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RESUMO

Potros alimentados com dietas deficientes em célcio no primeiro ano de vida podem apresentar
debilidades estruturais e distirbios metabolicos que, consequentemente, depreciam seu valor
econdmico e futuro desempenho atlético. O Pennisetum purpureum (capim-elefante) ¢ uma
forrageira adaptada as condigdes edafoclimaticas do Brasil, utilizada na alimentacdo dos equideos
principalmente durante o periodo de seca. Essa graminea apresenta altas concentragdes de oxalato,
o qual pode formar composto insolivel com o célcio (Ca) dietético, reduzindo sua absor¢do,
predispondo os animais ao hiperparatireoidismo nutricional secundario. Este estudo teve por
objetivo verificar se o consumo do capim elefante como Unica fonte forrageira, sal mineral ad
libitum e concentrado suplementar com diferentes relagdes entre Ca e P afeta o metabolismo desses
minerais em potros desmamados. Foram utilizados 16 potros machos, Mangalarga Marchador,
entre 5 e 10 meses, distribuidos aleatoriamente em 4 grupos diferenciados pela relagdo Ca:P do
concentrado suplementar que foi fornecido diariamente (2:1; 3:1; 5:1; 6:1). Foram realizadas quatro
coletas de amostras sanguineas para avaliar Ca, P, magnésio (Mg), paratormdénio (PTH),
gamaglutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA) e andlise metabolomica. Andlise
metabolomica foi realizada para verificar o perfil metabodlico no soro dos animais, o que resultou
em 22 metabolitos. Imagens radiograficas também foram feitas para verificar a ocorréncia de
deformidade angular e o indice cortical. As coletas foram feitas aos 0, 15, 43 e 71 dias apds o
fornecimento das dietas experimentais. Houve redu¢do (p<0,05) do Ca sérico ao longo do tempo
em todos os tratamentos, assim como aumento da concentracdo de PTH. Além disso, o P foi maior
aos 43 dias apos o fornecimento, estando maior que os valores referéncia. Na comparacao entre a
intensidade dos espectros, observaram-se aumentos dos metabdlitos 3-hidroxibutirato, acetona,
valina, isoleucina, leucina, creatina, fosfocreatina, creatinina, dimetil sulfona, glicose, piruvato,
glicerol, N-acetilglicosamina, propionato, lactato, acetato, glicolato e taurina. Dos metabolitos que
apresentaram reducdo na intensidade dos espectros tém-se a alanina, treonina e metionina. A
andlise de |H RMN demonstrou alta reprodutibilidade entre as amostras. A identificagdao dos 22
metabolitos presentes no soro de potros recebendo graminea rica em oxalato como tnica fonte
forrageira vem somar aos conhecimentos ja estabelecidos para o HNS, auxiliando para o melhor
entendimento do cenario presente nesta doenga.

Palavras-chave: equinos em crescimento, forrageiras tropicais, nutricdo animal, oxalato,

hiperparatireoidismo



ABSTRACT

Foals fed calcium-deficient diets in the first year of life may have structural weaknesses and
metabolic disorders that, consequently, detract from their economic value and future athletic
performance. Pennisetum purpureum (elephant grass) is a forage adapted to the edaphoclimatic
conditions in Brazil, used to feed equines mainly during the dry season. This grass has high
concentrations of oxalate, which can form an insoluble compound with dietary calcium (Ca),
reducing its absorption, predisposing animals to secondary nutritional hyperparathyroidism. This
study aimed to verify whether the consumption of elephant grass as the only forage source, mineral
salt ad libitum and supplementary concentrate with different ratios between Ca and P affects the
metabolism of these minerals in weaned foals. Sixteen male foals, Mangalarga Marchador, aged
between 5 and 10 months, were randomly divided into 4 groups differentiated by the Ca:P ratio of
the supplementary concentrate that was supplied daily (2:1; 3:1; 5:1; 6:1) . Four blood samples
were collected to evaluate Ca, P, magnesium (Mg), parathyroid hormone (PTH), gamma-
glutamyltransferase (GGT), alkaline phosphatase (FA) and metabolomic analysis. Metabolomic
analysis was performed to verify the metabolic profile in the serum of the animals, which resulted
in 22 metabolites. Radiographic images were also taken to verify the occurrence of angular
deformity and the cortical index. Collections were made at 0, 15, 43 and 71 days after the provision
of experimental diets. There was a reduction (p<0.05) in serum Ca over time in all treatments, as
well as an increase in PTH concentration. In addition, P was higher at 43 days after supply, being
higher than the reference values. Comparing the intensity of the spectra, increases were observed
in the metabolites 3-hydroxybutyrate, acetone, valine, isoleucine, leucine, creatine,
phosphocreatine, creatinine, dimethyl sulfone, glucose, pyruvate, glycerol, N-acetylglucosamine,
propionate, lactate, acetate, glycolate and taurine. Of the metabolites that showed a reduction in
the intensity of the spectra are alanine, threonine and methionine. The 1H NMR analysis
demonstrated high reproducibility between samples. The identification of the 22 metabolites in the
serum of foals receiving oxalate-rich grass as the only forage source adds to the knowledge already

established for the HNS, helping to better understand the scenario present in this disease.

Keywords: growing horses, tropical forages, animal nutrition, oxalate, hyperparathyroidism
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INTRODUCAO

Os equinos s3o naturalmente animais atletas e sdo utilizados tanto para o trabalho,
como manejo do gado, quanto no esporte, atividades que demandam uma estrutura
osteomuscular forte. A nutricdo ¢ fundamental para o perfeito funcionamento e
desenvolvimento 6sseo e muscular. Desse modo, alimentagdo e manejos adequados resultam
em maior longevidade, eficiéncia no trabalho e melhor desempenho reprodutivo nessa espécie
(Gollcher et al., 2010). Como sao animais herbivoros ndo ruminantes, a base de sua
alimentacdo sdo as forrageiras oferecidas na forma fresca ou conservadas, correspondendo a
mais de 50% da matéria seca da dieta.

Os equinos possuem acelerado desenvolvimento no seu primeiro ano de vida,
atingindo 90% da altura adulta, e, quando os potros sdo submetidos a um programa
nutricional deficiente durante esta fase, podem apresentar problemas ortopédicos,
prejudicando sua vida adulta, principalmente, se esses problemas estiverem relacionados a
deficiéncia ou excesso de proteina, energia e/ou minerais.

Apesar do Brasil possuir um periodo de chuva regular em determinadas épocas do ano,
o que permite a adocdo de sistema produtivo extensivo com o animal criado a pasto, a
desmama dos potros ocorre no periodo seco, época em que ha baixa qualidade e quantidade
de forragens (Rezende et. al., 2015). Desse modo, como existe uma sazonalidade na produgao
das pastagens, € necessario o uso de estratégias de facil execugdo e baixo custo, para suprir as
necessidades nutricionais dos animais durante a época seca (Gollcher et al., 2010).

No entanto, a maioria das forrageiras que se adaptam as condi¢des climaticas do Brasil
apresentam concentragdes de  oxalato que podem  predispor a  ocorréncia
de osteodistrofia fibrosa (“cara inchada”), patologia frequente em diversos estados brasileiros,
principalmente em Minas Gerais. Esta sindrome metabolica ¢ caracterizada por osteopenia
(diminuicdo da densidade mineral dssea) devido a exacerbada reabsor¢do Ossea, levando a
substituicdo do tecido dsseo por tecido fibroso (Curcio et al., 2010), além de predispor os
animais a deposi¢do de cristais insoliveis de oxalato nos rins, o que pode ocasionar lesdo
renal (Lewis, 2000). Uma vez instalada, a osteodistrofia fibrosa ¢ irreversivel, o que
compromete o desempenho do animal por toda a sua vida (Rezende, 2012).

Isso ocorre, pois, o oxalato se liga ao célcio (Ca) no intestino delgado, formando um
complexo insoluvel denominado oxalato de Ca (Puoli Filho et al., 1999) e, consequentemente,
reduz a biodisponibilidade do Ca (Kienzle e Zorn, 2006). A indisponibilidade deste mineral
reduzira a relagdo Ca:P, provocando aumento da concentra¢do do paratormoénio (PTH) como

forma de regular a homeostase do Ca e P por meio da mobilizagdo de Ca dos ossos e redugao
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na sua excrecdo, além do aumento na excrecdo urinaria de P (Estepa et al., 2006; Gracitelli et
al., 2002).

Desse modo, este estudo teve como principal objetivo, avaliar os efeitos do consumo
de uma forrageira com alto teor de oxalato (Pennisetum purpureum), associado ao consumo
de um sal mineral com diferentes relacdes de Calcio:Fésforo (Ca:P) sobre o metabolismo do

calcio em potros Mangalarga Marchador.

CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. A equideocultura no Brasil

No Brasil, a agropecuaria ¢ uma das atividades de maior importancia econdmica para
o pais, sendo que a equideocultura tem cada vez mais se destacado. Segundo Lima e Cintra
(2016), o complexo do agronegdcio do cavalo movimenta cerca de R$ 16,15 bilhdes por ano,
rendendo de forma direta 610 mil empregos e cerca de 2,5 milhdes de empregos indiretos em
diversos segmentos como insumos, criagcdo e destinacao final.

Minas Gerais ¢ considerado o ber¢co de importantes ragas equideas marchadoras, como
o Mangalarga Marchador, Campolina e Jumento Péga. Consequentemente, os modelos
produtivos empregados no estado sdo considerados referéncia por criadores e usudrios dessas
espécies em todo pais. Por outro lado, o manejo adotado em muitas propriedades rurais
mineiras ainda estd baseado no empirismo e o tradicionalismo se
encontra fortemente presente na equideocultura do estado.

Segundo a opinido de 85,2% dos criadores mineiros entrevistados por Vieira et
al. (2015), dentre os principais entraves para o desenvolvimento do setor estdo: mercado e
custo de producdo; baixa qualificacdo e alto custo da mao de obra; escassez de politicas
publicas para incentivo da atividade e problemas relacionados com os manejos, especialmente
nutricional e sanitério. Diante dessa realidade, muitas vezes instalam-se sistemas de produ¢ao
de equideos com carater extrativista e predatdrio, responsdveis pela disseminagdo de
zoonoses, falta de controle de poluentes e uso de animais com baixo desempenho produtivo,
causado por problemas relacionados com a satide e bem-estar animal.

Apesar de uma discreta producdo para o consumo da carne, a grande maioria dos
equinos produzidos mundialmente ¢ destinada para montaria como forma de lazer, esporte e
para auxiliar nos trabalhos rurais. Dessa forma, o principal objetivo da equideocultura é a

producdo anual de um potro por égua, sendo importante a oferta de individuos com qualidades
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fisicas e psicologicas para atender o desejo do mercado consumidor a que se destinam

(Fernandes, 2009; Barros, 2017).

1.1.1. A importincia da nutri¢cdo do potro

A partir do desmame, ¢ fundamental que na alimentacdo do potro estejam presentes
proteinas de alta qualidade e quantidade suficiente de vitaminas e minerais, devido ao rapido
desenvolvimento 6sseo e muscular, com especial atengdo ao célcio e ao fosforo que deverao
estar em uma relacdo adequada (Rezende et al., 2015).

Equinos jovens atingem 90% da sua altura final durante o primeiro ano de vida, assim
para que o animal alcance seu potencial de crescimento e desenvolvimento ¢ necessaria uma
alimentacdo equilibrada. Devido ao seu rapido crescimento, quando os potros recebem dietas
que estdo desbalanceadas, ou seja, com relagdes minerais inadequadas ou proteina e energia
acima do limite recomendado, podem ocorrer afec¢des ortopédicas de
desenvolvimento (Donabédian et al., 2006). Deficiéncias de calcio no equino em crescimento
geralmente causam problemas nos membros, como aumento das articulagdes, exostose na
unido do osso metacarpiano ao o0sso acessoOrio principal, além da sindrome comumente
chamada de epifisite (Lewis, 2000).

Dessa forma, uma alimentagdo equilibrada nutricionalmente e na quantidade adequada
permitird ao potro 6timo desenvolvimento e crescimento, o que refletira em um adulto de

qualidade (Cintra, 2014).

1.2. A importancia da forrageira na nutricio equina

A nutricdo animal ¢ um dos principais custos do sistema de producdo de equinos,
sendo importante a adog¢do de atitudes que auxiliem na viabilidade econdomica da
criagdo como, por exemplo, uso de alimentos mais econdmicos (Lima et al., 2006). Em Minas
Gerais, Vieira et al. (2015) observaram que o maior gasto da equideocultura mineira ¢ com a
mao de obra, seguida pela alimenta¢do dos animais, estimando-se uma movimentagdo em
torno de 260 milhdes de reais por ano.

Por outro lado, esses alimentos ndo podem predispor a ocorréncia de doengas ou perda
no desempenho animal, especialmente nas categorias mais exigentes como potros, éguas em
reproducdo e cavalos em atividade fisica (Lewis, 2000).

Os equinos sdo herbivoros ndo ruminantes e, portanto, a base de sua alimentagdo sio
as forrageiras oferecidas na forma fresca ou conservadas, correspondendo a mais de 50% da

matéria seca da dieta. Segundo Rezende et al. (2015), equinos que ndo recebem quantidade
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adequada de fibra na dieta podem desenvolver quadros clinicos como laminite, colica e outros
distirbios gastricos, além de alteragdes comportamentais como a coprofagia, vicio de roer
madeira, dentre outros.

O Sistema Brasileiro de Criacao de Equideos proposto por Carvalho e Haddad (1987)
preconiza autilizagdo de pastagens, devido a disponibilidade de darea e do clima
favoravel para aproducdo de forragens existente no Brasil. Entretanto, esses autores
ressaltaram a importancia da escolha do volumoso adequado para a dieta desses animais, pois
este deve atender as necessidades nutricionais, ter boa aceitabilidade e ndo apresentar
contaminantes que prejudicam a satide e bem-estar dos equinos. Além disso, ¢ importante
verificar a presenca de fatores antinutricionais, como os oxalatos e fitatos.

Na tabela 1 sdo apresentadas as concentracdes de calcio, fosforo, oxalato total e
relagdo Calcio:oxalato de algumas gramineas comumente utilizadas na alimentacdo de
equinos no Brasil. Pode se verificar que a relagdo Calcio:oxalato em muitas dessas gramineas,
incluindo o capim elefante variedade Napier, esta abaixo de 0,5:1, o que pode comprometer a
absorcdo do calcio, predispondo os animais que consomem essas gramineas a sindrome

metabolica do hiperparatireoidismo nutricional secundario (Rezende et al., 2015).

Tabela 1. Concentragdes de calcio, fosforo, oxalato total e razdo calcio/oxalato na matéria

seca das folhas de gramineas tropicais

Calcio/oxalat
Forrageira Calcio Fosforo Oxalato Total .
Setéria 0,27 0,25 2,80 0,10
Humidicola 0,31 0,10 1,80 0,23
Colonido 0,30 0,14 2,21 0,13
Tanzania 0,54 0,24 1,93 0,27
Bengo 0,62 0,17 2,20 0,28
Quicuio 0,36 0,36 1,30 0,28
Tangola 0,34 0,13 1,55 0,22
Transvala 0,53 0,12 2,30 0,23
Dictioneura 0,21 0,17 1,62 0,13
Aruana 0,37 2,16 0,16
Mombaca 0,35 0,20 1,08 0,32
Napier 0,29 0,21 2,98 0,09

Buffel 0,16 0,44 2,11 0,20
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Capim Gordura 0,55 0,20 1,05 0,52
Capim Vaqueiro 0,43 0,13 0,35 1,31
Jiggs 0,95 0,32 0,18 5,27
Coast Cross 0,61 0,32 0,35 1,75
Andropogon 0,47 0,18 0,18 2,61
Ruzizienses 0,40 0,20 0,00 0,0
Rhodes 0,85 0,23 0,00 0,0
Tierra verde 0,42 0,21 0,00 0,0
Estrela Africana 0,96 0,43 1,08 0,52
Massai 0,59 0,15 0,36 1,63
Tifton 0,60 0,16 3,75
Hematria 0,71 0,44 1,61

Fonte: Pupo (1989); Pagan (2009); NRC (2007); arquivo pessoal.

1.2.1. Uso do capim elefante na alimentacio equina

Segundo os criadores entrevistados por Vieira et al. (2015), um dos fatores mais
limitantes para o crescimento da equideocultura ¢ o manejo nutricional, devido a dificuldade
de se conseguir suprir a demanda nutricional dos animais durante o periodo da seca. De
acordo com Domingues (2009), na seca existe redu¢@o na producdo das pastagens, o que torna
necessario 0 uso de forrageiras conservadas para complementar a
alimentacdo dos equinos. A produg¢do de fenos de gramineas ou leguminosas ¢
bastante onerosa e ha grande demanda da sociedade por estudos que apresentem alternativas
mais econdmicas para a nutri¢do adequada de equinos.

Na prética, o uso de capineiras, silagens e cana-de-a¢tcar na alimentagdo de equinos ¢
frequentemente observado durante o periodo da seca nas propriedades mineiras. Porém,
faltam informacdes técnicas cientificas para orientagcdo sobre a utilizacdo desses alimentos na
dieta dos equinos, sem que ocorra comprometimento de seu desempenho esperado.

As forrageiras tropicais sdo mais adaptadas as condi¢cdes edafoclimaticas brasileiras,
sendo frequentemente utilizadas na alimentagdo dos equinos. As cultivares
de Pennisetum purpureum (cultivares Cameroon, Napier, Mercker, Comum, Mott e Hibridos
interespecificos) sdo as mais representativas do género Pennisetum devido ao seu alto

potencial produtivo, sendo comumente chamadas de capim-elefante (Reis et al., 2013).
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No entanto, deve-se considerar que diversas gramineas tropicais, incluindo o capim-
elefante podem acumular em sua composi¢do o oxalato, um fator antinutricional que, em
concentragdes elevadas ¢ toxico para os equinos (Rahman e Kawamura, 2011). De acordo
com Blaney et al. (1981), as gramineas que apresentam relagdo Ca:oxalato total inferior a
0,5:1, contendo mais de 0,5% de oxalato total sdo consideradas potencialmente perigosas
quando utilizadas por periodos prolongados como unica fonte de volumoso para equinos.

Silvestre (2017) observou relagdes entre Ca:oxalato menores que 0,5 no capim-
elefante entre 1,00 e 2,60 m de altura, tanto no periodo chuvoso quanto no periodo seco, € o
teor de oxalato foi superior a 0,5%, o que poderia reduzir a absor¢do do célcio dietético em

equinos.

1.3. Hiperparatireoidismo nutricional secundario

O Hiperparatireoidismo Nutricional Secundario (HNS), também chamado de
Osteodistrofia Fibrosa e popularmente de “Cara Inchada”, ¢ um distirbio metabdlico
ocasionado pela redugdo da concentragdo sanguinea de calcio (Ca), que induz aumento na
secrecdo de paratormonio (PTH) para retirada deste mineral dos ossos visando manter a
homeostase sanguinea. A etiologia dessa sindrome metabdlica estd relacionada ao
fornecimento de dietas com relacdo Ca:P inadequada, na maioria das vezes ocasionada por
ingestdo de gramineas com concentragdes elevadas de oxalato. Esse distirbio metabdlico
também pode acontecer em rebanhos que recebem suplementacdo com graos, pois esses
alimentos possuem relagdo Ca:P muito baixa e, portanto, se forem oferecidos aos equinos,
devem ser balanceados com suplemento rico em Ca (Rezende e Costa, 2009). A
hipovitaminose D também pode causar o hiperparatireoidismo nutricional secundario nos
animais que sdo mantidos estabulados, mas essa deficiéncia ¢ rara no rebanho equino
brasileiro, onde, na maioria dos criatérios, os animais sao criados de forma extensiva ou
semiextensiva e tém acesso a luz solar durante tempo suficiente para suprir sua necessidade
de vitamina D.

O principal sinal clinico do HNS ¢ o aumento dos ossos da face, geralmente bilateral e
simétrico, decorrente a tumefacdo e amolecimento 6sseo. Em casos mais severos, dispneia e
dificuldade de degluticdo podem ser observados devido a deformidade d6ssea (Puoli-Filho et
al., 1999; Méndez & Riet-Correa, 2007). Segundo Smith (1993) os ossos da cabeca sdo os
mais gravemente acometidos, havendo espessamento dos ossos mandibular, palatino,

zigomatico e lacrimal. Em casos de excessiva mobilizacdo 6ssea ocorre uma hierarquia de
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mobilizacdo, sendo os ossos da mandibula os primeiros a serem afetados, seguidos pelos
ossos do cranio, costelas, vértebras e ossos longos (Jubb et al. 1993).

De acordo com Rezende et al. (2015), a deficiéncia de Ca no organismo animal pode
ser provocada pela alta concentracdo de oxalato presente principalmente nas forrageiras
tropicais. Quando os equinos ingerem gramineas com altas concentragcdes de oxalato, a
deficiéncia de Ca acontece porque esse mineral se liga a0 oxalato no intestino delgado e
forma um complexo insoluvel denominado oxalato de Ca (Puoli Filho et al., 1999). O oxalato
presente nas pastagens, quando em concentragdes maiores que 2% da matéria seca, causa
reducdo na biodisponibilidade do Ca (Kienzle e Zorn, 2006). Deficiéncia de Ca decorrente do
pastejo de plantas ricas em oxalatos e com baixa propor¢do Ca:oxalato ocorre em equinos de
todas as idades, mas a incidéncia e a severidade parecem ser mais altas em éguas lactantes e
nos potros ao desmame, devido as altas exigéncias de Ca destas categorias e ao alto consumo
alimentar (Gobesso et al., 2021).

A regulagdo hormonal da homeostase do Ca e do P ¢ modulada principalmente pelo
PTH, calcitonina e 1,25-dehidroxicolecalciferol (vitamina D), os quais atuam
simultaneamente nos o0ssos, intestinos e rins. Desse modo, a indisponibilidade do Ca
ocasionada pelas altas concentra¢des de oxalato reduzird a relagdo Ca:P, provocando aumento
da concentracdo de PTH como forma de regular a homeostase. O PTH ¢ responsével pela
mobilizacdo de Ca dos ossos e redugdo na sua excrecdo, além do aumento na excrec¢ao
urinaria de P. Sendo assim, o aumento do P, vindo da dieta, ¢ a redugdao do Ca estimulam a
secrecdo de PTH para que ocorra reabsor¢ao de Ca dos ossos a fim de manter a relagdo Ca:P
no sangue dentro dos valores fisioldgicos, numa relacdo de 2:1 (Estepa et al., 2006; Gracitelli
et al., 2002).

Os desequilibrios minerais sdo geralmente de dificil diagndstico até que se tornem
graves com caracteristicas irreversiveis. Por isso, o diagnostico do HNS deve ser baseado
principalmente no histdrico clinico, manejo, alimentagdo e analise mineral da dieta (Ronen et
al., 1992). A concentracdo sérica de minerais no animal ndo sofrera alteracdes significativas,
pois com a secre¢do do PTH, o animal manterda a relagdo Ca:P dentro dos valores fisioldgicos.
Porém, de acordo com Toribio (2011) algumas andlises podem auxiliar no diagnostico dessa
desordem metabolica, como a dosagem da concentragdo de PTH, calcitonina e exames

radiograficos.
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1.3.1. Parametros bioquimicos

Pardmetros bioquimicos sdo utilizados como ferramenta que podem auxiliar na clinica
e no manejo alimentar dos equinos (Ferreira et al., 2006). As concentra¢des dos metabolitos
ou enzimas sanguineas podem servir como referéncia para o diagndstico de distirbios
metabolicos se estiverem acima ou abaixo dos niveis considerados normais para a fisiologia
de cada animal. Para Wittwer (1995), quando os valores analisados ndo condizem com os
valores de referéncia, pode significar que os animais estdo em desequilibrio nutricional ou
sofreram alteracdes organicas que levaram a reducdo na capacidade de utilizagdo de um
determinado nutriente.

Por meio de avaliagdo da composi¢do bioquimica sanguinea, ¢ possivel diagnosticar
lesdes teciduais, transtornos no funcionamento de determinado 6rgao, adaptagdo do animal ao
manejo nutricional, desequilibrios metabodlicos especificos e intoxicagdes, permitindo assim,
descrever a situagdo metabolica que os tecidos animais se encontram (Gonzales e Scheffer,
2002).

Sendo assim, em animais com suspeita de patologias inespecificas, ¢ comum a
avaliagdo das concentragdes sanguineas de minerais, como Ca, P e Mg, além de enzimas,
como gama-glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA), visto que os resultados

refletem a satlde do animal.

1.3.1.1. Calcio, fosforo, fosfatase alcalina e gama-glutamiltransferase

Segundo Lewis (2000), as concentracdes plasmaticas de fosfatase alcalina (FA), Ca e P
tém pouco beneficio no diagnostico dos desequilibrios dietéticos de Ca, pois flutuam com
pequena alteragdo consistente ocorrendo como resultado do consumo de Ca inadequado ou
excessivo. Além disso, os achados laboratoriais podem estar dentro dos limites normais se o
animal estiver ingerindo uma dieta equilibrada. Dessa forma, cavalos com HNS preservam
anormocalcemia as custas das reservas esqueléticas e ndo desenvolvem sinais de
hipocalcemia aguda (Toribio, 2011).

A fosfatase alcalina (FA) ¢ uma enzima que retira o P das proteinas e dos nucleotideos.
Esta presente em todo o organismo na forma de isoenzimas especificas para cada tecido. Altas
concentragdes de FA sdo encontradas no figado e nos ossos, portanto, elevagdes na dosagem
sérica desta enzima ocorrem por alteragdes hepaticas, alta remodelagdo dssea ou metastases
Osseas. Desse modo, a dosagem da FA nos pacientes com HNS, desde que ndo apresentem
alteracdes hepaticas, serve como um teste adjunto no diagnostico e como um parametro no

acompanhamento do tratamento (Gueiros et al., 2011).
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A gama-glutamiltransferase (GGT) ¢ wuma enzima de membrana presente
principalmente nas células epiteliais dos ductos renais e biliares, além de ser encontrada
no figado, rins, pancreas e intestino (Ceriotti et al., 2010).

Quando sdo observadas concentracdoes de GGT acima dos valores de referéncia,
mesmo que esteja em muitos tecidos, essa alteragdo estd primariamente relacionada
com doengas hepaticas, especialmente nos ductos biliares (Kaneko et al., 2008). Entretanto,
quando a GGT estéd dentro dos valores de referéncia e a FA encontra-se aumentada, significa
que esta elevacgdo esta relacionada a presenca de alteracdes dos tecidos dsseos.

Ronen et al. (1992) verificaram concentragdes séricas de Ca, P e FA dentro dos
valores de referéncia em equinos diagnosticados com HNS, exceto em um dos casos, o qual o
animal apresentava aumento da concentracdo de FA, além de grave alargamento do maxilar e
comprometimento da marcha. Em contrapartida, em todos os casos havia outras alteracdes
presentes como a concentracao de PTH e excrecdo urindaria de P.

Entretanto, Maidana et al. (2014) observaram em equinos com HNS aumento (P<0,05) na
concentracdo de P em relagdo aos valores de referéncia, enquanto as concentragdes de Ca se
mantiveram dentro da faixa de referéncia, exceto para uma égua, que apresentou quadro
avancado de HNS e concentragdo sérica de 17,2 mg/dL de Ca. Como resultado, a
relacdo Ca:P reduziu significativamente (aproximadamente 1:1), demonstrando mobilizagao
limitada do Ca 6sseo, o que possibilitou redugdo na razdo sérica desses minerais.

Do ponto de vista fisiopatologico, devido ao estabelecimento de um quadro de
osteodistrofia grave, decorrente de evolugdo cronica da doenga, ocorre menor mineralizagao
6ssea com o Ca e como consequéncia haverd menor disponibilidade para mobilizagao
adicional deste mineral. Ao mesmo tempo, ha persisténcia de alta concentragao de P, devido a
alta ingestdo e absor¢do diaria da dieta. Sendo assim, o organismo apresentard maior

dificuldade em mobilizar o Ca.

1.3.1.2. Magnésio

Além do Ca e P, o magnésio (Mg) ¢ um macromineral essencial ao crescimento e
desenvolvimento 6sseo (Meacham, 1984). De acordo com o NRC (2007), 60% do Mg do
organismo encontra-se nos ossos e cerca de 30% na musculatura.

O papel do Mg tem recebido menos atencdo do que o Ca em pacientes criticos,
provavelmente porque, por serem herbivoros, os equinos ndo sofrem deficiéncia desse

mineral. Isso acontece porque, geralmente, as pastagens possuem concentragdes desse mineral
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proximas as suas exigéncias nutricionais, que vao de 2,56 g a 6,78 g de Mg por kg de matéria
seca por dia para cavalos em crescimento (NRC, 2007).

Em humanos, a deficiéncia de Mg pode resultar em hipocalcemia ligada a secre¢ao
prejudicada de PTH, bem como resposta renal e esquelética (Toribio et al., 2007). Ainda,
acredita-se que o Ca adicional na dieta gera aumento na formagdo Ossea e, consequentemente,
aumento na retencdo de Mg (NRC, 2007). Porém, estudos de equilibrio sugerem que dietas
com excesso de Ca diminuem a utilizacdo de magnésio, mas tanto a deficiéncia quanto o
aumento de Mg aumentam a absor¢ao de Ca (Meacham, 1984).

Quando o oxalato ¢ ingerido pelo animal, ele se une a cations bivalentes, como Ca e
Mg, diminuindo a disponibilidade e utilizagdo desses minerais (Hintz et al., 1984; Miyasaki et
al., 2003; Méndez & Riet-Correa, 2007). Além disso, segundo Wolter (1992), desbalanco na
relacdo Ca:P prejudica a absor¢do de Ca, Mg e outros microelementos como o
Zinco. Portanto, a suplementacdo com Mg devera ser feita nas dietas de equinos ingerindo
forrageiras com excesso de oxalato (NRC, 2007).

Os efeitos da deficiéncia de Mg na homeostase dssea ndo sdo muito bem esclarecidos,
entretanto, existe alta correlacdo entre as concentragdes deste mineral e o tecido 0sseo

(Rude et al., 2003).

1.3.1.3. Paratormonio

Um dos principais achados clinicos em equinos com HNS ¢ o aumento da concentragao
sanguinea de PTH (Mendoza et al., 2017), visto que este hormonio age nos o0ssos, trato
intestinal e rins para regular as concentragdes plasmaticas de Ca.

Ronen et al. (1992) mostraram aumento na concentracio de PTH nos trés estudos
de casos que avaliaram, mesmo sem observar alteracdo nos niveis séricos de Ca, P e FA,
sendo que o animal que estava no estagio mais avangado da doenga obteve o maior valor de
PTH.

Em outro estudo de casos, Lacitignola et al. (2018) também observaram concentracdes de
PTH maiores que os valores de referéncia (75-95 pg/mL), emum pdneide 3 anos
(567 pg/mL) e em outra de 5 anos de idade (>2000 pg/mL), as quais estavam em estagios
avancados da doenga, apresentando deformagdes Osseas visiveis. Em ambos os animais
houve normocalcemia, hiperfosfatemia e concentragdes de FA acima dos valores de
referéncia.

Reducao sérica de Ca aumenta a secrecdo de PTH pela glandula paratireoide, que por sua

vez atua nos rins para aumentar a reabsor¢do de Ca e a sintese de vitamina D. Além disso,
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também atua nos ossos para aumentar a reabsor¢do Ossea osteoclastica (Toribio et al.,
2007; Toribio, 2010).

Neste contexto, a redu¢do do Ca sanguineo, devido a sua indisponibilidade, estimula a
secrecdo de PTH no cavalo. Além disso, a hiperfosfatemia inibe a sintese renal de vit D e,
como a vit D inibe a fun¢do das células paratireoideanas, a hipovitaminose D contribui para a
hiperplasia das células para-tireoidianas e, consequentemente, ocorre secre¢do excessiva de

PTH (Toribio, 2011).

1.3.2. Avaliac¢oes radiograficas

O PTH aumenta a atividade osteoclastica, reabsor¢cdo e perda 6ssea com acumulo de
tecido conjuntivo ndo mineralizado (osteodistrofia fibrosa) nos ossos o que ¢ facilmente
visualizado através do aumento da face (cabega grande). Dessa forma, a avaliagdo
radiografica ¢ recomendada, pois pode auxiliar no diagnostico. Esses animais podem ter
densidade oOssea cortical e trabecular reduzida (compativel com osteopenia), deformidades
esqueléticas e fraturas, embora a interpretagdo possa ser desafiadora em alguns casos, porque
a perda Ossea importante deve estar presente antes que seja evidente radiograficamente
(Mendoza et al., 2017). Mas, para isso, a densidade 6ssea deve reduzir-se em 30% antes de
ficar radiograficamente evidente (Lewis, 2000).

As deformidades angulares dos membros sdo alteragdes osteomusculares que se
refletem nos angulos articulares, principalmente na articulagdo metacarpo ou metatarso
falangeano e no eixo falangeano distal (Mcllwraith, 2004; Thomassian, 2005). Sao definidas
como desvios do eixo vertical dos membros no seu plano frontal, denominando-os pelas
articulagdes envolvidas., sendo muito comum em potros estabulados ou em dietas com
concentragdes inadequadas de proteina, energia e minerais (Bertone, 2002; Sperandio e
Denadai, 2019). Neste contexto, a radiografia ¢ um recurso indispensavel para avaliar o ponto
pivo (centro do desvio), sua natureza e o grau de desvio angular (Fiorin et al., 2017).

A espessura da cortical 6ssea estd associada a rigidez do osso, sendo essa rigidez
dependente da quantidade de forcas a que esse osso estd submetido (Palierne et al., 2006). O
indice cortical pode ser quantificado por meio da relagdo entre o didmetro da cavidade
medular e a espessura da cortical, sendo que este parametro reflete a estrutura do osso e pode
variar em situagdes de doengas ortopédicas ou em resposta as forcas biomecanicas atuantes

sobre 0 0ss0.
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1.3.3. Analise metabolomica
De acordo com Marzzoco e Torres (2007) todos os organismos vivos constituem, em seu

conjunto, um sistema estavel de reacdes quimicas e de processos fisico-quimicos mantidos a
custa de energia. O processo de obten¢do, armazenamento, utilizagdo de energia e a
transformag¢do de precursores obtidos do meio em compostos caracteristicos de cada
organismo sdo efetuados por uma intrincada rede de milhares de reacdes quimicas e

constituem o que conhecemos por metabolismo (Figura 1).

Figura 1. Diagrama demonstrando a complexidade e interligacdo entre as vias e
reagdes metabolicas dos organismos
Fonte:

https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/marketing/global/d

ocuments/261/398/metabolic-pathways-poster.pdf

O termo metabolismo ¢ definido essencialmente como uma série de
reacdes quimicas interligadas, com inicio com uma molécula em particular, a
qual é convertida em uma ou mais moléculas diferentes, obedecendo a um

padrdo definido (Nelson e Cox, 2017).
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Por meio da andlise metabolomica ¢ possivel fazer avaliagdo global de todos os
metabolitos presentes em uma amostra de tecido ou fluido (Cuperlovic-Culf et al., 2010),
sendo capaz de revelar desequilibrios homeostaticos nos sistemas bioldgicos, com grande
capacidade de fornecer informagdes dos diversos biofluidos como o plasma, sangue total,
soro, urina, saliva, liquido cefalorraquidiano e liquido sinovial (Zhang et al., 2012). Dessa
forma, ¢ possivel determinar alteragdes nos perfis de pequenas moléculas relacionadas a uma
determinada doenga, uma intervencdo terapéutica, modificacdo genética ou uma variagao
ambiental.

Os metabolitos sdo considerados os produtos do metabolismo e sdo representados por um
grupo de estruturas de baixo peso molecular (<2000 Da), incluindo lipideos, aminodacidos,
peptideos, acidos nucleicos, dcidos organicos, vitaminas, tidis e carboidratos (Zhang et al.,
2012).

Este tipo de avaliacdo tem sido bastante utilizado para investigar o estado fisioldgico dos
organismos e na identificacdo de vias metabdlicas alteradas em decorréncia de afec¢des ou
tratamentos instituidos (Zhang et al., 2012). Por meio do estudo dos metabolitos ¢ possivel
definir o estado atual do sistema a ser estudado, como resultado da pressdo ambiente e do
potencial genético (Priori et al., 2013), o qual reflete alteragdes fenotipicas e funcionais (Putri
et al., 2013; Ruggeri et al., 2013). Os niveis dos metabdlitos endogenos e biomarcadores,
envolvidos em determinada via celular, podem indicar caracteristicas tanto fisiologicas quanto
patologicas (Barthi, 2013).

Esta nova abordagem pertence a familia das ciéncias “Omicas”, a qual ¢ composta pela
gendmica, transcriptomica e protedmica (Figura 2), e ¢ caracterizada por ser dirigida por

dados, sem o uso de modelos pré-determinados.
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Figura 2. Representagdo da cascata das abordagens “Omicas”.

Fonte: Adaptado de Goodacre, 2005.

1.3.3.1. Conceitos da ressonincia magnética nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear, do inglés Nuclear Magnetic Resonance (NMR) ¢
uma técnica de exame da matéria baseada no conceito de que certos nucleos atdmicos siao
intrinsecamente magnéticos. No entanto, apenas um nimero limitado de is6topos apresenta
esta propriedade denominada spin, como o hidrogénio ('H), carbono ('*C), nitrogénio (°’N) e
oxigénio (170) (Berg et al., 2002). Desse modo, a 'H RMN baseia-se na medida da alteragdo
do eixo de rotagdo do spin destes niicleos quando submetidos a um campo magnético.

Os nucleos das amostras que sofreram perturbacdo absorvem a radiacio
eletromagnética em uma frequéncia passivel de mensuragdo. Com isso, os deslocamentos
quimicos, ou seja, as diferentes frequéncias, sdo expressas em unidades fracionais &
(partes por milhdo — ppm) de Hertz em relagdo ao deslocamento de um composto padrao

(Berg et al., 2002).
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1.3.3.2. Aplicacées na medicina humana e veterinaria

Devido seu carater pouco invasivo e por sua alta sensibilidade, a analise metabolomica
tem se tornado uma modalidade diagnodstica promissora, aprimorando a forma como a
medicina identifica os biomarcadores das doencas e, consequentemente, resultando em
avaliacdes globais do perfil metabdlico dos pacientes. Este fato se torna essencial em casos
em que o tratamento precoce ¢ primordial para a recuperacdo, como a isquemia aguda do
miocérdio (Bodi et al., 2013) e cancer (Putri et al., 2013), uma vez que fornece informagdes
cruciais a respeito do metabolismo. Em tumores malignos, as concentragdes de colina,
inositol, alanina, glicina e fosforietanolamina aumentam de acordo com a malignidade dos
tumores cerebrais (Kinoshita e Yokota, 1997), enquanto o lactato e alanina estdo relacionados
com cancer pulmonar (Fan et al., 2009) e os metabdlitos colina, aminoacidos, taurina e lactato
indicam a malignidade do cancer da vesicula biliar (Bharti et al., 2013).

Outra aplicacdo da analise metabolomica na medicina € nos disturbios psiquiatricos e
doencas do sistema nervoso central. Devido a dificuldade de um diagndstico quantitativo, a
analise metabolomica tem se tornado fundamental na determinagdo de um perfil metabdlico
para fins diagnosticos e na avaliagdo do tratamento (Putri et al., 2013).

Além disso, esta técnica tem sido amplamente utilizada na avaliagdo das doengas articulares,
tais como a osteoartrite, artrite reumatdide, artrite séptica e gota (Van Der Wietmarschen et
al., 2012; Hugle et al., 2012; Adams et al., 2012; Priori et al., 2013).

Nas ciéncias veterindrias, esta técnica ainda ¢ pouco explorada, sendo que a maioria das
pesquisas ¢ direcionada as artropatias no modelo experimental canino (Damyanovich et al.,
1999; Crovace et al., 20006).

Na medicina veterinaria de equinos, Ralston et al. (2009) investigaram o perfil bioquimico
do soro de potros Standardbred por meio da analise metabolomica. Os autores compararam
potros filhos de um mesmo garanhdo, com e sem osteocondrite dissecante (OCD) da
articulagdo tibiotarsica. Os resultados obtidos mostraram a clara separacdo entre os grupos
doentes e higidos por meio de métodos estatisticos de Andlise da Componente Principal
(PCA). Além disso, foram observados aumentos significativos nos niveis de colina, tirosina,
treonina, lisil albumina e beta-glicose, assim como menores concentracdes de aminodcidos,
alfa-glicose e lipoproteinas de baixa densidade nos animais com OCD.

Existem diversas técnicas para realizacdo da analise metabolomica, sendo que as mais
comumente utilizadas sdo a Espectroscopia por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN),
Espectrometria de Massa (EM) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Barthi et
al., 2013; Fitzpatrick & Young, 2013). Dentro do campo da metabolomica em biofluidos
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destaca-se a técnica de RMN, por se tratar de uma excelente maneira de definir o perfil deste
tipo de amostra, caracterizada como uma solu¢do complexa (Zhang et al., 2012).

O HNS cria mudangas na via metabolica do animal, alterando os compostos e/ou suas
quantidades que naturalmente se espera para o animal sadio. Desta forma, como pequenos
desvios no metabolismo de animais sadios e acometidos de alguma patologia podem ser
detectados por RMN, quando associada ao estudo de varios animais utilizando andlise
multivariada, poderia criar modelos estatisticos de pré-deteccdo desta patologia, gerando
impressoes digitais espectrais para animais acometidos em relagdo aos sadios. Além disto,
dado ao enorme niimero de metabolitos, primarios e secundarios, detectados simultaneamente
pela RMN e o resultados obtidos pela andlise estatistica da variacdo da quantidade destes
metabolitos, seria possivel entender os desvios sofridos pelo metabolismo, e compensar estes

desvios durante o tratamento (Priori et al., 2013; Fitzpatrick & Young, 2013).

1.3.3.3. Analise da Componente Principal (PCA)

O método estatistico de elei¢do para os dados da andlise metabolomica ¢ a Andlise de
Componente Principal (Principal Component Analysis - PCA), a qual consiste na
determinag@o de novo sistema coordenado através do estudo da correlacdo entre as matrizes.
A andlise de componentes principais (PCA) ¢ um método ndo supervisionado de anélise
exploratdria, ou seja, que nao faz uso de informagdes prévias sobre as distribuicdes das
amostras e, que possibilita a detec¢do dos padrdes essenciais no conjunto de dados.

Uma componente principal ¢ definida por um par de pesos e escores, sendo 0s pesos
responsaveis pela descricdo das relagdes entre as varidveis e os escores pela descrigdo das
relagdes entre as amostras, em cada componente principal. Portanto, similaridades e
diferengas entre amostras ou varidveis podem ser vistas através de graficos de escores ou
pesos, respectivamente, de uma componente principal versus outra.

As componentes principais sdo obtidas de modo a descrever a maxima varidncia nos
dados e sdo calculadas em ordem decrescente de importdncia. Em outras palavras, a primeira
componente principal sempre descreve maior variancia do que a segunda componente, que
por sua vez descreve maior variancia que a terceira e assim sucessivamente.

Desta forma, a PCA fundamenta-se na correlacdo entre as variaveis e assim reduz a
dimensionalidade dos dados permitindo que determinadas informagdes fiquem mais evidentes

(WOLD et al., 1987).
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CAPITULO II - PERFIL METABOLICO E AVALIACAO RADIOGRAFICA DE
POTROS MANGALARGA MARCHADOR RECEBENDO GRAMINEA COM BAIXA
RELACAO CA:0OXALATO E CONCENTRADO COM DIFERENTES RELACOES
DE CA:P

2.1. RESUMO

Potros alimentados com dietas deficientes em calcio no primeiro ano de vida podem
apresentar debilidades estruturais e distirbios metabolicos que, consequentemente, depreciam
seu valor econdmico e futuro desempenho atlético. O Pennisetum purpureum (capim-elefante)
¢ utilizado na alimentacdo dos equideos e apresenta alta concentragdo de oxalato, o qual pode
formar composto insoluvel com o célcio (Ca) dietético, reduzindo sua absor¢do. Este estudo
teve por objetivo verificar se o consumo do capim elefante como Unica fonte forrageira, sal
mineral ad libitum e concentrado suplementar com diferentes relacdes entre calcio (Ca) e
fosforo (P) afeta o metabolismo destes minerais em potros desmamados. Dezesseis equinos
machos, Mangalarga Marchador, entre 5 e 10 meses foram distribuidos aleatoriamente em 4
grupos diferenciados por receberem concentrado suplementar com relagdo Ca:P distinta (2:1;
3:1; 5:1; 6:1). Amostras sanguineas foram coletadas antes do periodo de adaptacdo e aos 15,
43 e 71 dias apds o fornecimento das dietas, para avaliar as concentracdes de Calcio (Ca),
Fosforo (P), Paratormonio (PTH), fosfatase alcalina, (FA) gamaglutamiltransferase e para as
andlises metabolomicas. Imagens radiograficas também foram realizadas para verificar o
indice cortical (IC) e a ocorréncia de deformidade angular. Para avaliar os resultados das
andlises sanguineas e radiogréficas utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso com arranjo
de parcelas subdivididas. A avaliagdo metabolomica foi feita por analise dos componentes
principais e pela comparacdo visual dos espectros e da intensidade dos picos dos metabolitos
de interesse. O consumo do capim elefante como unica fonte de forrageira, juntamente com
concentrado balanceado com relagcdo Ca:P entre 2:1 e 6:1 durante 71 dias ndo interferiu no
metabolismo do cdlcio e nas varidveis radiograficas avaliadas (&ngulo da deformidade e
indice cortical) em potros pds desmama. A andlise metabolomica identificou 22 metabolitos
com aumento dos metabolitos 3-hidroxibutirato, acetona, valina, isoleucina, leucina, creatina,
fosfocreatina, creatinina, dimetilsulfona, glicose, piruvato, glicerol, N-acetilglicosamina,
propionato, lactato, acetato, glicolato e taurina e redu¢do de alanina, treonina e metionina,
mostrando incremento do metabolismo energético em potros durante a fase de crescimento.

Palavras-chave: equinos em crescimento, forrageiras tropicais, nutricdo animal, oxalato
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2.2. ABSTRACT

Foals fed calcium-deficient diets in the first year of life may present structural weaknesses
and metabolic disorders that, consequently, detract from their economic value and future
athletic performance. Pennisetum purpureum (elephant grass) is used to feed horses and has a
high concentration of oxalate, which can form an insoluble compound with dietary calcium
(Ca), reducing its absorption. This study aimed to verify whether the consumption of elephant
grass as the only forage source, mineral salt ad libitum and supplementary concentrate with
different ratios between calcium (Ca) and phosphorus (P) affects the metabolism of these
minerals in weaned foals. Sixteen male horses, Mangalarga Marchador, aged between 5 and
10 months were randomly assigned to 4 different groups by receiving supplemental
concentrate with different Ca:P ratio (2:1; 3:1; 5:1; 6:1). Blood samples were collected before
the adaptation period and at 15, 43 and 71 days after feeding the diets, to evaluate the
concentrations of Ca, P, parathormone (PTH), alkaline phosphatase (FA)
gammaglutamyltransferase and for metabolomic analysis. Radiographic images were also
taken to verify the cortical index (CI) and the occurrence of angular deformity. To evaluate
the results of blood and radiographic analysis, a randomized block design with split-plot
arrangement was used. Metabolomic evaluation was performed by principal component
analysis and by visual comparison of the spectra and peak intensity of the metabolites of
interest. The consumption of elephant grass as the only forage source and balanced
concentrate with a Ca:P ratio between 2:1 and 6:1 for 71 days didn't interfere with calcium
metabolism in weaned foals. Metabolomics analysis identified 22 metabolites with increased
metabolites 3-hydroxybutyrate, acetone, valine, isoleucine, leucine, creatine, phosphocreatine,
creatinine, dimethylsulfone, glucose, pyruvate, glycerol, N-acetylglucosamine, propionate,
lactate, acetate, glycolate and taurine and reduction of alanine, threonine and methionine,
showing an increase in energy metabolism in foals during the growth phase.

Keywords: animal nutrition, growing horses, oxalate, tropical forages

2.3. INTRODUCAO

Os equinos possuem acelerado desenvolvimento no seu primeiro ano de vida,
atingindo 90% da altura adulta, e, quando os potros sdo submetidos a um programa
nutricional deficiente durante esta fase, podem apresentar problemas ortopédicos,
prejudicando sua vida adulta, principalmente, se esses problemas estiverem relacionados a

deficiéncia ou excesso de proteina, energia e/ou minerais.
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No entanto, a maioria das forrageiras que se adaptam as condig¢des climaticas do Brasil
apresentam concentragdes de  oxalato que podem  predispor a  ocorréncia
de Osteodistrofia fibrosa (“cara inchada”), patologia frequente em diversos estados
brasileiros, principalmente em Minas Gerais. Esta sindrome metabolica ¢ caracterizada por
osteopenia (diminuicdo da densidade mineral 6ssea) devido a exacerbada reabsor¢do Ossea,
levando a substituicdo do tecido 6sseo por tecido fibroso (Curcio et al., 2010), além de
predispor os animais a deposi¢do de cristais insoluveis de oxalato nos rins, o que pode
ocasionar lesdo renal (Lewis, 2000). Uma vez instalada, a Osteodistrofia fibrosa € irreversivel,
o que compromete o desempenho do animal por toda a sua vida (Rezende, 2012).

Isso ocorre, pois, o oxalato se liga ao célcio (Ca) no intestino delgado, formando um
complexo insoluvel denominado oxalato de Ca (Puoli Filho et al., 1999) e, consequentemente,
reduz a biodisponibilidade do Ca (Kienzle e Zorn, 2006). A indisponibilidade deste mineral
reduzira a relagdo Ca:P, provocando aumento da concentra¢do do paratormoénio (PTH) como
forma de regular a homeostase do Ca e P por meio da mobilizagdo de Ca dos ossos e redugao
na sua excrecdo, além do aumento na excrecdo urinaria de P (Estepa et al., 2006; Gracitelli et
al., 2002).

Desse modo, este estudo teve como principal objetivo, avaliar os efeitos do consumo
de uma forrageira com alto teor de oxalato (Pennisetum purpureum), associado ao consumo
de concentrado com diferentes relagcdes de Calcio:Fosforo (Ca:P) sobre o metabolismo do

calcio em potros Mangalarga Marchador.

2.4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 16 potros machos Mangalarga Marchador com idade inicial de 5 a 10
meses ¢ peso vivo médio de 148,97 + 8,56 kg. Os potros eram provenientes do mesmo
criatorio e ficaram alojados em piquetes, sem cobertura vegetal, com acesso apenas a
bebedouros, cochos cobertos para fornecimento da forrageira e sal mineral ad libitum e
unidades de servico individuais, onde foi oferecido o concentrado suplementar.

A fase experimental teve duragdo de 71 dias, sendo 15 dias para adaptacdo dos animais ao
manejo e dietas experimentais € nos outros 56 dias os potros foram avaliados.

Os tratamentos experimentais foram os concentrados suplementares que eram
isoenergéticos e isoprotéicos diferindo apenas na relacdo Ca:P, as quais foram 2:1, 3:1. 5:1 e

6:1. caracterizando os 4 tratamentos experimentais (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracterizacdo os Grupos Experimentais

Grupos Célcio Célcio Oxalato  Ca:oxalato
Dieta .
Experimentais* Concentrado Forragem Forragem Dieta

capim-elefante +
2:1 concentrado com 1,34 0,49 2,32 0,60
relacdo Ca:P de 2:1

capim-elefante +
3:1 concentrado com 2,20 0,49 2,32 0,84
relacdo Ca:P de 3:1

capim-elefante +
5:1 concentrado com 3,62 0,49 2,32 1,25
relacdo Ca:P de 5:1

capim-elefante +
6:1 concentrado com 4,28 0,49 2,32 1,44
relacdo Ca:P de 6:1

*n=4

A composi¢do das dietas experimentais encontra-se na Tabela 3. Essas dietas foram
oferecidas aos potros na propor¢do de 1,2% de PV/dia, sendo que o valor calculado foi
dividido em duas porg¢des didrias (9h00 e 17h00), e fornecido individualmente nas unidades

de servigo.
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Tabela 3. Matéria seca da proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM),
fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente 4cido (FDA), célcio (Ca), fosforo (P) e

oxalato, dos concentrados suplementares e do capim elefante (Pennisetum purpureum)

Composi¢ao Concentrados Experimentais Capim
Quimica (%MS) 2:1 3:1 5:1 6:1 elefante
PB 17,59 17,68 17,69 17,59 5,87
EE 2,47 1,57 2,96 2,08 2,43
MM 12,40 13,76 13,0 13,36 9,26
FDN 17,05 17,47 16,41 16,02 75,53
FDA 7,29 7,08 7,07 6,88 56,38
Ca 1,34 2,2 3,1 3,62 0,49
P 0,62 0,63 0,62 0,61 0,52
Oxalato - - - - 2,33

Legenda: PB: proteina bruta, EE:extrato etéreo, MM: matéria mineral, FDN: fibra em

detergente neutro, FDA: fibra em detergente acido, Ca: célcio, P: fésforo

As coletas de material para avaliagdo dos tratamentos foram feitas antes do fornecimento
dos concentrados (dia 0) e aos 15, 43 e 71 dias apds o fornecimento dos concentrados
experimentais.

A area de capineira de capim-elefante foi manejada para que o ponto de corte durante todo
o periodo experimental fosse feito quando o capim-elefante atingisse entre 60 e 90 dias de
idade, com altura ndo superior a 1,8 m. Para fornecimento aos animais essa forrageira foi
picada com 5 cm de comprimento e, logo apds o corte, foi fornecido aos animais.

As coletas sanguineas foram realizadas em tubos tipo vacutainer, sem anticoagulante, para
as analises metabolomicas e determinacdo das concentragdes séricas de Ca, P, GGT
(gamaglutamiltransferase), paratormonio (PTH), fosfatase alcalina (FA). As amostras foram
centrifugadas para separacdo da fracdo liquida do sangue e, em seguida, congeladas a -20°C
apoOs acondicionamento em tubos eppendorf de 2 mL para posteriores analises laboratoriais.
As concentragdes séricas de Ca, P, PTH, FA ¢ GGT foram avaliadas no laboratério de
Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da UFMG através de kits comerciais (Bioclin®).

Para as analises metabolomicas, foi pipetado 500ul da amostra que foi acondicionada em
tubos de RMN contendo 50ul de dgua deuterada, utilizada para o lock no equipamento de

RMN e padrao TSP (4cido trimetilsililpropandico). A agua deuterada age como solvente para
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promover a estabilizacdo da aquisi¢ao de dados. O instrumento “trava” na ressonancia do
deutério, a qual ndo serd observada, atingindo uma estabilidade da frequéncia do campo. Isto
¢ necessario, pois 0 campo magnético sofre pequenos desvios ao longo do tempo, o que a
longo prazo produziria sinais espectroscopicamente amplos e descaracterizados. Em seguida,
procedeu-se com a homogeneiza¢do por inversdo total, tomando o cuidado para ndo haver
formagdo de bolhas no interior dos tubos.

Os espectros de 'H RMN foram adquiridos no espectrometro Bruker Avance III
operado a 500.0 MHz para 'H. As amostras foram mensuradas a temperatura ambiente
(25°C), utilizando a sequéncia de pulsos de Carr Purcell Meiboom Gill (CPMG) com pré-
saturagdo do sinal da H»O. A aquisicdo foi realizada adquirindo-se 32K, com tempo de
aquisicao de 1,6s (SW=20.61 ppm). O sinal remanescente da dgua foi suprimido com pré-
saturagdo em onda continua (CW) durante 1.2s, e 160 varreduras foram utilizadas para se
obter uma boa relacdo sinal-ruido. Apés a obten¢do dos dados, os FIDs foram processados no
software Topspin®, aplicou-se a multiplicagdo exponencial e a transformada de Fourier, a
fase foi corrigida, a linha de base foi ajustada e os espectros foram calibrados usando pico
DSS a Oppm. Os picos foram atribuidos aos seus respectivos metabolitos usando a versao de
teste do ChenomX NMR Suite 9.0 Profiler® Software (ChenomX Inc.).

Além disso, apds as coletas sanguineas foram realizadas duas incidéncias radiograficas
das articulagdes metacarpofalangica e radiocarpometacarpiana esquerda, uma dorso-palmar e
outra latero-medial. Essas radiografias foram feitas com uso de equipamento de raio-X
portatil e todos os potros ficaram na mesma distancia, em relacdo ao aparelho, sendo
posicionados em estacdo forgada, em piso plano, sem inclinagdo, de modo a formar um
paralelogramo retangular. O ambiente foi coberto de modo que ndo houvesse interferéncia por
luz ou sombra sobre as regides dos animais. As imagens radiograficas foram submetidas a
revelagdo digitalizada e analisadas com auxilio do programa RadiAnt DICOM Viewer®, para
determinagdo do grau do angulo do desvio e indice cortical. Com o fim de mensurar o grau da
deformidade angular, foram tracadas duas linhas medianas e paralelas ao eixo longitudinal
dos ossos longos envolvidos. O ponto de intersec¢do das duas retas retrata o ponto pivo e o
angulo do desvio. J& o indice cortical (IC) foi calculado conforme féormula a seguir, descrita

por Rezende et al. (2000):

larguratotal do osso — largura da cavidade medular
x 100
larguratotaldo osso

Indice Cortical=
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Os dados de concentragdes séricas de Ca, P, GGT, PTH e FA e das anélises radiograficas
foram avaliados segundo o modelo de delineamento blocos ao acaso com arranjo de parcelas
subdivididas, sendo as parcelas as proporgdes entre o Ca e o P e a subparcela os periodos de
coleta (0, 15, 43 e 71). Foram realizados testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett para avaliar
normalidade e homocedasticidade das variancias, respectivamente. Com os resultados
obtidos, foi estimado uma equag¢do de regressio, no entanto, o valor de R? foi menor que 0,5
para todas as varidveis avaliadas. Os resultados apos andlise de variancia, foram submetidos a
testes de média.

O método estatistico de elei¢do para os dados da andlise metabolomica ¢ a Andlise de
Componente Principal (Principal Component Analysis - PCA), a qual consiste na
determinagdo de novo sistema coordenado através do estudo da correlacdo entre as matrizes.
Além da Analise da Componente Principal, foram avaliados os espectros por comparaciao

visual e pela comparacdo da intensidade dos picos dos metabolitos de interesse.

2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 4 estdo os resultados da bioquimica sérica, indice cortical e deformidade
angular. Apesar dos grupos terem ingerido quantidades de célcio distintas, ndo foi observada
diferenca nas varidveis avaliadas entre grupos (p>0,05). Além disso, ndo houve efeito para
interagdo Dieta x Tempo. Foi realizado calculo para obter equagdo de regressao das varidveis,
no entanto, o R? foi menor que 0,5 para todas as variaveis avaliadas, mas houve diferenga
(p<0,05) entre os tempos de avaliagdo nas concentragdes séricas de Ca, P, FA e PTH e no

angulo da deformidade.
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Tabela 4. Média das concentracdes séricas de célcio, fosforo, paratormoénio, magnésio, gama-
glutamiltransferase e fosfatase alcalina, além do angulo da deformidade e indice cortical de
potros Mangalarga Marchador alimentados com capim-elefante e concentrados com diferentes

relacdes entre Ca:P no periodo ap6s a desmama aos 0, 15, 43 e 71 dias de fornecimento da

dieta
VARIAVEL 0 15 43 71 CV (%)
Calcio (mg/dL) 12,09a 11,90a  10,52b 10,52b 1,73
Fosforo (mg/dL) 4,59b 4,11b 7,21a 4,59b 8,05
Paratormoénio (pg/dL) 5,19b 8,40b 31,24a 25,90a 37,84

Gama-glutamiltransferase (UI/L) 19,45a  19,73a 18.,44a 17,69a 25,46
Fosfatase alcalina (UI/L) 416,48a 415,46a 387,12b  359,03b 9,56
Angulo da deformidade (°) 3,26ab  3,34ab 2,74b 4,31a 13,46

Indice cortical (%) 45,82a 47,13a 46,99a 45,93a 10,71

Letras minusculas distintas nas linhas indicam diferenca entre os tempos de avaliagdo pelo

teste de Tukey (p <0,05)

Houve reducdo (p<0,05) das concentragdes séricas de Ca ao longo do tempo, sendo as
médias encontradas em 43 e 71 dias apds o fornecimento da dieta menores que os valores
referéncia relatados para potros por Estepa et al. (2006), de 11,0 a 13,4mg/dL. Ja em relagao
as concentragdes séricas de P, pode se verificar que aos 43 dias de fornecimento da dieta essas
médias foram maiores (p<0,05) que as encontradas nos dias 0, 15 e 71, porém todos os
valores se encontram dentro do intervalo de referéncia de 4,3 a 9,3mg/dL, também relatados
por Estepa et al. (2006).

Curcio et al. (2010) obtiveram resultados semelhantes ao presente estudo ao avaliar 38
equinos Mangalarga Marchador, com idade entre 6 meses e 3 anos de idade, mantidos em
pastagem de Aruana que continha quantidades de oxalato entre 6,15 e 6,61%. Apesar dos
animais terem apresentado Osteodistrofia fibrosa com sinais clinicos (aumento de volume dos
ossos da face e fisite distal no radio), ficou constatado que apenas em 10% as concentragdes
séricas de P estavam acima dos valores de referéncia (Estepa et. al, 2006), sendo que 61%

apresentaram concentragdes de Ca dentro dos valores de referéncia para potros (Estepa et. al,
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2006). Segundo Radostits et al. (2002), em quadros de Osteodistrofia fibrosa pode ser
observado concentragdes séricas de Ca abaixo dos valores de referéncia, assim como foi
observado no presente estudo, enquanto as de P podem estar aumentadas. No entanto, o
desequilibrio entre Ca:P na corrente sanguinea, provocado pela indisponibilidade do Ca na
dieta, estimula a secre¢do do PTH para que ocorra reabsor¢ao de Ca dos ossos visando manter
a homeostase desses minerais (relagdo Ca:P de 2:1) no sangue (Estepa et al., 2006). Desse
modo, as concentracdes de Ca e P tendem a se manter dentro dos pardmetros de normalidade,
pois cavalos com deficiéncia de Ca podem preservar a normocalcemia as custas das reservas
esqueléticas, ndo desenvolvendo sinais de hipocalcemia aguda, j4 que os niveis de de Ca
flutuam com pouca alteracdo, em consequéncia do consumo de Ca inadequado (Lewis, 2000).
Isso justifica o aumento da concentra¢do de P apenas aos 43 dias de fornecimento da dieta,
sendo que aos 15 e 71 dias esse aumento nao foi observado.

J& em relagcdo ao PTH, o aumento da concentragdo desse hormonio ¢ um dos principais
achados clinicos em cavalos com HNS, pois ele atua para regular as concentragdes
plasmaticas de Ca (Mendoza et al., 2017). No presente experimento, houve aumento (p<0,05)
da concentracdo sérica de PTH aos 43 e 71 dias de fornecimento da dieta estando associado a
reducdo das concentragdes séricas de Ca sugerindo alteragdo no metabolismo do Ca. No
entanto as médias de PTH encontradas, estdo dentro dos valores de referéncia de 4 a 65pg/mL
descritos por Estepa et al, (2003). Em estudo desenvolvido em rebanho de éguas da raca
Andaluz recebendo dieta contendo excesso de P e baixo Ca os pesquisadores verificaram que
as éguas apresentavam concentracdes séricas de PTH 10 vezes maiores que os valores de
referéncia descritos por Estepa et al., (2003), de 4 a 65 pg/mL para equinos adultos

Quando os sinais clinicos da deficiéncia de Calcio na dieta sdo sutis, o diagnostico de
HNS ¢ dificil (Estepa et al. 2006). No passado, a excrec¢do urindria fracionada (EF) de Ca e P
era utilizada para fins diagnosticos. No entanto, por defini¢do, um diagnostico verdadeiro de
HNS s6 pode ser feito quando se pode constatar elevadas concentragdes séricas de PTH. Além
disso, o grau de aumento do PTH pode ser usado para estimativa da gravidade da reabsor¢ao
6ssea. No presente experimento, o aumento da concentragdo sérica de PTH aos 43 e 71 dias
de fornecimento da dieta, associado a reducao das concentragdes séricas de Ca, pode ser um
indicativo de que o oxalato tornou este mineral indisponivel, interferindo no seu metabolismo.
No entanto, deve-se levar em consideragdo que os valores encontrados estavam dentro dos
valores descritos por Estepa et al. (2003) para potros (4 a 45 pg/dL) e, portanto, ndo € possivel

afirmar que os animais estavam sofrendo reabsorcdo dssea.
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Em relacdo as concentragdes séricas das enzimas FA e GGT, ndo houve diferenca
(p>0,05) para GGT entre os tempos avaliados, sendo que os valores permaneceram dentro dos
limites de referéncia de 6 a 32 Ul/, descritos por Duncan et al. (1994). Em contrapartida, nos
tempos 0 e 15 a FA foi maior em relagdo aos 43 e 71 dias de fornecimento da dieta, assim
como foram maiores que os valores de referéncia de 143 a 395 U/L, descritos por Kaneko et
al. (2008), e valores descritos por Inacio et. al (2018) em potros da raca Mangalarga
Marchador, de 227,3 a 329,3UI/L. Quando sdo observadas concentragdes séricas de GGT
acima dos valores de referéncia, mesmo que esteja em muitos tecidos, essa alteragdo esta
primariamente relacionada com doencas hepaticas, especialmente nos ductos biliares (Kaneko
et al., 2008). Entretanto, quando a GGT esté dentro dos valores de referéncia e a FA encontra-
se aumentada, significa que esta eleva¢do estd relacionada a presenca de alteragdes dos
tecidos 0sseos. Em contrapartida, segundo Lewis (2000), as concentragdes de FA tém pouco
beneficio para diagnostico de alteragdes no metabolismo do célcio, por flutuar de acordo com
o consumo deste mineral. Desse modo, pode ser que os animais estavam sofrendo alteragdes
dos tecidos 6sseos nos tempos 0 e 15, porém, como os demais pardmetros estavam dentro dos
valores de referéncia, a avaliagdo isolada da FA ndo deve ser considerada, sendo necessario
avaliar outros parametros como por exemplo excre¢do fracionada de fosforo e célcio (Kerber,
1999) e biopsia o6ssea (Puoli Filho, 1999).

Na tabela 4, € possivel constatar também que houve diferenca (p<0,05) no angulo da
deformidade entre os tempos avaliados, sendo maior aos 71 dias de fornecimento da dieta.
Segundo Trumble (2005) e Witte & Hunt (2009), potros alimentados com dietas
desbalanceadas em minerais podem desenvolver deformidades angulares dos membros.
Thomassian (2005) descreveu que a gravidade da deformidade angular pode ser estabelecida
de acordo com o grau da angulacdo mensurado. Assim, um desvio com angulagdo de 0 a 2
graus, pode ser classificado como discreto; de 2 a 4 graus moderado; de 4 a 8 graus grave; e
mais que 8 graus o desvio ¢ severo. No presente estudo, ao final da etapa experimental (71
dias), os animais apresentaram 4,31° de desvio angular, considerado, na escala proposta por
Thomassian (2005), como desvio grave. No entanto, ¢ necessario levar em consideracdo que
os animais ja apresentavam grau moderado de desvio angular antes do fornecimento das
dietas e, além disso, ndo houve diferenga (p>0,05) entre o periodo inicial e final do
experimento. J4 em relacdo a variavel indice cortical, ndo houve diferenga (p<0,05) entre os
tempos avaliados. Segundo Lewis (2000) e Mendoza et al. (2017), para que seja
radiograficamente evidente, seria necessaria uma perda dssea significativa, cerca de 30%, o

que possivelmente demandaria mais tempo de ingestdo de oxalato associado ao desequilibrio
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nutricional. Desse modo, o consumo do capim elefante por 71 dias, como Unica fonte de
forrageira, juntamente com concentrado balanceado com relagdes de Ca:P entre 2:1 e 6:1
parece ndo ter afetado nas variaveis radiograficas avaliadas (angulo da deformidade e indice
cortical).

O HNS pode ser desenvolvido pela ingestdo de dieta com desequilibrio na relacio
Ca:P, o que afeta a relagdo destes minerais no sangue. No presente estudo, ndo houve
desequilibrio nutricional, uma vez que as dietas foram formuladas para manter as relagdes
Ca:oxalato e Ca:P nas dietas dentro dos valores recomendados pelo NRC (2007). Pode ser
que com a existéncia de um grupo controle (ingestdo apenas da forrageira com relagdo
Ca:oxalato inadequada), ou com maior nimero de animais nos grupos experimentais
formados ou, ainda, como um maior periodo experimental, essas diferengas esperadas seriam
observadas. Entretanto, ¢ importante ressaltar que, mesmo ingerindo diferentes concentragdes
de Ca na dieta (relagdao Ca:P 2:1, 3:1, 5:1 e 6:1), ndo houve diferenca entre os grupos para
nenhuma das varidveis avaliadas, o que pode ser indicativo de que altas concentragdes de Ca
na dieta ndo alteram o metabolismo desse mineral.

As andlises metabolomicas mostraram o perfil metabolico de potros Mangalarga
Marchador recebendo graminea com baixa relagdo Ca:oxalato e concentrado com diferentes

relagdes de Ca:P. A comparagdo dos espectros obtidos demonstrou que os animais apresentam
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espectros com 22 metabolitos em comum (Figura 3 e Tabela 5).

Figura 3 — Espectro 'H geral de potros Mangalarga Marchador recebendo graminea com baixa
relagdo Ca:oxalato e concentrado com diferentes relagdes de Ca:P, com a identificagao dos
metabolitos presentes no soro.

Legenda: Os metabdlitos estdo identificados de acordo com seu deslocamento quimico. Para

efeito de melhor visualiza¢do a frequéncia referente a agua, na regido de 4.5 a 6.0 ppm foi
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excluida. O pequeno espectro superior corresponde a magnificagdo da regido aromatica de 6.8

a 8.0.

Tabela 5. Metabdlitos e seus respectivos deslocamentos quimicos comuns ao soro de potros
Mangalarga Marchador recebendo graminea com baixa relagdo Ca:oxalato e concentrado com

diferentes relagdes de Ca:P

METABOLITO

Deslocamento quimico (ppm)

3-Hidroxibutirato

1.1965; 2.2976; 2.4016; 4.1453

Alanina 1.4606; 3.7791
Acetato 1.9113
Acetona 2.2216
Creatina 3.0293; 3.9204
Creatinina 3.0332;4.0459
Dimetil sulfona 3.1428
Formato 8.4476
Fosfocreatina 3.0311; 3.9395
Glicerol 3.5562; 3.64598; 3.7771
Glicolato 3.92455
3.2378; 3.393; 3.4041; 3.4555; 3.4818; 3.5270;
Glicose 3.7050; 3.7170; 3.7569; 3.8202; 3.8358; 3.8915;
4.6414; 5.2289
Isoleucina 0.9262; 1.0263; 1.2482; 1.4577;1.9694; 3.6631
Lactato 1.3197;4.1078
Leucina 0.9417; 0.9545; 1.6664;1.6999; 1.7369; 3.7267
Metionina 2.1241; 2.1919; 2.6333; 3.8530

N-acetilglicosamina

2.0479; 3.4545; 3.7583; 3.8691; 4.7134; 5.1961;

8.0753
Piruvato 2.3805
Propionato 1.0185; 2.1132
Taurina 3.2383;3.4141
Treonina 1.3202; 3.5818; 4.2514

Valina

0.9780; 1.0262; 2.2636; 3.6045




47

Por meio da analise por componentes principais (PCA) foi possivel avaliar a variagdo
dos metabolitos. A Figura 4 mostra a PCA para até a quinta dimensdo. Nesta, observa-se
claramente as varidveis que mais contribuiram para a variabilidade dos animais, sendo elas:
propionato e valina na primeira dimensao, acetato e piruvato na segunda dimensao, peso vivo

(PV) e PTH na terceira dimensdo, FA na quarta dimensao e glicose na quinta dimensao.
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Figura 4. Gréfico de pesos para as variaveis fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltransferase
(GGT), célcio, magnésio, fosforo, paratormoénio (PTH), calcitonina, indice cortical, angulo
pivo, densidade 6ssea, peso vivo (PV), 3-hidroxibutirato, acetato, acetona, alanina, glicose,
lactato, valina, isoleucina, leucina, creatina, creatinina, fosfocreatina, treonina, glicolato,
glicerol, taurina, dimetilsulfona, formato, metionina, piruvato, propionato e N-
acetilglicosamina que mais contribuiram para a variabilidade dos espectros de potros
Mangalarga Marchador recebendo graminea com baixa relacdo Ca:oxalato e concentrado com
diferentes relagdes de Ca:P

Legenda: Quanto mais escuro e maior for o circulo maior a contribui¢ao daquela variavel para

aquela dimensao.

Avaliando a Figura 4 verifica-se que potros durante a fase de crescimento apresentam
o metabolismo energético aumentado (primeira, segunda e terceira dimensao). A glicose ¢ a
fonte primaria de energia nos organismos e tem sua origem na quebra do glicogénio que
ocorre na glicogendlise. A glicose (quinta dimensao) € sintetizada no figado e rins a partir de
intermediarios nao-carboidratos, como o piruvato e o glicerol, pelo processo conhecido como
gliconeogénese (Berg et al, 2002). Da mesma forma, o acetato pode fornecer carbonos para a

sintese de lipidios e o propionato ¢ substrato gliconeogénico e contribui para o metabolismo
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da glicose (Brandi e Furtado, 2009). Além disso, através da glicélise os aminoacidos, como a
valina, sdo degradados, transformando-os em intermediarios desta via por meio de reagdes
especificas (Marzzoco e Torres, 2007).

Ainda na Figura 4 ¢ possivel também constatar que tanto o PTH (terceira dimensao)
quanto a FA (quarta dimensao) poderiam ser utilizados como marcadores para diagndstico da
Osteodistrofia fibrosa em potros que estejam sofrendo deficiéncia de Ca. Quando os equinos
ingerem gramineas com altas concentragdes de oxalato, a deficiéncia de Ca acontece porque
esse mineral se liga ao oxalato no intestino delgado e forma um complexo insoluvel
denominado oxalato de Ca (Puoli Filho et al., 1999), podendo levar ao HNS. Este disturbio
metabolico ocasionado pela reducdo da concentragdo sanguinea de célcio (Ca) induz aumento
na secrecdo de PTH para retirada deste mineral dos ossos visando manter a homeostase
sanguinea. J4 a FA ¢ uma enzima que retira o P das proteinas e dos nucleotideos e altas
concentragdes desta enzima sdo encontradas no figado e nos ossos, portanto, elevacdes na
dosagem sérica desta enzima ocorrem por alteragdes hepdticas, alta remodelagdo Ossea ou
metastases Osseas (Gueiros et al., 2011). Além disso, a PCA mostrou que com quatro

componentes principais € possivel descrever 57,1% dos dados, sendo 43,8% da variancia total

Fat corrected milk - PCA Fat corrected milk - PCA

0.51
Hthafpsioro

0.0+- S 7 > AR \L e Ysqleucine
JoNo oS
AnG\PBTR N
i

contrib contrib
6 125

100

75
50
25

Dim2 (13.5%)

-0.51

10 05 0o G 0 10 05 0.0 05 10
Dim1 (30.3%) Dim3 (7.6%)
descrita pela primeira e segunda componente principal, enquanto a terceira ¢ a quarta
componente principal explicaram 13,3% (Figura 5).
Figura 5. Mapa perceptual das varidveis (fosfatase alcalina, gama-glutamiltransferase, calcio,
magnésio, fésforo, paratormonio, calcitonina, indice cortical, angulo pivd, densidade Ossea,
peso vivo, 3-hidroxibutirato, acetato, acetona, alanina, glicose, lactato, valina, isoleucina,

leucina, creatina, creatinina, fosfocreatina, treonina, glicolato, glicerol, taurina,



49

dimetilsulfona, formato, metionina, piruvato, propionato e N-acetilglicosamina) na primeira e

segunda dimensdo a esquerda e na terceira e na quarta dimensao a direita

De maneira geral, por compara¢do visual, grande parte dos picos dos metabolitos
apresenta tendéncia ao aumento nos espectros de potros Mangalarga Marchador recebendo
graminea com baixa relagdo Ca:oxalato e concentrado com diferentes relagdes de Ca:P ao
longo do experimento (Figura 6), sendo que as maiores concentragdes foram observadas na
glicose, taurina, acetato e lactato, respectivamente. No entanto, para os compostos alanina,

metionina e treonina observou-se tendéncia a redugdo dos picos.
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0,2000
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Figura 6. Concentracdes séricas de 3-hidroxibutirato, acetona, valina, isoleucina, leucina,
creatina, N-acetilglicosamina, propionato, piruvato, formato, dimetil sulfona, glicerol,
glicolato, fosfocreatina e creatinina obtidas por meio de 1H RMN aos 0, 15, 43 e 71 dias de
fornecimento de graminea com baixa relacdo Ca:oxalato e concentrado com diferentes
relacdes de Ca:P.

Os resultados obtidos por Ralston et al. (2009) confrontam com o presente estudo
apresentando diferencas em relagdo as concentragdes dos metabdlitos encontrados. Os autores
observaram no soro sanguineo de potros de 1 ano de idade com OCD aumento dos
metabolitos colina, tirosina, treonina, albumina, e beta-glucose, e reducdo de outros oito

aminodcidos, lipoproteinas de baixa densidade e lipidios. Apesar de se tratar do mesmo
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biofluido estudado e de uma doenga osteoarticular, ha diferencas no diagnostico,
etiopatogenia e sinais clinicos entre a OCD e o HNS. Em contrapartida, os resultados obtidos
na analise metabolomica do liquido sinovial na osteoartrite rende perfil metabdlico com
algumas semelhancas ao presente estudo. Para a osteoartrite, tém-se o aumento dos
metabolitos 3-hidroxibutirato, acetato, acetona, alanina, citrato, creatina, creatinina, glicerol,
glutamato, lactato, tirosina e grupo N-acetil. Além disso, alguns autores observaram reducgao
inicial nas concentragdes de glicose, com posterior aumento relacionado a severidade da
doenga (Naughton et al, 1993, Damyanovich et al, 1999a, Damyanovich et al, 1999b,
Lacitignola et al, 2008). Sendo assim, o perfil metabolico da osteoartrite, assim como o
observado no presente estudo, revela o ambiente acidotico, “hipoglicémico” e hipdxico, com
aumento do metabolismo anaerobio, no qual a glicélise da espaco para a lipdlise como fonte
de energia principal (Naughton et al, 1993, Damyanovich et al, 1999a, Damyanovich et al,
1999b, Lacitignola et al, 2008).

Até o presente momento ndo ha estudos com avaliagdes por espectroscopia de 'H
RMN no soro de potros Mangalarga Marchador alimentados com graminea rica em oxalato
como unica fonte forrageira. As pesquisas com a utilizacdo desta técnica ainda sdo bastante
escassas na Medicina Veterinaria. Em equinos, existem apenas descricdes da andlise
metabolomica do liquido sinovial na osteoartrite € no soro de animais com OCD. Esta
escassez justifica a necessidade do estabelecimento do padrdo metabdlico do soro de potros
higidos, pois pouco se sabe acerca do metabolismo em condicdes fisioldgicas deste modelo
animal. Espera-se que os resultados aqui contidos contribuam com as pesquisas existentes
para futuras comparagdes entre individuos higidos e individuos apresentando HNS.

Os achados no presente estudo mostram que o metabolismo energético estd aumentado
em potros durante a fase de crescimento

Além da determinagdo do perfil metabdlico de animais higidos, a identificagdo dos
metabolitos presentes no soro de potros Mangalarga Marchador recebendo graminea rica em
oxalato como Unica fonte forrageira vem somar aos conhecimentos ja estabelecidos para esta
doenga, auxiliando para o melhor entendimento do cenario presente no HNS.

Os resultados do presente estudo sdo dados preliminares e apresentam a técnica da 1H
RMN como um método vantajoso com relacdo as técnicas de determinag@o de biomarcadores,
por demonstrarem o estado global e em tempo real da doenga estudada. O completo
significado de tais alteragdes serd compreendido somente quando a cinética do
influxo/clearance e sintese/quebra dos metabdlitos relevantes em relagdo ao soro forem mais

bem esclarecidos.
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Alteragdes nos perfis metabolicos podem indicar progressio da doenca em uma
resolucdo muito superior as técnicas laboratoriais empregadas atualmente. A aplicagcdo das
tecnologias gendmicas e metabolomicas podera auxiliar na melhor compreensdo da
patofisiologia e progressdo do HNS.

Atualmente, a técnica de 1H RMN tem sido utilizada na rotina da medicina humana
para avaliagdo e diagnostico diferencial de diversos tumores, incluindo os de prostata e de
ovario. No entanto, apesar do método descrito ainda nao ser utilizado na rotina dos hospitais
veterinarios e considerando a alta sensibilidade deste tipo de técnica, esta avaliacdo poderia
ser facilmente reproduzida em parceria com centros de pesquisa no qual o valor de anélise do
perfil metabdlico de uma amostra estaria bem abaixo do custo de obtencdo de kits especificos

para um unico marcador.

2.6. CONCLUSAO
O consumo do capim elefante como Unica fonte de forrageira juntamente com

concentrado balanceado com relagao Ca:P entre 2:1 e 6:1, durante 71 dias, ndo interferiu no
metabolismo do cdlcio e nas varidveis radiograficas avaliadas (4ngulo da deformidade e
indice cortical).

A analise metabolomica identificou 22 metabdlitos no soro de potros e mostrou
aumento do metabolismo energético em potros durante a fase de crescimento .

Além da determinacdo do perfil metabolico de animais higidos, a identificacdo dos
metabolitos presentes no soro de potros Mangalarga Marchador recebendo graminea rica em
oxalato como tUnica fonte forrageira vem somar aos conhecimentos ja estabelecidos para o

HNS, auxiliando para o melhor entendimento do cendrio presente nesta doenga.
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ANEXOS

ANEXO I - Formulagao dos concentrados experimentais

Composi¢do quimica Concentrado experimental

% nos concentrados experimentais

Alimento
2:1 3:1 5:1 6:1
Milho triturado 63 63 63 63
Farelo de soja 25 25 25 25
Fosfato Bicalcico 1,2 1,2 1,2 1,2
Calcario Calcitico 1,4 33 7,0 9,0
Caulim 9,4 7,5 3.8 1,8
TOTAL 100 100 100 100

ANEXO II — Radiografias de potros Mangalarga Marchador recebendo graminea com baixa
relacdo Ca:oxalato e concentrado com diferentes relacdes de Ca:P




