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RESUMO

RIBEIRO, FERNANDA ADAMI. Validagao da determinagao de B-hidroxibutirato
em fita reagente por meio de glicosimetro portatil em ovelhas da raga Dorper e
White Dorper. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2015.

Devido ao crescimento da ovinocultura e o aumento da demanda em relacdo aos seus
produtos, ha a necessidade de se investir na sanidade desses animais. Com isso,
torna-se imprescindivel a utilizagado de meios diagndsticos para afecgdes metabdlicas,
principalmente a toxemia da prenhez. Esta pesquisa tem como objetivo validar a
técnica diagndstica em fita reagente para B-hidroxibutirato (BHB) em glicosimetro
portatil humano em ovelhas da raga Dorper e White Dorper. Foram utilizadas 111
ovelhas higidas, 79 da raca Dorper e 32 White Dorper, em diferentes fases produtivas,
sendo elas vazias (n=44), gestantes (n= 37) e recém-paridas (n= 30). A coleta de
sangue foi realizada por pungao da veia jugular, com sistema de coleta a vacuo, em
tubo sem anticoagulante. Instantaneamente, foi realizada a determinagdo do -
hidroxibutirato pelo método da fita reagente utilizando-se o glicosimetro portatil e a
determinacado do B-hidroxibutirato no soro foi realizada em analisador bioquimico
automatico. A anadlise estatistica foi realizada, mediante o teste de Kolmogorov-
Smirnov (p<0,05), verificou-se a distribuicdo ndo paramétrica dos dados, sendo eles
arranjados de maneira pareada, ao qual o mesmo individuo era analisado pelas duas
técnicas, foi escolhido o teste de McNemar para a verificagao da hipotese de diferencga
entre os testes. Além disso, foi realizado o célculo do coeficiente Kappa (IC 95%) para
verificar a reprodutibilidade dos testes, associado aos calculos de sensibilidade e
especificidade, considerando o teste laboratorial como padrao ouro. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os resultados da fita reagente para corpos
cetdnicos e da analise bioquimica em laboratério, considerando o total de 111 animais.
Nesta analise, a estatistica resultou em um indice Kappa de 85%, com sensibilidade
da fita reagente de 93% e especificidade de 96%. Na classificacdo recém-parida, o
teste McNemar (p= 0,3173) com IC 95% demonstrou haver um coeficiente Kappa
80,6%, com 93% de sensibilidade e 87% de especificidade. As ovelhas recém-paridas,
nesta categoria de grupos, possuem resultados pareados e, desta forma apresentou
um coeficiente Kappa de 80,6%, com 93% de sensibilidade e 87% de especificidade.

O teste da fita reagente para B-hidroxibutirato em glicosimetro portatil humano foi



considerado excelente e confiavel, podendo ser utilizado como recurso diagndstico

em ovinos.

Palavras-chave: Corpos cetdnicos. Ovinos. Diagndstico



ABSTRACT

RIBEIRO, FERNANDA ADAMI. Validation of the determination of -
hydroxybutyrate on dipstick using a portable glucometer in sheep of Dorper and
White Dorper. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2015.

Due to the growth of sheep breeding and the increase in demand for their products,
there is the need to invest in the health of these animals. Thus, it becomes essential
to use diagnostic tools for metabolic diseases like toxemia of pregnancy. This research
aims to validate the diagnostic technique in reagent strip for B-hydroxybutyrate (BHB)
in human portable glucose in sheep of Dorper and White Dorper. 111 otherwise healthy
sheep, 79 of 32 Dorper and White Dorper were used in different production phases,
which were empty (n = 44), patients (n = 37) and recently calved (n = 30). Blood
collection was performed by puncturing the jugular vein, with vacuum collection
system, without anticoagulant tube. Instantly, was performed to determine the [3-
hydroxybutyrate test strip by the method of using the portable glucose meter. The
determination of B-hydroxybutyrate in serum was performed in an automatic
biochemical analyzer. Analysis, using the Kolmogorov-Smirnov test (p <0.05), there
was a non-parametric distribution of the data, they are arranged in a paired manner,
to which the same individual was examined by two techniques, the test was chosen
McNemar to verify the difference between hypothesis testing. In addition, we
performed the calculation of Kappa coefficient (95%) to check the reproducibility of the
tests, combined with sensitivity and specificity calculations, considering the laboratory
test as the gold standard. There was no significant difference between the results of
dipstick to ketone bodies and biochemistry laboratory analysis, considering the total of
111 animals. In this analysis, the statistical resulted in a Kappa Index of 85%, with a
sensitivity of the reagent strip 93% and specificity of 96%. In animals divided into
different breeding groups, because there is no disagreement results, it is considered
the Kappa index 100% and thus no possibility of calculating the sensitivity and
specificity. This was only possible in newly calved classification of animals. In this
category, the McNemar test (p = 0.3173) with 95% demonstrated a Kappa coefficient
80.6%, with 93% sensitivity and 87% specificity. The recently calved sheep in this
category groups have paired results and thus presented a Kappa coefficient of 80.6%,

with 93% sensitivity and 87% specificity. The test reagent strip for B-hydroxybutyrate



in human portable blood glucose meter is considered excellent and reliable and can

be used as a diagnostic tool in sheep.

Keywords: Ketone bodies. Sheep. Diagnosis
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1. INTRODUGAO

No ano de 2011, o numero de ovinos no pais era de 17,6 milhdes de cabecas,
tendo crescimento de 1,62% em relacdo ao ano anterior, sendo a regido nordeste
possuidora de 10,1 milhdes de cabecas (IBGE, 2010). De acordo com Brinco (2010)
estdo previstas melhorias na infraestrutura do meio rural do estado do Espirito Santo
entre os anos de 2007 a 2025, por meio do Novo Plano Estratégico de
Desenvolvimento da Agricultura Capixaba (Novo Pedeag). Em 2010 foram registrados
no Estado do Espirito Santo 1.161 estabelecimentos agropecuarios com ovinos,
totalizando 33.558 cabecas, sendo 18.006 matrizes, 4.080 reprodutores e 11.472
carneiros (BRINCO, 2010; IBGE, 2010). O plantel capixaba no final do ano de 2014
aproximou-se de 50.000 cabecas, formadas principalmente pelas ragas Santa Inés,
Dorper e White Dorper, sendo as duas ultimas de origem sul-africana com franca
expansdo na pecudria brasileira (FOLHA DO ESPIRITO SANTO, 2014).

A Associagao dos Criadores de Caprinos e Ovinos do Espirito Santo (ACCOES),
em 2013, destacou a importancia da ovino e caprinocultura na regido, com aumento
de 15% ao ano em sua base de associados e criadores. Entretanto, a falta de
infraestrutura de abate, beneficiamento da carne e o direcionamento para o mercado,
séo dificuldades enfrentadas pelos criadores (ACCOES, 2014).

O governo do Estado do Espirito Santo por meio da Secretaria da Agricultura,
Abastecimento, Aquicultura e Pesca (Seag) criou o programa Cordeiro Capixaba, em
parceria com o Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE)
e com a ACCOES, com objetivo de ampliar o rebanho e para que a producéo Estadual
satisfagca a demanda (ACCOES, 2014; IDAF, 2014). De acordo com o Instituto de
Defesa Agropecuaria e Florestal do Espirito Santo (IDAF, 2014) com este programa
havera a superagao da dificuldade do abate e melhora da participagao dos produtores
de ovinos em sua cadeia produtiva.

A elevacao na produgdo e o maior grau de tecnificacdo das propriedades deve
estar associado aos cuidados com manejo sanitario e prevengcado de doencgas
metabdlicas, como hipocalcemia, hipomagnesemia e lipidose hepatica (LUNARDON,
2011; CARDOSO et al., 2011).
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Em ovelhas, a gestacao € considerada o periodo mais delicado devido ao aumento
de suas necessidades nutricionais. Isso ocorre principalmente no terco final da
gestacdo em animais de gestagbes multiplas, devido ao aumento da demanda
energética, mobilizagdo de reservas corporais e da diminuigdo da matéria seca
consumida como consequéncia ao tamanho do utero gestante aumentado e do rumen
diminuido (LUNARDON, 2011; RODRIGUES, 2011; NASCIUTTI, 2011; NASCIUTTI
et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014), tendo como consequéncia o balango energético
negativo (SILVA, 2009).

Com a diminuicdo do consumo alimentar as fémeas gestantes mantém sua
producao a partir da mobilizacdo de reservas energéticas corporais (NASCIUTTI,
2012; ROCHA, FAGLIARI, 2014). Essa mobilizagdo de lipideos eleva o nivel de acidos
graxos livres plasmaticos, e a constante lipdlise e lipogénese natural do organismo
determina a quantidade de acidos graxos liberados (GUYOTI, 2014). Alteragbes nesse
sistema sao de dificil percepgdao e diminuem constantemente a produgao animal,
reduzindo a rentabilidade do setor agropecuario. Estudos de analises sanguineas e
das vias metabdlicas relacionadas a energia, proteina e minerais podem ser
empregados a fim de apresentar o perfil metabdlico e permitir o diagnéstico das
alteragdes no metabolismo dos animais (GONZALEZ, et al., 2000).

Nasciutti (2011) afirma que o 3-hidroxibutirato € o metabdlito escolhido para avaliar
a via energética, por ser uma molécula estavel em soro e plasma e n&o possui controle
homeostatico tao estreito como a glicose. Esta tem seu nivel diminuido no sangue
quando ha déficit grave de sua concentragao.

Assim, métodos diagnosticos que permitam avaliar a sanidade desses animais, e
que sejam de baixo custo devem ser empregados (GONZALEZ et al., 2000). Nasciutti
(2011) destaca que devido a alta casuistica de doengas metabdlicas ha a necessidade

de novos métodos de avaliagao metabdlica.

Duffield (2000) destaca que na literatura existem relatos de varios testes: Rothera,
bioquimico laboratorial, tira reagente em glicosimetro portatil e, de acordo com
Eurodiagnéstico (2014) o Ensaio de Imunoabsorbancia Ligado a Enzima (ELISA),
porém, este ultimo somente para fins de pesquisa.

O teste bioquimico laboratorial € considerado o padrao ouro para a determinagao

quantitativa de BHB, com a desvantagem de ser um método mais oneroso e que
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demanda tempo para o envio das amostras e realizacdo do exame (DORE et al.,
2013).

Nasciutti (2011) e lwersen et al. (2013) destacaram os dispositivos portateis,
utilizados no controle da diabetes em humanos, para a deteccéo de corpos cetbnicos
em vacas e ovelhas.

Este trabalho tem como objetivo validar a técnica de determinacdo de [-
hidroxibutirato (BHB) em glicosimetro portatil humano, por meio de fita reagente em

ovelhas da raca Dorper e White Dorper.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Toxemia da prenhez

Toxemia da prenhez € uma alteragdo metabdlica ocasionada por alimentagao
nao adequada durante o periodo da gestagdo, principalmente de fetos multiplos,
sendo caracterizada por hipoglicemia, cetose e acidose metabdlica, com sintomas
nervosos que podem ocasionar a morte das fémeas no tergo final da gestagao
(SANTANA, VIANA, 2001). Fémeas subnutridas, assim como as de escore corporal
bom ou obesas podem apresentar a toxemia da gestacdo (SANTANA, VIANA, 2001).

Em animais de alta producéo, observa-se o balanco energético negativo (BEN)
devido a ineficiente ingestdo de matéria seca nas primeiras semanas de lactacéo.
Devido ao BEN, e as baixas concentragdes de glicose e insulina no soro sanguineo,
ocorre a mobilizagdo de tecido adiposo com o aumento dos acidos graxos nao-
esterificados e do BHB. Além disso, a demanda energética dos fetos no terco final da
gestacéo, principalmente em fémeas que gestam gémeos ou trigémeos, ou animais
superalimentados no inicio ou meio da gestagcdo sofrem um declinio nutricional. As
ovelhas predispostas a toxemia da prenhez produzem uma quantidade ineficiente de
glicose em relagcéo a sua demanda, causando hipoglicemia, acumulo de cortisol e de
corpos ceténicos (RADOSTITS, 2010).

Existem dois tipos: toxemia da prenhez tipo | e tipo Il. A toxemia tipo | ocorre
quando a alimentacdo fornecida ndo atende a demanda do animal, associada a
gestacdo de fetos multiplos. Alimentos de pouca digestibilidade e baixa qualidade
podem predispor a afeccdo (SANTANA, VIANA, 2001; PUGH, 2004). Contudo, a
toxemia tipo Il é relacionada a uma superalimentagcdo, sendo esta mal balanceada,
rica em graos e farelos (SANTANA, VIANA, 2001; PUGH, 2004)

Ovelhas obesas tem seu espago abdominal ocupado por gordura e pelo utero
em expansao, diminuindo o espago que antes era ocupado pelo rumen, tendo
dificuldade para consumir quantidade suficiente de alimento para as suas
necessidades energéticas. Tendo elas gestagdes gemelares, sua demanda aumenta
mais ainda no terco final da gestacdo, sendo ovelhas com gémeos com necessidade
de mais 180% de energia, e com trigémeos, de 200 a 250%. Independentemente da
causa desse déficit, ocorre o BEN, fazendo com que esses animais mobilizem seu

estoque de gordura corporal e que ela seja transportada ao figado. Apos ser
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catabolizada no figado, a gordura é convertida a glicerol e acidos graxos livres (AGL),
que podem ser usados no Ciclo de Krebs como fonte de energia, porém ndo como
fonte direta de glicose (PUGH, 2004).

Os sinais clinicos observados sao: alteracbes de comportamento, como apatia,
podendo evoluir para um decubito prolongado, com hipomotilidade ou atonia ruminal
além de halito cetbnico e visdo direcionada para cima, conhecida como “olhar para as
estrelas”. E umas das maiores causas de mortalidade no pré-parto, principalmente
devido a diminuicdo do consumo de alimento, predispondo a animal a doencas
concomitantes (CAMPOS et. al, 2010; CORREA, GONZALEZ, SILVA, 2010), como
hipocalcemia, hipomagnesemia e lipidose (ROCHA, FAGLIARI, 2014).

Animais inapetentes apresentam menos substrato ruminal para produzir acido
propidnico, que € o precursor da glicose. Assim o oxalacetato que é parte do Ciclo de
Krebs é retirado e convertido em glicose, e esta diminui¢ao inibe a fungdo normal do
Ciclo, nao possibilitando o uso dos AGL, fazendo com que este aumente. Este
aumento é convertido em corpos cetdnicos ou reintroduzidos as lipoproteinas. Como
essa reintroducéo nao é eficiente, ha a sobreposi¢ao das lipoproteinas em relagao a
metabolizagdo hepatica, e o figado é denominado figado gorduroso. Como
oxalacetato é retirado do Ciclo, diminui a capacidade do figado em utilizar o AGL e

ocorre acumulo de corpos cetdnicos (PUGH, 2004).

2.2Balanc¢o energético negativo (BEN)

De acordo com Rocha e Flagliari (2014) o periodo das trés semanas antes até as
trés semanas poés paricdo compreende as intensas modificagcdes do metabolismo
relacionadas ao final da gestagcdo e comecgo da producgéo leiteira. Além disso, a
demanda energética dos fetos no terco final da gestacao, principalmente em fémeas
que gestam gémeos ou trigémeos, ou animais superalimentados no inicio ou meio da
gestacdo sofrem um declinio nutricional (RADOSTITS et al., 2010; SANTOS et al.,
2011). Tendo elas gestagdes gemelares, sua demanda aumenta mais ainda no tergo
final da gestagcédo, sendo ovelhas com gémeos com necessidade de mais 180% de
energia, e com trigémeos, de 200 a 250% (PUGH, 2004).

Em pequenos ruminantes, ocorre redugdo do consumo de matéria seca de 16%

nos ultimos 30 dias antes do parto, associado ao aumento de, aproximadamente, 66%

18



de exigéncia energética, promovendo nos animais o balango energético negativo
(BEN) (RODRIGUES, 2011).

Devido ao aumento da demanda energética, a reducédo da ingestdo de matéria
seca, o terco final da gestagdo com maior desenvolvimento fetal e a lactagéo, e a
intensa mobilizacdo de reservas corporais, ocorre o BEN com continua
lipomobilizagao (SANTOS et al., 2011). Assim, as concentragdes de glicose e insulina
no soro diminuem, ha uma continua mobilizac&o de tecido adiposo com consequente
aumento dos acidos graxos nao esterificados e corpos cetdnicos, como o [-
hidroxibutirato (RIBEIRO et al., 2003; NASCIUTTI, 2011; ROCHA, FAGLIARI, 2014;
CARDOSO et al., 2011). Nesse periodo ocorre a mobilizagao do glicogénio, no figado
(ROCHA, FAGLIARI, 2014).

As ovelhas que sofrem intensa mobilizacdo das reservas corporais sao
predispostas a toxemia da prenhez, produzem uma quantidade ineficiente de glicose
em relagcdo a sua demanda, causando hipoglicemia, acumulo de cortisol e de corpos
cetbnicos (RADOSTITS, 2010; SANTOS et al., 2011). Toxemia da prenhez é uma
alteracdo metabdlica ocasionada por alimentacdo ndo adequada durante o periodo da
gestacao, principalmente de fetos multiplos, caracterizada por hipoglicemia, cetose e
acidose metabdlica, com sintomas nervosos que podem ocasionar a morte das
fémeas no tergo final da gestagdo. Fémeas subnutridas, assim como as de escore
corporal bom ou obesas podem apresentar a enfermidade (SANTANA, VIANA, 2001).

Existem dois tipos: toxemia da prenhez tipo | e tipo Il. A toxemia tipo | ocorre
quando a alimentagao fornecida nao atende a demanda do animal, uso de alimentos
de pouca digestibilidade e baixa qualidade. Contudo, a toxemia tipo Il € relacionada a
uma superalimentagéo, rica em graos e farelos (SANTANA, VIANA, 2001; PUGH,
2004).

Na prevengao do BEN em fémeas produtivas, deve-se atender as exigéncias
nutricionais, aumentar o consumo de matéria seca, adaptar o rumen, evitar perda de
condicdo corporal, diminuir a mobilizagado das reservas corporais com excre¢cao de
corpos cetdnicos, e prevenir doengas metabdlicas (ROCHA, FAGLIARI, 2014). O BEN
tem efeitos prejudiciais sobre a saude de ovelhas, como a diminui¢gao da produtividade
leiteira em vacas e imunossupressao. Esta aumenta a susceptibilidade a doengas

infecciosas, como metrite e mastite. Isto poderia ser uma explicacao plausivel para a
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maior ocorréncia de desordens metabodlicas em ovelhas com BHB e NEFA elevados
(KARAGIANNIS et al., 2010; KREMPASKY et al., 2014).

2.3 Metabolismo no balango energético negativo

Umas das consequéncias do BEN é o mecanismo de adaptacao do Ciclo de Krebs,
que passa a utilizar o Acetil-CoA para a producédo de corpos cetbnicos, como o [3-
hidroxibutirato (BHB) (SILVA, 2009).

Em seu experimento, Karagiannis et al. (2010) observaram a enfermidade em
animais classificados como magros, normais e obesos, portanto esta afeccédo esta
relacionada a intensidade da mobilizacdo de reservas corporais, € nao
necessariamente em qual escore de condi¢ao corporal (ECC) o animal se encontra.
O aumento de uma unidade de BHB ja é considerado suficiente para promover uma
desordem metabdlica em animais nessas condi¢gdes de intensa mobilizagao.

Por isso ovelhas obesas possuem respostas lipoliticas maiores para estimulacao
adrenérgica, e isto é provavelmente um fator importante para explicar maior
ocorréncia de problemas de saude em ovelhas nesse ECC. Desordens no periparto
ocorrem com mais frequéncia em ovelhas com concentracdo elevada de BHB,
fazendo com que este seja considerado um bom preditor do estado de saude neste
periodo produtivo. A condigdo energética da ovelha no periparto é estimado
principalmente medindo BHB e AGNE no sangue. A concentragdo de AGNE no soro
reflete a magnitude da mobilizagdo de gordura, enquanto que a concentragao de BHB
indica a totalidade da oxidag&o de gordura no figado (KARAGIANNIS et al., 2010).

A taxa de lipdlise € maior que a lipogénese, com aumento dos acidos graxos
livres (AGL) como fonte de energia. Esse &€ metabolizado no figado, entretanto, o
orgao possui capacidade limitada para converter triglicerideo a lipoproteina de muita
baixa densidade (VLDL), fazendo com que ocorra acumulo de gordura hepatica,
causando alteragdes metabdlicas ao organismo, como cetose, toxemia da prenhez e
lipidose hepatica (ROCHA, FLAGLIARI, 2014).

Apos ser catabolizada no figado, a gordura € convertida a glicerol e AGL, que
podem ser usados no Ciclo de Krebs como fonte de energia, porém ndo como fonte
direta de glicose (PUGH, 2004).



Segundo Nasciutti (2011) a relacéao lipdlise / lipogénese é controlada de forma
hormonal, pois a adrenalina e o glucagon sao secretados quando ha diminuigao dos
niveis de glicose no sangue para promover a lipdlise. Entretanto, a insulina antagoniza
os horménios lipoliticos e inibe a agdo da enzima lipase, incitando a lipogénese ao
estimular enzimas de esterificagao dos acidos graxos e aumentando o nivel de glicose
na célula adiposa.

Assim, ha aumento da concentragdo de acidos graxos nao esterificados no
sangue, que podem ser convertidos em Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA). Apos o
nascimento do cordeiro, ha uma elevacao no requerimento da quantidade de lactose
para a producgao leiteira e, juntamente com a mobilizagdo energética ocorre um
desequilibrio na proporcao Acetil-CoA: Oxaloacetato, afetando a formacao de citrato.
Este funciona como intermediario nas reacées do Ciclo de Krebs tanto do Acetil-Co
A quanto do Oxaloacetato para a produgdo de energia, e dessa forma, com sua
desproporgao, ha um desequilibrio também na formacgao de energia na forma de ATP.
Com isso, o organismo utiliza o Acetil-Co A para produzir cetonas (acetona,
acetoacetato e B-hidroxibutirato) podendo chegar ao quadro de cetose e toxemia da
prenhez (SILVA, 2009).

Qualquer que seja a causa primaria, como inapeténcia ou redugao da ingestéo
de energia resultam em um BEN. Nessa condi¢c&o, os animais mobilizam o estoque
de gordura corporal e transporta ao figado. Neste, a gordura é catabolizada,
originando glicerol e acidos graxos livres (AGL). Estes podem ser utilizados no Ciclo
de Krebs, como fonte de energia, porém, ndo para a producgao direta de glicose. Os
animais inapetentes apresentam menos disponibilidade de substrato ruminal para a
producdo de acido propidnico, que € o precursor da glicose. Desse modo, o
oxaloacetato, integrante do Ciclo de Krebs é retirado do Ciclo e convertido em glicose.
Essa deplecado do oxaloacetato inibe a fungao normal do Ciclo, e impossibilita o uso
do AGL, formado anteriormente. A medida que eles aumentam, sao convertidos em
corpos cetdnicos ou reintegrados as lipoproteinas. Como essa reintrodugao nao é
eficiente, as lipoproteinas se sobrepéem a capacidade do figado de metabolizacgéo,
resultando em figado gorduroso. Como ha menor disponibilidade de oxaloacetato para
a produgao de glicose, mais oxaloacetato é retirado do Ciclo, piorando a capacidade

do organismo em utilizar o AGL. Dessa forma, ha o acumulo continuo de corpos
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ceténicos (PUGH, 2004). A formacao de corpos cetbénicos e do figado gorduroso é

mostrada na figura 1.

Alimentagio
Fibra Carboidrate  Gordura Proteina

.

Acetato + Butirato

e e e - =
e e e e - -

Compostos C2 Compostos C3 Compostos C2 |, Compaostos C3
(lipogénicos) (glicogénicos) (lipog€nicos) (glicogénicos)
+ - ~ + g +
Acelil-CoA Oxaloacetato AGNEs Acetil-CoA —_ — Oxaloacetato Lactose
1:1 v -
l ! W .\
TAG Corpos bl LT T
Citrato * cetinicos Citrato - ~ ’,’ -
"f" Ciclo de |
Figado L i Krebs .
gorduroso Cetose " i
-‘-"‘. - -
N
| -
-
1 ATP Cadel o 1 ATP
Cadeia respiratéria 3 N/ adeia respiratdria 3 NADH
11 ATP [3 NADH 11ATP « [N
| 1 FADH,» | 1 FADH,

Figura 1 - Metabolismo energético em vacas leiteiras nao lactantes e lactantes durante

o balango energético negativo.
AGNEs: Acidos Graxos Nao-Esterificados; TAG: Tiacilglicerol; ATP: Adenina Trifosfato; NADH:
nicotinamida Adenina Nucleotideo; FADH2: Dinucleotideo de Flavina e Adenina.

Fonte: (SILVA, 2009).

2.3.1 Metabdlito de escolha: B-hidroxibutirato

A glicose é a representante do metabolismo energético, porém, sua utilizagdo para
avaliar o balango energético nao é feita devido as poucas variagdes que sofre com as
alteracdes de dieta, manejo e estresse animal, pois sua regulagéo é hormonal, sendo
necessario um déficit grave para que sua concentracdo sanguinea seja diminuida
(NASCIUTTI et al., 2012).

Dessa forma, o BHB, que é estavel em soro e plasma, mais estavel do que a

acetona e ndo possui um controle homeostatico tdo estreito como a glicose, € o



metabdlito escolhido (GONZALEZ et al., 2000; NASCIUTTI, 2011; IWERSEN et al.,
2013).

2.3.2 Importancia na dosagem do B-hidroxibutirato

A dosagem de BHB é um dado confiavel, ao ser medido em aparelho de
dosagem manual portatil, por auxiliar na diminuicdo de ocorréncia de desordens
préoximas ao parto (PANOUSIS et al., 2012). Por isso, planos estratégicos devem ser
determinados para monitorar a saude das ovelhas (KARAGIANNIS et al., 2014).
Panousis et al. (2012) concordam e afirmam que o diagnostico precoce de disturbios
metabdlicos deve ser empregado devido a sua importancia na ovinocultura. Segundo
Iwersen et al. (2009), ao final da gestacédo, 50% dos animais podem apresentar
doengas metabdlicas e, dessa forma, observa-se a importancia do monitoramento,
principalmente nesse periodo..

O BHB é um parametro de verificagdo considerado nao subjetivo, e possui uma
associagdao com disturbios metabdlicos (KREMPASKY et al.,, 2014). Dado que o
resultado de BHB no sangue total pode ser considerado facil e confiavel quando
verificado em medidor portatil, € recomendado para medir BHB de forma instantanea.
Isso diminui o risco de alteragcbes metabdlicas (KARAGIANNIS et al.,, 2014). O
metabolismo energético da fémea pode ser avaliado durante todo seu ciclo produtivo
(ROCHA, FAGLIARI, 2014), e a coleta de sangue pode demonstrar indicativos
importantes em relagao aos acidos graxos nao esterificados e BHB, pois eles indicam
a mobilizagdo de tecido adiposo para o figado, que sera utilizado como fonte de
energia (RODRIGUES, 2011), sendo o sangue o fluido mais utilizado para determinar
o estado metabdlico (GONZALEZ et al; 2000; NASCIUTTI, 2011).

Karagiannis et al. (2014) afirmaram que o valor de BHB pode ser considerado um
bom preditor do estado da saude, no periparto. Ele também reflete o BEN, e por isso
a determinagdo do BHB pode predizer o estado energético durante essa fase
reprodutiva.

Iwersen et al. (2013) relatam que o aumento do BHB possui associagao negativa
com a producao de leite e desempenho reprodutivo, podendo fazer com que o animal

seja descartado do rebanho.
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Considerando assim, Kaneko, Harvey e Bruss (1997) determinaram como valores
normais de BHB para ovinos no sangue a média de 0,55 + 0,04 mmol/L. De acordo
Oliveira et al. (2014) uma ovelha é diagnosticada como positiva para toxemia da

prenhez quando o valor de BHB for superior a 0,6mmol/L.

2.4 Exames utilizados para dosagem do B-hidroxibutirato

2.4.1 Teste bioquimico laboratorial e teste de fita reagente em glicosimetro portatil

A determinacdo de corpos cetbnicos pode ser realizada no sangue, urina e leite,
sendo o padréo mais confiavel o diagnéstico de BHB no soro (VOYVODA; ERDOGAN,
2010).

O teste bioquimico laboratorial € considerado o padrao ouro para determinar
cetose subclinica, avaliando o BHB no soro ou no plasma, entretanto, os valores da
concentracdo de BHB podem ser alterados com o aumento da temperatura da
amostra de sangue. As diferengas dos resultados obtidos em laboratério com o
dispositivo portatil ndo foram afetados pelas condicdes de armazenamento do
dispositivo e tiras de teste, mas sim influenciada pela temperatura da amostra de
sangue testado. A elevacédo da temperatura proporcionou diferengas estatisticas de
cerca de 30% entre resultados laboratoriais e de fita reagente com glicosimetro
(IWERSEN et al., 2013).

Segundo Dor¢ et al. (2013), a desvantagem desse teste € a necessidade de levar
as amostras coletadas a um laboratério para realizar o exame, pois estes devem
possuir aparelhos especificos para sua afericdo, e somado a isso, o processamento
das amostras, se comparado com outros testes, € demorado. Assim, o medidor portatil
pode substituir o exame laboratorial.

O BHB em sangue total pode ser mensurado pelo aparelho portatil manual, por ser
confiavel e recomendado para a afericdo de BHB imediatamente apds a coleta de
sangue, e no local da coleta (KARAGIANNIS et al., 2014).

O método utilizado € o eletrbnico portatil biossensivel (glicosimetro portatil) para
medir corpos ceténicos no sangue. Ocorre uma reagao eletroquimica entre o reagente

da tira especifica de cetonas do aparelho, gerando uma corrente elétrica, que é
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proporcional a concentragao de corpos cetdnicos em pmol/L no sangue (VOYVODA,
ERDOGAN, 2010). O aparelho foi concebido para dosar corpos cetbnicos em
humanos, porém, ja foi validado para bovinos com sensibilidade de 85% e uma
especificidade de 95% para um limiar de 1,4mmol/L de BHB (IWERSEN, et al., 2009;
VOYVODA; EDORGAN, 2010).

O aparelho Precision Xceed ® antes utilizados em humanos para medir glicose e
BHB com fitas reagentes, foi considerado preciso para obter valores em vacas,
entretanto, ndo havia relatos para ovinos. Porém mostrou-se altamente sensivel e
especifico, com sensibilidade de 98,6% e especificidade de 98,2%, com resultados
semelhantes aos de laboratorio. Assim, o aparelho € considerado util para o
monitoramento de ovelhas e confiavel para iniciar o tratamento da toxemia da
prenhez. Possui um tempo de aferigdo, antes do resultado, de dez segundos, apds
uma gota de sangue total entrar em contato com o receptor da tira reagente. O teste
de BHB com medidor portatil pode substituir o envio de amostras ao laboratério, com
um custo menor e resultado imediato (PANOUSIS et al., 2012).

Dispositivos portateis foram fabricados para testes de diabetes em humanos. Em
vacas, um aparelho portatil foi utilizado para a medicdo de corpos cetbnicos e o
resultado foi comparado com testes bioquimicos, das mesmas amostras de sangue,
de dois laboratorios. O resultado foi um coeficiente de correlag&o entre o glicosimetro
e um laboratério de 92,2% (p<0,01) e entre o glicosimetro e o outro laboratério 94%
(p<0,01) (IWERSEN et al., 2013).

Comparando o método do glicosimetro com a isatacoforese, que € uma técnica de
quimica analitica, semelhante a eletroforese, que separa seletivamente e quantifica
analitons ibnicos, onde observa o quao rapido um ion migra através de um campo
elétrico, ndo se observou diferenga estatistica significativa, demonstrando que o
glicosimetro portatil € um método extremamente confiavel (KREMPASKY et al., 2014).

O teste para exploracao da quantificagdo de BHB demonstra resultados excelentes
€ precisos para ovinos, vacas e gatos. Em cabras, obteve um coeficiente de correlagéo
de 98%. Logo, o teste em glicosimetro portatil obtém resultados de alta preciséo se
comparado ao padrdo ouro (DORE et al., 2013).

Pichler et al. (2014a) realizaram um experimento onde comparavam a retirada de
sangue pela veia jugular com a coleta da veia presente na orelha. Os resultados

indicam que a retirada de sangue pela orelha poderia ser realizada alternadamente
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com a retirada de sangue pela veia jugular, e que nao ha diferenca estatistica de
afericdo de BHB entre a coleta da orelha se comparada a coleta pela veia jugular. A
coleta de sangue pela veia da orelha comparada com a coleta da veia jugular obteve
um coeficiente de correlacéo de 95%, (p< 0,01), indicando que o teste € adequado em

cabras. Em ovelhas, o Precision Xceed® apresentou resultado semelhante, de 94%.

2.4.2 Teste de Rothera

O principio do Teste de Rothera consiste na reacdo de cetonas com o
nitroprussiato de sédio. Essa reagao provoca o aparecimento de uma coloragao que
vai do rosa claro ao vinho intenso, dependendo da quantidade de cetonas presentes
na amostra. Pode ser utilizado por meio de fita reagente impregnada com o
nitroprussiato de sédio, ou por comprimido, servindo para analise na urina e no leite
(COMSTOCK; GARBER, 2014).

O nitroprussato reage mais com acetoacetato do que com acetona, porém, nao
reage com o BHB. Este teste pode detectar 4mg/dL de corpos cetdnicos totais no leite,
sendo 2mg/dL de acetoacetato e de acetona, o que representa 10-15mg/dL de corpos
cetbnicos totais do sangue. Isso implica que o teste pode refletir o nivel sanguineo de
corpos cetdnicos. Ele é rapido e mede, de forma semi-quantitativa os niveis de BHB
(DUFFIELD, 2000).

2.4.3 Ensaio de Imunoabsorbancia Ligado a Enzima (ELISA) no soro sanguineo

Em humanos, ha o teste de ELISA para determinar quantitativamente o BHB,

entretanto € utilizado para fins de pesquisa, e ndo como método diagnostico
(EURODIAGNOSTICO, 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho relativo ao projeto de pesquisa intitulado “Perfil Metabdlico em Ovinos”
foi aprovado pela Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA), da Universidade
Federal do Espirito Santo atendendo as normas éticas, conforme estabelecidas na

legislacao vigente e no regime interno da CEUA-UFES, sob o protocolo n® 019/2014.

3.1 Animais

Foram utilizadas 111 ovelhas adultas, 79 da raga Dorper e 32 da raca White
Dorper, nos seguintes periodos reprodutivos: 37 gestantes, 30 recém paridas e 44
vazias.

O manejo sanitario era realizado com vacinagao anual contra raiva e clostridioses
e a vermifugacdo era realizada com base no resultado da contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), sendo o principio ativo escolhido a partir da eficacia dos
farmacos usados.

O manejo nutricional das ovelhas vazias e paridas era semi extensivo, durante o
dia ficavam soltas no pasto (Brachiaria spp.) e ao entardecer confinadas. Durante o
confinamento as ovelhas vazias recebiam apenas sal mineralizado proprio para
espécie, as recém - paridas além do sal mineral, recebiam capim picado ou silagem
de milho no cocho e 1% do peso vivo de suplementagdo com concentrado, podendo
chegar a 2% dependendo da qualidade da pastagem. No pré-parto as ovelhas ficavam
em sistema de confinamento e recebiam capim picado ou silagem de milho a vontade
no cocho, concentrado na propor¢ao de 1% do peso vivo por dia e sal mineral a

vontade.

3.2 Delineamento experimental

3.2.1 Selegao dos animais e coleta de amostras

As ovelhas foram previamente selecionadas por meio de exame de inspecao,

avaliacdo de mucosas (método Famacha), sendo utilizados apenas os animais
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considerados higidos. A coleta de sangue foi realizada por pun¢ao de veia jugular,
com sistema de coleta a vacuo, em tubo sem anticoagulante, como pode ser vista na

figura 2.

-

Figura 2 — Coleta de sangue da veia jugular em ovelha White Dorper.
Fonte: arquivo pessoal.

Os tubos com as amostras de sangue foram acondicionadas em isopor com gelo
reciclavel, sem ultrapassar quatro horas em seu interior, até serem centrifugadas a
3000 rpm por 10 minutos para a separacgao do soro. O soro foi separado e aliquotado
em tubos de polietileno de 1,5 mL previamente identificados e armazenados a -20°C

até o momento da realizagdo do exame bioquimico.

3.2.2.Determinagao do B-hidroxibutirato em fita reagente

Foi realizada a determinagao do B-hidroxibutirato, com uma gota de sangue total,
imediatamente apds a coleta, pelo método da fita reagente (Fita FreeStyle Optium B-ketone,
Abbott®) utilizando-se glicosimetro portatil humano (Optium Xceed, Abbott®).

As tiras, ao serem retiradas da caixa, encontravam-se em embalagens laminadas,
individualizadas. Ao serem removidas da embalagem sendo retiradas pela parte

pontilhada, as barras de contato, que se encontravam na extremidade, foram inseridas
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na porta do monitor, até uma leve resisténcia ocorrer. Assim, o monitor foi ligado
automaticamente. Apés, foi colocada uma gota de sangue na area alvo branca, no
final da tira teste e o sangue direcionou-se para dentro da mesma. Assim, ocorreu
uma reacgao eletroquimica na tira, proporcional a quantidade de corpos cetdnicos, em

mmol/L no sangue, e o valor foi demonstrado no monitor do aparelho, como mostra a

figura 3.

e ()ptiumﬂeed.
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Figura 3 — Fita reagente para avaliar corpos ceténicos em aparelho portatil, com
resultado no visor, em mmol/L.
Fonte: arquivo pessoal.

3.2.3 Determinacédo bioquimica do B-hidroxibutirato

A determinagcdo do BHB foi realizada seguindo as instru¢gdes do kit comercial
(Ranbut, Randox®), em analisador bioquimico automatico (Mindray BS 120, Bioclin®)

(Figuras 4 e 5).
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O principio da determinacdo do BHB é a oxidagdo de D-3-hidroxibutirato a
acetoacetato pela enzima 3-hidroxibutirato desidrogenase. Concomitante com esta
oxidagao o cofator NAD+ é reduzido a NADH e a mudancga de absorbancia associada
pode ser diretamente correlacionada com a concentracdo de D-3-hidroxibutirato.

Os reagentes sdo compostos de uma solugao tampéao (R1A), de “tris” tampao,
em 100 mmol/L e pH 8,5, 2 mmol/L de EDTA e 20 mmol/L de acido oxalico; solugao
Enzima / Coenzima, composta por 2,5 mmol/L de NAD+ e 0,12U/mL de 3-HBDH
(R1B), e solugéo padrao, composta por D-3-hidroxibutirato, para observar a insergéo
no lote especifico.

Ocorreu o preparo do reagente: foram adicionados 10mL do reagente tampao
(R1A) no reagente enzima / coenzima (R1B) e feita a homogeinizacdo. Apds, essa
solugédo foi colocada no analisador Mindray BS120, no disco de reagentes, e a solugao
padrao, foi utilizada para a calibragdo do equipamento, em uma concentragao de 1,03

mmol/L.

Figura 4 — Kit para exame bioquimico laboratorial de B-hidroxibutirato.
Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 5 — Analisador bioquimico automatico, Bioclin®.
Fonte: arquivo pessoal.

3.3 Analise estatistica

Pelos dados terem apresentado uma distribuicdo ndo paramétrica (verificada
mediante teste de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05) e serem arranjados de maneira
pareada, onde o mesmo individuo foi avaliado pelas duas técnicas, os resultados
foram avaliados mediante teste de McNemar no intuito de verificar a hipétese de
diferenca entre os testes. Além disso, foi realizado o calculo do coeficiente Kappa
(IC95%) para verificar a reprodutibilidade dos testes e os calculos dos valores de
sensibilidade e especificidade considerando-se o teste em laboratério como padrao
ouro. Para célculo da sensibilidade e especificidade foram considerados animais

positivos, aqueles que apresentaram valores de BHB superiores a 0,6 mmol/L.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 1 e 2 demonstram os valores médios em mmol/L e desvios padrao
encontrado nas ovelhas, comparando o exame da tira reagente em glicosimetro

portatil com o exame bioquimico laboratorial.

Tabela 1 - Valores de média e desvio padrao de B-hidroxibutirato determinados pelos
métodos de fita reagente em glicosimetro portatii humano (BHB Fita) e analise
bioquimica laboratorial (BHB Laboratorial), em 111 ovelhas das ragas Dorper e White
Dorper em diferentes fases produtivas e em cada fase produtiva.
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Métodos (mmol/L) Média (mmol/L) Desvio Padrao
BHB Fita 0,4 0,2
BHB Laboratorial 0,4 0,2
Fases Produtivas BHB Fita (mmol/L) BHB Laboratorial (mmol/L)
Vazias (n= 44) 0,3+0,1 0,3+0,1
Gestantes (n= 37) 0,3+0,1 0,310,1
Recém-Paridas (n= 30) 0,610,4 0,610,3

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os resultados da fita reagente
para corpos cetbnicos e da analise bioquimica em laboratério, considerando o total de
111 animais. Nesta analise, o teste McNemar (p= 0,3173) com IC 95% resultou em
um indice Kappa entre os testes de fita reagente e laboratorial de 85%, com
sensibilidade da fita reagente de 93% e especificidade de 96%. No grafico de

disperséo (figura 6), esta demonstrada a proximidade dos valores dos exames de fita



reagente com glicosimetro portatil e exame bioquimico laboratorial nos 111 animais

avaliados.
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Figura 6 - Grafico de dispersdo demonstrando valores obtidos para (3-hidroxibutirato
em tira reagente em glicosimetro portatil (BHB Fita) e com o exame bioquimico
laboratorial (BHB Bioq), das 111 ovelhas avaliadas

Nos animais divididos em grupos reprodutivos vazias e gestantes, por nao
apresentarem animais com valores de BHB superiores ao nivel de corte (0,6 mmol/L),
nao foi possivel realizar o calculo para determinagcdo da sensibilidade e a
especificidade do método com a fita reagente. Sendo possivel somente nos animais
de classificagdo recém-parida. Nessa categoria, o teste McNemar (p= 0,3173) com IC
95% demonstrou haver um coeficiente Kappa 80,6%, com 93% de sensibilidade e
87% de especificidade.

Os coeficientes Kappa encontrados nesse experimento, 85% e 80,6%, podem ser
considerados de boa a étima concordancia, como descrito por Pereira, (1995).

Nesta pesquisa, como podemos observar, tanto a sensibilidade quanto a
especificidade possuiram valores a nivel de exatidao para o teste em fita reagente
excelentes. O que vem de acordo com o descrito por Pereira (1995) que afirma que a
validade de um teste diagnédstico parte do principio que o resultado pode ser aceito
como expressao da verdade para ser atestado, observando a sensibilidade e
especificidade, sendo a primeira com o maximo de capacidade para diagnosticar
individuos verdadeiramente positivos para doenca, e a segunda, a capacidade que o

teste possui em diagnosticar corretamente os individuos sadios.
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Panousis et al. (2012), em seu experimento de obtencédo de valores de BHB em
ovinos classificados em periodo seco e de lactagao com o aparelho Precision Xceed®,
observou uma sensibilidade de 98,6% e especificidade de 98,2%. As medidas do
aparelho foram semelhantes as verificadas pelo teste laboratorial. No presente
experimento, animais classificados como recém-paridos, que equivalem aos animais
em lactacdo do autor, apresentaram alta sensibilidade ao teste de fita reagente,
porém, sua especificidade foi menor que a apresentada por ele.

Contudo, o teste em glicosimetro portatil em fita reagente quando comparado ao
bioquimico laboratorial em ovinos, demonstrou ser confiavel devido a sensibilidade e
especificidade resultante. Isso concorda com Nasciutti (2011), que obteve uma
sensibilidade de 90% e especificidade de 97% em um experimento semelhante, porém
em vacas

O presente experimento apresenta uma concordancia de boa a 6tima entre o
glicosimetro portatil e a fita reagente, o que também foi demonstrado por Pichler et al.
(2014a), pois eles descrevem as analises do glicosimetro portatil e fita reagente em
relagdo ao exame bioquimico laboratorial com caracteristicas altamente positivas para
concentragcdo de BHB em glicosimetro se comparado com o método bioquimico
laboratorial, também em ovelhas.

Voyvoda e Erdogan (2010), Panousis (et al., 2011) e Pichler (et al., 2014a) afirmam
que a fita reagente é um teste benéfico para o monitoramento de animais com risco
de cetonemia e, no caso de ovelhas, toxemia gravidica. Além disso, concordam com
os resultados estatisticos demonstrados nesta pesquisa, pois afirmam que nao ha
diferencga significativa entre o teste laboratorial com o de fita reagente para corpos
ceténicos. Pichler et al. (2014a) ndo observaram diferengas estatisticas para o teste
de fita reagente com o exame laboratorial, semelhante a esta pesquisa.

A sensibilidade e a especificidade demonstradas na pesquisa apresentam valores
semelhantes ao de Pichler et al. (2014b). Estes adaptaram os resultados de BHB
coletados em cabras com os ja existentes para ovelhas e demonstraram resultados
para sensibilidade de 98% e especificidade 85% com IC 95% em cabras com sangue
coletado pela veia da orelha, em relagcdo ao método com glicosimetro portatil com
coleta pela veia jugular. Tanto esta pesquisa quanto o experimento desse autor

demonstram que o resultado de BHB em glicosimetro portatil é confiavel.
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O presente trabalho demonstra a possibilidade de se encontrar um diagnéstico
rapido para toxemia da prenhez clinica e subclinica, pois € um método agil, confiavel
e eficiente na determinagédo de valores de BHB para cada animal estudado. O mesmo
foi observado por Voyvoda e Erdogan (2010) e Panousis et al. (2011), que afirmam
que a importancia do estudo esta no ponto de vista bioldgico, pois tanto o exame em
fita reagente quanto o exame laboratorial ndo apresentam diferenca estatistica, em
vacas, determinando mais uma vez a confiabilidade do exame para diagnostico
precoce de doencas que podem causar a queda na producio ou a perda do animal
no rebanho.

Outra analise a ser considerada é a econémica. O kit bioquimico custa, em média
R$ 434,38, e possui capacidade para efetuar 200 exames, fazendo com que cada
exame custe, no minimo R$2,17. Entretanto, as fitas reagentes FreeStyle® utilizadas
no exame com glicosimetro portatil Option Xceed® custam, R$ 2,99, ja que uma caixa
com 10 tiras custa R$29,90, e o aparelho portatil, em média R$ 50,00. Dessa forma,
sabe-se que o custo dos exames é equivalente, porém, para a realizagdo do exame
bioquimico existem custos adicionais, como o envio da amostra até o laboratério, os
valores dos seus aparelhos e o preco do exame cobrado pelo laboratério. As
vantagens para a dosagem do exame de BHB em glicosimetro portatil € a rapidez da
analise, pois apds a coleta de sangue, espera-se 10 segundos para obtencédo do
resultado, ou seja, faz-se ao pé do animal, além de ser um exame confiavel, como ja
foi demonstrado. Voyvoda e Erdogan (2010) e Doré et at. (2013) concordam com a
informacédo da presente pesquisa, pois afirmam que, além da rapidez do resultado

para BHB, € um exame mais barato que o envio de uma amostra ao laboratorio.
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5. CONCLUSAO

A dosagem de BHB por meio da fita de determinagdo em glicosimetro portatil
se mostrou método confiavel e de simples execucdo para ovinos, podendo ser
utilizada como recurso diagndstico, auxiliando no trabalho do médico veterinario a
campo. Dessa forma, € possivel diagnosticar de maneira segura alteracdo no
metabolismo energético dos animais submetidos ao teste de fita, evitando-se a piora

do quadro clinico e sua consequéncia, a toxemia gravidica.
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