER et al., 2012)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Critérios de Amostragem

O contato com os haras de criacdo da raca Mangalarga Marchador foi realizado através
dos respectivos veterindrios responsaveis. Durante a fase de triagem, os animais foram
categorizados segundo escore corporal (EC) (HENNEKE et al., 1983) para montagem dos
grupos testados. Desta forma, foram selecionadas 18 éguas nao-gestantes/ndo-lactantes, com
mediana de idade de 7,5 (11) anos. Os animais foram distribuidos em grupos de acordo com
seu escore corporal (HENNEKE et al., 1983). Foi atribuida a variacdo 0,5 ponto no EC de
forma a denotar transigdo entre categorias. O Grupo 1 foi composto por 6 éguas EC 4,5 a 5,5,
no Grupo 2, 6 éguas com EC 6 a 7 e no Grupo 3, 6 éguas com EC 7,5a 9.

Os animais no estudo se encontravam clinicamente sadios. O exame clinico dos
animais constituiu-se de resenha, onde os animais foram identificados por nome e em seguida
numerados. Os animais, em sua totalidade, eram éguas ndo-gestantes/ndo-lactantes. Foi feita
breve anamnese, onde a pessoa mais proxima a rotina do cavalo respondeu questfes sobre
historia médica recente e pregressa e fatores sobre 0 ambiente e manejo do animal avaliado e
da propriedade. Foi realizado exame fisico levando em conta o estado geral do animal e
parametros vitais. Foi realizado exame de inspecéo e palpacgéo para deteccdo de claudicacao
(FEITOSA, 2008). Animais que apresentassem febre, feridas abertas, dificuldade respiratoria,
claudicacdo ou lesdo aparente de qualquer origem ao exame fisico ou prenhes foram excluidos
da selecdo.

Foi realizado hemograma completo em contador automatico de células® e
determinacdo de fibrinogenemia pela diferenca dos valores obtidos por refratometria da
proteina total em soro fluoretado e apds processo de deshaturacdo a 56°C por 3 minutos
(ECKERSALL, 2008) na triagem, para excluir animais que apresentassem alteragdes
hematoldgicas.

3.2. Escore de Condicédo Corporal

Durante a fase de triagem, os animais foram categorizados segundo escore corporal
(HENNEKE et al., 1983) para montagem dos grupos testados.

3.3. Amostras

Foram realizadas coletas de aliquotas sanguineas por puncdo da veia jugular para
determinacédo de colesterolemia total, trigliceridemia, glicemia e insulinemia de jejum parcial
dos animais selecionados. Foram coletadas amostras de sangue em tubos de coleta de sangue
a vacuo contendo anticoagulante fluoreto de potassio para posterior determinacdo da glicemia
e anticoagulante heparina sodica para determinacdo de insulinemia, colesterolemia total,
trigliceridemia. Os animais se encontravam sem ingerir concentrado energético ha pelo menos
8 horas. Animais que se mostraram inddceis a coleta foram descartados para ndo haver
alteracOes na glicemia devido a resposta estressogénica do cortisol.

Depois de colhidas, as amostras foram imediatamente acondicionadas em recipiente
tipo cooller contendo agua e gelo e prontamente centrifugadas a 2000 g, ainda no local de
coleta. Foram separadas aliquotas do plasma sobrenadante acondicionadas em microtubos de
1,5 ml. As amostras foram transportadas em recipiente tipo cooller sobre refrigeracdo até o

YpocH-100iV Diff® (Sysmex Brasil Indlstria e Comércio LTDA®)
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Laboratorio de Pesquisas Clinicas em Grandes Animais (ClinLab) da UFRRJ, onde foram
acondicionadas em freezer -20°C para posterior analise.

3.4. Determinacéo de Colesterol Total e Triglicerideos Plasmaticos

Aliquotas de plasma heparinizado foram utilizadas para determinacéo da concentragdo
plasmaética de colesterol total e triglicerideos'!, utilizando-se kits comercialmente disponiveis,
de acordo com as recomendacdes do fabricante. O material foi processado no Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) da UFRRJ, em analisador
bioquimico automatizado®2.

3.5. Determinacdo de Glicemia, Concentracdo de Insulina Plasmatica e Calculo de
Proxies de Sensibilidade a Insulina

Aliquotas de plasma fluoretado foram utilizadas para a determinagdo da glicemial?,
utilizando-se kits comercialmente disponiveis, de acordo com as recomendacbes do
fabricante. O material foi processado no Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV) da UFRRJ, em analisador biogquimico automatizado®*.

As concentragfes de insulina foram determinadas em duplicata por meio de
radioimunoensaio sanduiche de fase solida'® (OBA, 2014 — comunicagdo pessoal, dados n&o
publicados). As analises foram realizadas no laboratorio de Biofisica do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ. Foi medida a insulina in natura das amostras. Para a
execucdo do teste, os padrdes, controles e amostras foram incubados em tubos revestidos com
um primeiro anticorpo monoclonal na presenca de um reagente contendo o segundo anticorpo
monoclonal radio marcado com 1'%, Depois de incubado, os tubos foram lavados com a
solucdo de enxague para retirar anticorpos radio marcados que nédo se ligaram a insulina. A
determinacdo da radioatividade da ligacdo foi feita em aparelno gammacounter. As
concentragcfes das amostras foram obtidas através de interpolacdo com a curva padrao usando
programa de dados Graphpad Prism 5.0, sendo os dados obtidos diretamente proporcionais a
radioatividade medida.

Os dados obtidos de glicemia e insulina plasmatica foram submetidos as equacdes
propostas por Treiber et al. (2005) para se obter os valores de predicdo da sensibilidade a
insulina e da responsividade secretoria de insulina das células g pancreéticas a glicose.

Para determinacédo da sensibilidade a insulina, os dados de insulina plasmatica foram
utilizados na equacdo que determina o reciproco quadrado inverso da insulina basal (do
inglés: RISQI), onde:

RISQI = 1 = insulina basal*®
vinsulina basal

Para determinacdo da responsividade secretoria de insulina das células g pancreéticas a
glicose, os dados de glicemia e insulinemia foram utilizados na equacdo que determina a
razdo modificada insulina-glicose (do inglés: MIRG), onde:

MIRG = [800 - 0.30 x (insulina basal -50)?]
(glicose basal - 30)

1 Biosystems®
2A15® (Biosystems®)
13 Biosystems®
“A15® (Biosystems®)
BInsulin(e) IRMA Kit® (Beckman Coulter®)
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3.6. Andlises Estatisticas

A normalidade dos dados foi testada usando-se o teste de Shapiro Wilk. Dados que
aceitaram a distribuicdo gaussiana foram testados por testes paramétricos. Dados com
distribuicdo ndo-normal foram submetidos a transformacéo através da funcdo y= log(y). Se
apos o processo, assumiram distribuicdo normal, foram testados com estatistica paramétrica.
Se a condi¢do de normalidade ndo foi aceita, testes ndo-paramétricos foram executados.
Dados categodricos foram submetidos a estatistica ndo-parameétrica.

As analises foram realizadas utilizando o método de ANOVA 1way como teste
paramétrico, com subsequente teste de Tukey entre colunas e como método nao-paramétrico
foi utilizado Kruskal-Wallis, com subsequente teste de Dunn entre colunas. Dados normais
foram expressos em média e desvio padrdo, dados categoricos e ndo-normais foram expressos
em mediana e amplitude. Foi respeitado o nivel de significancia a 5% em todos os testes
utilizados.

Para a execucdo dos procedimentos estatisticos, foram utilizados os programas de
dados Action Stat v. 3.1.43.702.667 e GrafPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS

A variagéo do escore corporal (EC) dos animais foi avaliada (p<0,01). Os animais do
Grupo 1 apresentavam mediana e amplitude 5,0 (0,0), 6,0 (0,5) no Grupo 2 e 8,0 (0,5) no
Grupo 3 (Figura 8), sendo o EC do Grupo 3 significativamente maior quando comparado ao
Grupo 1.

Escore Corporal = Grupo 1

— Grupo 2
9- =3 Grupo 3

ab

Pontuagao de Escore
F=N
|

o

I I
N Vv -]
Grupos

Figura 8: Medianas do escore corporal observado nos grupos. Colunas assinaladas com mesma letra
ndo diferiram estatisticamente no teste de Dunn ao nivel de significancia de 5%.

Foi observada diferenca entre os grupos quando avaliadas as concentragcdes de
triglicerideos (p<0,01), sendo que animais obesos tiveram resultados significativamente
superiores aos demais grupos. Também foi encontrada diferenca estatistica nos resultados de
concentracdo de colesterol total (p=0,01), sendo que animais obesos tiveram resultados
significativamente superiores aos encontrados no grupo formado por escore ideal. Ndo houve
diferenca entre os diferentes grupos quando avaliados os resultados de glicemia basal
(p=0,53) e concentracdo de insulina (p=0,10), assim como do valor preditivo de sensibilidade
a insulina (RISQI: p=0,46). Houve diferenca estatistica quando avaliada secre¢do B-
pancreatica (MIRG: p=0,05), sendo que animais obesos tiveram resultados significativamente
superiores quando comparados a animais classificados em escore ideal. Quando observada a
alocacdo em quintis, os grupos ndo tiveram diferenca na sensibilidade a insulina (quintil de
RISQI: p=0,30) enguanto os animais obesos apresentaram quintis maiores que animais em
escore ideal (quintil de MIRG: p=0,01) (Tabela 7).
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Tabela 7: Média e desvio padrdo dos valores de colesterol, glicemia, triglicerideos, concentracdo de
insulina e proxies calculadas RISQI e MIRG e mediana e amplitude de valores observados no estudo.
Houve influéncia do escore EC nos parametros triglicerideos (TG), colesterol total (COL), secrecao [3-
pancredtica (MIRG) e alocacdo dos dados de MIRG em quintil (QUINTmirg)

Parametros Ideal Sobrepeso Obeso
TG 8,2 +5,19¢ 4.8 + 2,40 31,0 + 17,82
(mg/dl)
f}ng/)d'a 64,83 + 14,657 87,83 + 9,453 106,0 + 30,98°
?nl&(% 88,00 + 12,072 84,83 + 1,4722 82,67 + 6,919°
(mfu 9,11 (17,35)A 7,39 (26,84) 16,42 (21,47
(rﬁj'”SLQ)_'O_S 0,338 (1,363)" 0,368 (0,227)” 0,284 (0,449)”
MIRG a ab b
ARG 4,69 + 2,28 6,30 + 3,67 9,13 +2,53
QUINTRisal 25 (4,0 3,0 (30" 1,0 (4,0"
QUINTmire 3,5 (4,0 4,0 (2,0 5,0 (0,0)®

*Meédias e desvio padrdo seguidos de mesma letra minGscula na linha nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey no
nivel de 5% de significancia. Médias e desvio padrdo seguidos de mesma letra grega na linha sofreram normalizagdo a partir
da funcéo y= log(y) e ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia. Medianas e
amplitudes seguidas da mesma letra maitscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Dunn no nivel de 5%.

** EP: escore de pescogo; %gord: porcentagem de gordura; COL: colesterol total, TG: triglicerideos; GLC: glicemia; INS:
concentagdo de insulina plasmética; RISQI: proxy de sensibilidade & insulina (reciprocal of the square root of insulin);
MIRG: proxy de secrecdo B-pancreatica (modified insulin-to-glucose ratio); QUINTrisqi: quintil de RISQI; QUINTwmire:
quintil de MIRG

76



5. DISCUSSAO

Uma das fungdes da insulina é aumentar a captagéo tecidual de glicose e converter os
excedentes em reservas energéticas como glicogénio e depoésitos de gordura. Niveis
fisiologicos de insulina agem inibindo a agdo da lipase horménio sensivel (LHS), responsavel
pela clivagem de triglicerideos como via alternativa de manutencdo de glicemia a partir do
glicerol, liberando na circulacdo &cidos graxos livres (AGL). (McKENZIE, 2011). Os animais
do Grupo Obeso, considerados obesos, demonstraram ter depdsitos de gordura
significativamente maiores que dos demais grupos e valor preditivo de sensibilidade a
insulina (RISQI) numericamente inferior aos demais grupos com valor preditivo de secrecdo
B-pancreética (MIRG) significativamente superior ao Grupo Ideal.

Em situacbes de homeostasia, os AGL circulantes sdo captados pelo figado para
esterificagdo em triglicerideos. No figado também hé& a metabolizacdo de triglicerideos em
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Em casos onde ha o aumento de substrato,
ha a tendéncia de acumulo dessas lipoproteinas na corrente sanguinea (McKENZIE, 2011).
No presente estudo, as concentracGes de colesterol total se encontravam significativamente
aumentadas no Grupo Obeso quando comparadas ao Grupo lIdeal. McCue; Geor e Schultz
(2015) citam o aumento de das por¢6es HDL e VLDL colesterol como fatores associados ao
fendtipo da SME. O aumento de fracBGes de colesterol vai ter impacto nas concentracdes de
colesterol total.

O aumento da concentracdo de triglicerideos pode interferir com inimeras funcGes

fisioldgicas, inclusive, de forma paracrina, na acdo da insulina induzindo a um quadro de
resisténcia ao horménio (McKENZIE, 2011). A quantidade de lipideos influencia na
sensibilidade a insulina no miocito e hepatocito. O quadro estd associado ao déficit na
oxidacdo de glicose devido a inbicdo da piruvato desidrogenase na via glicolitica. Em um
primeiro momento, a quantidade intrecelular de depoésitos de gordura vai afetar a sensibilidade
a insulina por defeitos no mecanismo de mobilizacdo de receptores GLUT-4 (SAMUEL,;
SHULMAN, 2012). Quanto mais resistente as células ao efeito da insulina, maiores os niveis
secretados para captagdo de glicose, aumentando a secrecdo B-pancreatica. Os valores de TG
do Grupo 3 foram significativamente superiores aos demais grupos. O quadro de
hipertrigliceridemia associado a resisténcia a insulina foi observado anteriormente por
diversos autores em estudos com pdneis (TREIBER et al., 2006a; BAILEY et al., 2008;
CARTER et al., 2009a).
Apesar de ndo observada diferenca estatistica entre os quintis de RISQI, animais obesos se
encontravam numericamente alocados no primeiro quintil, o que é interpretado como animais
extremamente resistentes a insulina. Os animais do grupo tiverem resultados de quintil de
MIRG significativamente superiores ao grupo ideal, estando no mais alto quintil. Maior
resposta da secrecdo P-pancredtica com manutencdo de niveis 6timos de sensibilidade a
insulina indicam um mecanismo de compensacdo (MELLO, 2012).
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6. CONCLUSAO

O actmulo excessivo de tecido adiposo subcutdneo em éguas MM, caracterizando
quadro de obesidade esta associado a um aumento dos valores preditivos de secrecdo [-
pancredtica (MIRG) e dislipidemia devido ao aumento das concentragBes plasmaticas de
colesterol e triglicerideos.
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CONCLUSAO GERAL

Em comum aos trés experimentos, observou-se influéncia do escore corporal (EC) dos
animais em parametros da funcéo insulinica. Na raca Mangalarga Marchador, animais acima
do escore ideal apresentam disfuncdo insulinica, com maior necessidade secre¢do B-
pancreatica para manter niveis normais de glicemia.
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ANEXO 1: Aprovacio do protocolo experimental pelo Comité de Etica no Uso de Animais
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ANEXO 2: Termo de Livre Consentimento Esclarecido/Amostra Basais

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Senhor(a) Responséavel,

Solicito autorizacdo para realizar as atividades relacionadas ao desenvolvimento da
pesquisa “Obesidade e Sindrome Metabolica Equina em animais da raga Mangalarga
Marchador” (FAPERJ) na propriedade de sua responsabilidade. Durante a execu¢ao dos
procedimentos serd realizado exame clinico geral e especifico ao objeto de pesquisa e coletas
de amostras de sangue. Todas as informac6es coletadas serdo apresentadas apenas para fins
académicos e cientificos na area de clinica veterinaria.

e Informacdes sobre a Pesquisa:

O objetivo do projeto é diagnosticar a ocorréncia de obesidade, pelos métodos
disponiveis na prética clinica, e da SME em cavalos da raca MM.

A obesidade em cavalos é um quadro subdiagnosticado. A falta de dominio de
métodos diagndsticos simples e desconhecimento das complicagdes relacionadas ao quadro €
um fator de risco a saude animal. Sistemas de criacdo baseados no fornecimento de racGes
ricas em energia e confinamento favorecem a ocorréncia de obesidade. O quadro esta
relacionado a alteracdes metabdlicas, dentre as quais estd a Sindrome Metabdlica Equina
(SME). Nela é observada resisténcia a insulina, obesidade ou lipodistrofia e predisposi¢cdo
para o desenvolvimento de laminite. Entende-se hoje ha uma predisposicdo genética para o
aparecimento da SME. Sabe-se que dentro da raga Mangalarga Marchador (MM) existem
poucas linhagens, favorecendo a cossanguinidade, o que pode trazer sele¢do de caracteristicas
deletérias a satde animal, como a predisposi¢do a obesidade e SME.

Sera necessaria uma Unica visita a propriedade de vossa responsabilidade, quando
serdo selecionados, de forma aleatéria até 25% do plantel, com nimero méaximo de 25
animais participantes por propriedade, exclusivamente com registro provisério ou definitivo
junto a associacao da raca. A visita de nossa equipe sera feita em acordo com o horério de
arracoamento dos animais, previamente combinado com vossa senhoria, de modo que 0s
animais se encontrem em jejum parcial pelo periodo da noite. Os animais selecionados
passardo por exame clinico, a fim de obter resenha dos animais quanto a fatores relevantes ao
quadro, como idade, sexo e manejo e histérico clinico, assim como serdo executados exame
fisico e de imagem especificos para o quadro de obesidade. Serdo coletadas 3 amostras de
sague dos animais, totalizando aproximadamente 30 ml de sangue. Nenhum dos
procedimentos trard risco algum a salde dos animais envolvidos nos procedimentos. Os
resultados ndo serdo associados ao nome da propriedade de origem, de forma a manter o
sigilo dos dados obtidos.

Os dados obtidos poderédo auxiliar a tracar metodologia de manejo de animais que se
encontrem obesos e diagnosticados como portadores de SME ou em risco de desenvolvimento
da mesma. Os resultados servirdo para diagndstico de condi¢fes ainda ndo estudadas dentro
da raca, podendo trazer a luz um diagnostico diferencial para casos de laminite sem fator
associado prévio que por ventura acontecam nos animais e distdrbios endocrinometabolicos
como o hipotireoidismo.
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Para maiores informacdes sobre a pesquisa, sinta-se a vontade de entrar em contato:

e Pesquisador responsavel:

Paulo de Tarso Landgraf Botteon:

paulobotteon@gmail.com

e Colaboradora:

Erica Bertha Fuhrich Raupp Bezerra de Mello
bezerrademello.ebfr@gmail.com (Celular: (11) 99201-2476)
e Comité de Etica da UFRRJ:

(21) 2681-4707; 2682-1220
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ANEXO 3: Termo de Livre Consentimento Esclarecido/ Teste Dinamico

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Senhor(a) Responséavel,

Solicito autorizacdo para realizar as atividades relacionadas ao desenvolvimento da
pesquisa “Obesidade e Sindrome Metabdlica Equina em animais da raga Mangalarga
Marchador” (FAPERJ) na propriedade de sua responsabilidade. Durante a execucdo dos
procedimentos serd realizado exame clinico geral e especifico ao objeto de pesquisa e coletas
de amostras de sangue. Todas as informag6es coletadas serdo apresentadas apenas para fins
académicos e cientificos na area de clinica veterinaria.

e Informacdes sobre a Pesquisa:

O objetivo do projeto é diagnosticar a ocorréncia de obesidade, pelos métodos
disponiveis na prética clinica, e da SME em cavalos da raga MM

A obesidade em cavalos € um quadro subdiagnosticado. A falta de dominio de
métodos diagndsticos simples e desconhecimento das complicagdes relacionadas ao quadro €
um fator de risco a saude animal. Sistemas de criacdo baseados no fornecimento de racdes
ricas em energia e confinamento favorecem a ocorréncia de obesidade. O quadro esta
relacionado a alteracdes metabdlicas, dentre as quais estd a Sindrome Metabdlica Equina
(SME). Nela é observada resisténcia a insulina, obesidade ou lipodistrofia e predisposi¢cdo
para o desenvolvimento de laminite. Entende-se hoje ha uma predisposicdo genética para o
aparecimento da SME. Sabe-se que dentro da raga Mangalarga Marchador (MM) existem
poucas linhagens, favorecendo a cossanguinidade, o que pode trazer selecdo de caracteristicas
deletérias a satde animal, como a predisposi¢do a obesidade e SME.

Serdo necessarias duas visitas a propriedade de vossa responsabilidade, onde animais

da raga Mangalarga Marchador serdo previamente avaliados e selecionados na primeira visita
e na segunda, serdo submetidos a um teste dinamico de sensibilidade a insulina. A segunda
visita de nossa equipe seré feita em acordo com o horério de arragoamento dos animais,
previamente combinado com vossa senhoria, de modo que 0s animais se encontrem em jejum
parcial pelo periodo da noite. Os animais selecionados passardo por exame clinico e histérico
clinico, assim como serdo executados exame fisico e de imagem especificos para o quadro de
obesidade. Durante o procedimento do teste dindmico de sensibilidade a insulina, os animais
terdo acesso exclusivamente a feno de capim Coast Cross e agua ad libitum até o fim do
ensaio. Apés o procedimento, os animais poderdo ser alimentados como de costume na pratica
de manejo da propriedade.
Seré realizada antissepsia da regido média do bordo ventral do pescogo onde sera canulada a
veia jugular usando cateter 14G. Neste, serd acoplado um extensor a fim de facilitar a
manipulagdo da via e evitar sua perda. Tanto o cateter quanto o extensor serdo suturados junto
a pele do animal para sua fixacdo. Serdo realizadas no total 14 coletas de amostras de sangue
no decorrer de aproximadamente 3 horas, totalizando aproximadamente 200 ml de volume.
Os animais serdo constantemente avaliados para determinacdo de glicemia com glicosimetro
portéatil e em caso de deteccdo de niveis criticos, o animal sera retirado do procedimento e o
quadro de hipoglicemia sera revertido a partir da injecdo de bélus de glicose 50% pela prépria
via. Os resultados néo seréo associados ao nome da propriedade de origem, de forma a manter
0 sigilo dos dados obtidos.

Os dados obtidos poderédo auxiliar a tragar metodologia de manejo de animais que se
encontrem obesos e diagnosticados como portadores de SME ou em risco de desenvolvimento
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da mesma. Os resultados servirdo para diagndstico de condi¢fes ainda ndo estudadas dentro
da raca, podendo trazer a luz um diagnoéstico diferencial para casos de laminite sem fator
associado prévio que por ventura acontecam nos animais e distdrbios endocrinometabolicos
como o hipotireoidismo.

Para maiores informacfes sobre a pesquisa, sinta-se a vontade de entrar em contato:

e Pesquisador responsavel:

Paulo de Tarso Landgraf Botteon:

paulobotteon@gmail.com

e Colaboradora:

Erica Bertha Fuhrich Raupp Bezerra de Mello
bezerrademello.ebfr@gmail.com (Celular: (11) 99201-2476)
e Comité de Etica da UFRRJ:

(21) 2681-4707; 2682-1220
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