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RESUMO

REIS, G. A. Claudicagao em vacas prenhes — influéncias no desenvolvimento
neonatal e na morfometria cerebral de bezerros apds o nascimento. 2024. 76 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2024.

A claudicacdo € apontada como a terceira maior causa de perdas econémicas na
bovinocultura leiteira e ¢é considerada atualmente como um dos principais
indicadores de prejuizo no bem-estar dos bovinos. Portanto, quando esta condigéo é
vivenciada durante a gestacao, torna-se um dos agentes causadores de estresse
pré-natal. Estudos em outras espécies observaram alteragées cognitivas e
comportamentais de animais oriundos de gestagbes estressantes, sendo estas
associadas a alteragbes nas estruturas corticolimbicas envolvidas na regulagao da
emogao e na fungcado do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, incluindo alteragbes na
morfologia e densidade de espinhos dendriticos, neurogénese e volume dessas
estruturas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de
alteracbes na morfometria cerebral de bezerros apdés o0 nascimento e no
desenvolvimento de bezerras, causadas pela claudicagdo durante a gestacao. Para
isso, 57 vacas Holandesas multiparas foram acompanhadas desde o dia do exame
de diagnéstico de gestagao até o parto, realizando-se semanalmente a avaliagdo do
escore de locomogdo (vacas com e sem claudicagao intensa). No tergo final da
gestacdo foram realizadas coletas de amostras de sangue, para avaliagao
hematoldgica, e de saliva, para mensuragao da concentragdo do cortisol. Apoés o
nascimento, o peso corporal e a altura de cernelha foram mensurados em todos os
bezerros, machos (N = 20) e fémeas (N = 35). As fémeas foram acompanhadas por
meio de mensuragao do peso vivo aos 30 e 60 dias de idade e no dia do desmame,
também foram calculados a duracédo da gestacao e o tempo até o desmame. Para a
analise das estruturas cerebrais, foi realizada a eutanasia de 10 bezerros machos e
coleta dos encéfalos, os quais foram perfundidos com solucdo de formaldeido
previamente a coleta. O volume total dos encéfalos foi determinado por meio do
deslocamento volumétrico de coluna de liquido e, por meio de ressonancia
magnética dos enceéfalos, foi realizada mensuragdo digital dos volumes das
seguintes estruturas cerebrais: hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal. Nao foram

encontradas diferengas significativas entre os parametros avaliados no presente



estudo, entretanto houve a constatacdo de padrées semelhantes aos descritos em
literatura como menor volume das estruturas cerebrais (diminuicdo de até 29%),
maior tempo até o desmame, menor peso vivo ao nascimento e menor duragao da
gestacdo em bezerros provenientes de vacas que apresentaram claudicagao
durante a gestagdo. Sendo assim, conclui-se que, apesar de nao ter ocorrido
alteragdes significativas nos parametros avaliados, s&0 necessarias mais
investigacdes para confirmar os achados deste estudo e avaliar as consequéncias

do estresse pré-natal no desenvolvimento cerebral e na vida adulta dos bezerros.

Palavras-chave: Bem-estar animal. Bovinos. Estresse pré-natal. Afecgbes podais.
Encéfalo.



ABSTRACT

REIS, G. A. Lameness in pregnant cows — influences on neonatal development
and brain morphometry of calves after birth. 2024. 76f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2024.

Lameness is considered to be the third biggest cause of economic losses in dairy
farming and is currently considered to be one of the main indicators of welfare
problems in cattle. Therefore, when this condition is experienced during pregnancy, it
becomes one of the agents causing prenatal stress. Studies in other species have
observed cognitive and behavioral changes in animals from stressful pregnancies,
which are associated with changes in corticolimbic structures involved in emotion
regulation and in the function of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, including
changes in the dendritic spines morphology and density, neurogenesis and volume of
these structures. Therefore, the aim of this study was to evaluate the occurrence of
changes in the brain morphometry of calves after birth and in the development of
heifers, caused by lameness during pregnancy. To this end, 57 multiparous Holstein
cows were monitored from the day of the pregnancy diagnosis test until calving, with
a weekly assessment of the locomotion score (cows with and without severe
lameness). In the final third of pregnancy, blood samples were taken for
hematological evaluation and saliva samples for measuring cortisol concentration.
After birth, body weight and height were measured in all calves, males (N = 20) and
females (N = 35). The females were monitored by measuring their body weight at 30
and 60 days of age and on the day of weaning, the gestation length and the time until
weaning were also calculated. To analyze the brain structures, 10 male calves were
euthanized and their brains were collected, which were perfused with formaldehyde
solution prior to collection. The total volume of the brains was determined using
volumetric displacement of the liquid column and, using magnetic resonance imaging
of the brains, the volumes of the following brain structures were digitally measured:
hippocampus, amygdala and prefrontal cortex. No significant differences were found
between the parameters assessed in this study, but there were patterns similar to
those described in the literature, such as lower volume of brain structures (a
decrease of up to 29%), longer time to weaning, lower live weight at birth and shorter

gestation length in calves from cows that had lameness during pregnancy. It is



therefore concluded that, although there were no significant changes in the
parameters evaluated, further research is needed to confirm the findings of this study

and assess the consequences of prenatal stress on the brain development and adult
life of calves.

Keywords: Animal welfare. Cattle. Prenatal stress. Claw diseases. Brain.
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1 INTRODUGAO

O Brasil apresenta atualmente o segundo maior rebanho bovino do mundo,
possuindo mais de 234,3 milhdes de cabecas. Destas, cerca de 15,7 milhdes sdo de
vacas ordenhadas no territério nacional (IBGE, 2022).

Devido ao grande crescimento de sua produg¢ao nas ultimas duas décadas, o
Brasil se tornou um dos maiores fornecedores globais de commodities, tendo ainda
mais potencial para crescimento nos proximos anos. A produgao agricola e pecuaria
brasileira apresenta grande importancia na economia do pais, tendo representado
8% do Produto Interno Bruto (PIB) no ano de 2021. A producéo de produtos
processados, tais como carnes frescas, refrigeradas e preparadas, laticinios, frutas e
vegetais processados, cresceu 6,3% anualmente entre 2002 e 2021 (USDA, 2022).

Segundo proje¢des do Ministério da Agricultura e Pecuaria (BRASIL, 2023), a
producao de leite no Brasil apresentara uma taxa de crescimento de 1,7 a 2,7% nos
préximos 10 anos.

O crescimento da oferta de leite em questdo se dara principalmente em
consequéncia da melhoria na produtividade dos animais e na gestdo das
propriedades produtoras de leite. Resultado de grandes mudancgas pelas quais o
setor esta passando atualmente, apresentando um processo de tecnificacédo
acelerado (BRASIL, 2023).

Com o rapido processo de tecnificacdo das propriedades produtoras de leite
em busca de maior produtividade dos animais, a sanidade e o bem-estar animal sao
aspectos importantes que devem ser levados em consideragdo. Uma vez que, a
ocorréncia de uma enfermidade ou falha de manejo que gere estresse, por exemplo,
pode acarretar grandes prejuizos ao diminuir a eficiéncia produtiva dos animais.

Manejos aversivos, observados frequentemente em propriedades de
produgdo intensiva, estao correlacionados com o aumento do medo a humanos e
possuem consequéncias indesejaveis para o bem-estar e a produtividade dos
animais (RUSHEN et al., 1999).

Além disso, dentre os desafios enfrentados pelas vacas produtoras de leite,
o comprometimento da saude dos cascos, que consequentemente leva a
claudicacido, é apontado como a terceira maior causa de perdas econémicas no

setor de bovinocultura (GUCCIONE et al., 2016). Esta condicdo é especialmente
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relevante para o comprometimento do bem-estar em bovinos de leite pois, além dos
resultados negativos que gera na produgcdo animal, a prolongada experiéncia
dolorosa determina forte estado de estresse (GALINDO; BROOM, 2002; GREEN et
al., 2010; TADICH, 2011; BOND et al., 2012). Desta forma, a claudicagdo é
considerada atualmente como um dos principais indicadores de prejuizo no
bem-estar dos animais leiteiros (WHAY et al., 2003).

Bovinos com claudicagdo demonstram menor limiar nociceptivo, isto €,
aumento da hiperalgesia, que por sua vez varia diretamente de acordo com a
intensidade da claudicagédo (TADICH et al., 2013). Segundo estudos realizados com
ovinos e bovinos (LEY et al., 1989, 1992, 1994, 1995, 1996; WHAY et al., 1998),
parametros como o limiar nociceptivo mecanico, cortisol, adrenalina e noradrenalina
se alteram durante a exposicdo a dor crdnica ocasionada por lesdes podais,
podendo persistir por até meses, mesmo apds o tratamento e a resolugdo
macroscopica da lesdo podal, envolvendo desta forma o sistema nervoso e
enddcrino do animal em resposta a dor crénica. Portanto, a existéncia de lesdes
podais graves determina o surgimento de intensa e prolongada sensagao dolorosa
(hiperalgesia), mesmo apos o tratamento ser instituido e concluido.

Estudos indicam ainda que fatores estressantes presentes em criagdes de
animais tais como manejo aversivo, ambiente ruim, temperaturas extremas,
enfermidades e o estresse psicossocial, influenciam negativamente fémeas
gestantes e levam a disturbios durante o desenvolvimento fetal, na imunidade e nas
fungdes cognitivas pds-natal da prole (MERLOT et al., 2008; GRABNER et al., 2009;
ARNOTT et al., 2012; TAO et al., 2012, 2013; OTTEN et al., 2015).

O periodo pré-natal € de suma importancia e determina como um individuo
respondera ao ambiente e as diversas situa¢des ao longo da vida, fato comprovado
em estudos realizados em diversas espécies. O encéfalo em desenvolvimento e
outros sistemas fisioldgicos apresentam-se especialmente sensiveis a programagao
pré-natal, colaborando com a hipotese de que essa plasticidade representa um
mecanismo de adaptacdo do feto ao ambiente pds-parto. Portanto, quando o
individuo é afetado por algum estimulo negativo no periodo pré-natal, poderao
ocorrer transtornos a longo prazo em sua vida (WELBERG; SECKL, 2001; FOWDEN
et al., 2006; MERLOT et al., 2008; OTTEN et al., 2010; ARNOTT et al., 2012).

Contudo, ainda existem poucos estudos sobre o tema em animais de

producao, principalmente bovinos, e ainda menos que incluiram a claudicagao como
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fator de estresse e medidas anatbmicas cerebrais na prole a fim de avaliar as
consequéncias do estresse pré-natal.

Desta forma, considerando o impacto negativo a longo prazo causado pelo
estresse no periodo pré-natal, ja comprovado por pesquisas em diversas espécies, e
a escassez de estudos sobre as alteragdes causadas por ele no desenvolvimento de
bezerros, formulou-se a hipotese de que a claudicacdo, caracterizada como uma
manifestacdo dolorosa intensa e prolongada, quando vivenciada durante a gestagao
em bovinos, ira se tornar um dos agentes causadores de estresse pré-natal,
afetando negativamente o desenvolvimento, o comportamento e a adaptagédo de

bezerros neonatos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O periodo pré-natal possui grande importancia na definigho de como um
individuo respondera a diversos estimulos ao longo de sua vida. Ja foi descrito em
humanos e outras espécies animais que o estresse durante a gestagcédo, também
chamado de estresse pré-natal, causa efeitos determinantes na prole (BRAASTAD,
1998; BARKER, 2004; CHARIL et al.,, 2010; GLOVER, 2011). Em animais de
producdo, por sua vez, o estresse durante este periodo vem sendo estudado e
ganha cada vez mais importancia devido a significativas consequéncias produtivas
causadas por ele.

Durante um evento estressante, horménios como adrenalina e
glicocorticoides sdo lancados na corrente sanguinea, causando uma cadeia de
reacdes no corpo de qualquer individuo. Tanto em humanos como em animais, o
efeito dessas substancias liberadas durante situacbes de estresse vem sendo
amplamente investigado. Pesquisadores constataram, ainda, que eventos
estressantes, quando experimentados por fémeas gestantes, produzem mudancgas
no ambiente intrauterino e, consequentemente, resultados negativos sobre a
emotividade e os substratos neurais da prole, podendo perdurar por toda a vida
adulta (BAKKER et al., 1995; CHARIL et al., 2010; GLOVER et al., 2011).

Os glicocorticoides possuem grande importancia no desenvolvimento normal
dos 6rgéos fetais durante uma gestacdo. Entretanto, o aumento do nivel dessas
substancias no organismo de gestantes pode afetar o desenvolvimento de regides
do encéfalo, como o hipocampo, e as fungdes do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal.
Para proteger o feto de niveis elevados de glicocorticéides, a enzima placentaria 11
beta-hidroxiesteroide desidrogenase (113-HSD-2) possui um papel importante,
constituindo o principal sistema protetor da placenta, inativando o cortisol,
convertendo-o em cortisona. Portanto, uma falha nesse sistema torna este um dos
possiveis causadores de alteragdes negativas na programagao fetal (SECKL;
HOLMES, 2007; MOISIADIS; MATTHEWS, 2014; RICHETTO; RIVA, 2014).

Evidéncias de que a programacao fetal é influenciada por situacoes
adversas vivenciadas durante a gestacdo tém sido demonstradas em pesquisas
realizadas em humanos, nas quais o0 estresse pré-natal foi associado ao

desenvolvimento de transtornos na infancia e idade adulta como sindrome
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metabdlica, baixo peso ao nascimento, alteragcdo no crescimento, metabolismo e no
sistema imunoldgico, além de alteragdes emocionais, comportamentais e cognitivas
(KOENIG et al., 2002; SECKL & MEANEY, 2006; VAN DEN BERGH et al., 2007;
VILTART & VANBESIEN-MAILLIOT, 2007; GUEST et al., 2012).

Estudos sobre estresse pré-natal, realizados em animais apds situacdes
como desnutricdo, infeccdes ou experiéncias estressantes, também demonstraram
que um ambiente adverso vivenciado pelas fémeas durante a gestacao tem efeitos
na programacéo fetal, podendo alterar os sistemas fisiolégicos e o comportamento
da prole em sua vida inicial ou tardia (CHARIL et al., 2010; OTTEN et al., 2015).
Comprovou-se que, semelhante ao que ocorre em humanos, existem consequéncias
a longo prazo na sensibilidade a insulina, fungao cardiovascular, na atividade do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal e nos sistemas de neurotransmissores cerebrais, nas
fungcdes imunolégicas e no comportamento da prole de animais (VILTART &
VANBESIEN-MAILLIOT, 2007; MERLOT et al., 2008; CHARIL et al.,2010; OTTEN et
al., 2015).

O estresse pré-natal afeta o desenvolvimento fetal direta e indiretamente por
duas vias principais: via regulagcdo hormonal ou via modificagdo da morfologia
placentaria. No primeiro caso, catecolaminas e glicocorticoides atuam na expressao
génica do feto pelas alteragdes no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, ja no segundo
caso, ha alteracdo no numero e tamanho dos cotilédones. Ambos os mecanismos
foram observados em ovinos e caprinos comprometendo a resposta imune, a
sobrevivéncia e o desenvolvimento fetal durante a gestagédo e ao longo de sua vida,
aléem de alteragdo no comportamento materno em relagdo a prole apdés o parto
(ROUSSEL et al., 2005, 2006; MELORT et al., 2008; COULON et al., 2011).

Como se sabe, o manejo aversivo, que pode ser observado em
propriedades de produgcdo intensiva, associado a outros fatores também
estressantes tais como o ambiente ruim, temperaturas extremas, enfermidades e o
estresse psicossocial influenciam negativamente fémeas gestantes e causam
disturbios durante o desenvolvimento fetal (RUSHEN et al., 1999; MERLOT et al.,
2008; GRABNER et al., 2009; ARNOTT et al., 2012; TAO & DAHL, 2013; OTTEN et
al., 2015).

Coulon e colaboradores (2011), por meio do teste de aproximagdo humana e
teste do objeto novo com susto, demonstraram que cordeiros oriundos de ovelhas

manejadas de forma aversiva apresentaram mais medo do que aqueles nascidos de
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ovelhas manejadas de forma gentil. Participando da mesma linha de pesquisa, Hild e
colaboradores (2011) observaram que ovelhas que faziam parte do grupo de manejo
aversivo passaram mais tempo cuidando de sua prole durante as duas horas apos o
nascimento.

Estudos realizados em ovinos, caprinos, bovinos e suinos mostraram efeitos
do estresse pré-natal sobre a realidade emocional da prole (LAY et al., 1997a;
ROUSSEL et al., 2005, 2006; JARVIS et al., 2006), usando como fatores de estresse
o isolamento, transporte repetitivo ou eventos semanais de interrupgdo social.
Outras pesquisas desenvolvidas com essas mesmas espécies constataram que o
manejo estressante de fémeas prenhes, tem efeito prejudicial a esta e ao feto,
acarretando menores indices produtivos e reprodutivos, além de comprometimento
das fung¢des imunes, metabdlicas e cognitivas na vida adulta da prole (HILD et al.,
2011; ARNOTT et al., 2012; TAO et al., 2012; COULON et al., 2013; BAXTER et al.,
2016).

Otten e colaboradores (2015) destacam que os resultados encontrados nas
pesquisas analisadas em seu artigo de revisdo indicam como o estresse pré-natal
pode prejudicar o crescimento, a adaptabilidade fisiolégica, a saude e o
comportamento na vida tardia de suinos, tendo implicagcdes econbémicas e também
no bem estar animal.

Em vacas, eventos estressantes possuem um papel importante na
implantagdo embrionaria, no desenvolvimento da placenta e no crescimento fetal. De
acordo com o momento em que um evento adverso ocorre, este impacta
diretamente no equilibrio de citocinas do trato reprodutivo e no ambiente intra
uterino, interferindo na programacao, plasticidade e adaptacdo embrionaria
(ROBERTSON et al., 2015, 2018).

Diminuicdo de peso e tamanho da prole ja foram relatados em diversas
espécies como sendo consequéncia de falha da enzima 11B-HSD-2 ou devido a
altas concentragdes de glicocorticdides circulantes durante a gestagcdo. Em estudos
nos quais fémeas gestantes recebiam doses de glicocorticoides, constatou-se que
estes e as citocinas intervém no processo de crescimento da prole, apresentando
menor peso ao nascer (LINDSAY et al., 1996; SECKL, 2004; KRANENDONK et al.,
2006).

Observou-se que o estresse durante a gestagdo possui efeitos negativos

sobre a ontogénese do feto de suinos, ovinos e humanos devido a sua atuagédo em
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neurotransmissores cerebrais, bem como em habilidades cognitivas da prole, além
de aumentar o risco de doengas cardiovasculares, hipertensao, resisténcia a insulina
e sindrome metabolica (GRABNER et al., 2009; GLOVER, 2011).

As alteracbes cognitivas e comportamentais observadas em ratos oriundos
de gestacdes estressantes foram associadas a alteragcbes nas estruturas
corticolimbicas envolvidas na regulagcdo da emocéao (cortex pré-frontal e hipocampo)
e na fungao do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal, incluindo alteragdes na morfologia
e densidade dos espinhos dendriticos no hipocampo e cértex pré-frontal (MURMU et
al., 2006; MYCHASIUK et al., 2012).

A exposicao fetal a altos niveis de cortisol altera o desenvolvimento de
neurénios no cérebro e resulta em tamanhos menores de hipocampo (SZURAN et
al., 1994; HAYASHI et al., 1998; AVISHAI-ELINER et al., 2002; SCHMITZ et al.,
2002; COE et al., 2003). Em estudos utilizando ressonancia magnética em encéfalos
de macacos Rhesus, Coe et al. (2002; 2003) e Uno et al. (1994) encontraram,
respectivamente, alteragcdo no volume do corpo caloso (diminuicdo em machos e
aumento em fémeas) e diminuicdo em aproximadamente 30% do volume do
hipocampo na prole de fémeas estressadas.

O estresse pré-natal causa uma cascata de respostas fisioldgicas e
moleculares na fémea gestante capaz de reprogramar epigeneticamente genes
envolvidos no desenvolvimento de neurocircuitos de estresse na prole. Produzindo
modificagdes como aumento dos niveis basais de glicocorticéides, alteragbes na
reatividade ao estresse (maiores aumentos na concentragdo de cortisol apdés um
estressor), além de recuperagao mais lenta apos o estresse (secrec¢ao prolongada
induzida pelo evento estressante), diminuicdo da expressdo de receptores de
glicocorticéides e diminuicdo do numero de neurdnios no hipocampo, alteragdo de
aprendizagem espacial e na memoaria (UNO et al., 1990, 1994; BALE, 2015).

Estudos em diversas espécies demonstram que o estresse pré-natal pode
causar efeitos estruturais e funcionais no sistema Ilimbico e no eixo
hipotalamo-hipodfise-adrenal da prole. Observou-se que eventos estressantes
ocorridos no meio e final da gestacdo causam ativagdo neuronal no encéfalo da
prole, demonstrada pela expressdo aumentada do mRNA do gene c-fos
(SCHWERIN et al., 2005; OTTEN et al., 2010, 2015).

O estresse social em porcas gestantes mostrou ser determinante no

aumento da expressdao do mRNA do horménio liberador de corticotropina e na
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alteracao da proporgao de receptores deste hormdnio na amigdala, regido envolvida
nas respostas comportamentais ao estresse, incluindo ansiedade e medo (JARVIS
et al. 2006; RUTHERFORD et al. 2014).

Segundo Otten e colaboradores (2015), o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e
o sistema limbico, principalmente hipocampo e amigdala, sdo especialmente
sensiveis a concentracao alterada de cortisol. Animais provenientes de gestagdes
com eventos adversos, que causam estresse pré-natal, apresentam em geral maior
atividade e alteragdo na regulagédo do feedback do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal,
maior ativagcdo do sistema nervoso simpatico e alteragdes no sistema limbico,
tornando-se uma prole mais ansiosa e com aumento da reatividade emocional.

Em ruminantes, Coulon et al. (2013) e Petit et al. (2015) demonstraram
haver alteragdes morfolégicas e funcionais em neurdnios corticolimbicos de ovinos
submetidos a estresse pré-natal. Verificou-se nestes estudos que cordeiros
provenientes de ovelhas estressadas no ultimo trimestre de gestagcédo apresentaram
alteracdo na expressao de genes envolvidos na morfologia dendritica neuronal e
transmissao sinaptica, além de aumento da densidade dos espinhos dendriticos e
alteragdo de sua morfologia. Sendo assim, o ambiente uterino é extremamente
importante no desenvolvimento dos 6rgaos e tecidos fetais.

Ja em suinos, Sarmiento e colaboradores (2021a, 2021b) demonstraram
que a claudicacao durante a gestagao afeta o ganho de peso, o limiar nociceptivo e
o comportamento da prole. Leitdes provenientes de fémeas que vivenciam a dor
como estresse pré-natal, sdo mais agressivos, aumentando o numero de lesbes
cutaneas no grupo em que estao inseridos, demonstram reatividade alterada durante
os testes de medo e menor vocalizagao.

Com grande importéncia também na bovinocultura, o comprometimento da
saude dos cascos, que consequentemente leva a claudicacao, é apontado como a
terceira maior causa de perdas econdmicas neste setor. Possuindo origem
multifatorial, a claudicacdo € considerada atualmente como um dos principais
indicadores de prejuizo no bem estar dos animais leiteiros, pois além de resultados
negativos na produtividade, a prolongada experiéncia dolorosa determina forte
estado de estresse (GREENOUGH, 1996; WHAY et al., 1998, 2003; GALINDO;
BROOM, 2002; GREEN et al., 2010; TADICH, 2011; BOND et al., 2012; GUCCIONE
et al., 2016).
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Portanto, a experiéncia dolorosa causada por lesbes de casco sendo
vivenciada durante a gestagao, pioram ainda mais o bem estar desses animais, se
tornando um dos agentes causadores de estresse pré-natal. Tal estado pode resultar
em respostas fisiologicas e moleculares que causam por sua vez alteragdes
epigenéticas que afetam o desenvolvimento da prole.

Barbosa (2022), pesquisando a influéncia do estresse pré-natal na resposta
a dor em bezerros descornados com ferro quente, demonstrou que houve redugao
do limiar nociceptivo da pele de bezerras descornadas provenientes de vacas com
claudicagdo durante a gestacdo, constatando a influéncia negativa que a dor em
vacas prenhes pode exercer sobre a modulacdo da sensibilidade dolorosa na vida
destes animais.

Estudos demonstram que o estresse e as respostas do organismo frente a
essa condicdo enfrentada durante a gestacdo alteram o desenvolvimento de
estruturas cerebrais da prole, principalmente as responsaveis pelas emocdes,
memoria e comportamento social (CHARIL et al., 2010). Entretanto, ha uma
escassez de estudos principalmente em animais como os bovinos, que demonstrem
quais seriam as alteracdes causadas pelo estresse pré-natal no desenvolvimento do
encéfalo dos bezerros e consequentemente em seu comportamento (ARNOTT et al.,
2012).

Com estas evidéncias pode-se afirmar, portanto, que, além de fatores
genéticos, diversos eventos ambientais, o manejo e alteracbes de saude dos
animais durante a gestagao podem causar estresse. Este por sua vez atua sobre a
programacgao e desenvolvimento fetal, predispondo a prole a doengas ao longo da
vida (BAKKER et al., 1995, 1998; MERLOT, et al., 2008; MADER et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Frente a atual intensificagdo do sistema de producdo de leite no Brasil,
torna-se fundamental a constante busca de melhorias nos cuidados com animais de
producdo de modo a assegurar a saude e o bem-estar animal. Pesquisas ja
demonstraram o impacto negativo do estresse no periodo pré-natal em outras
especies, porém estudos sobre as alteragdes causadas por este no encéfalo e no
desenvolvimento pés-parto de ruminantes sdo escassos, especialmente em bovinos,

o que justifica a realizagado deste trabalho.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar as alteragbes que a claudicagdo durante a gestagéo,

considerada um estresse pré-natal, de vacas da raca Holandesa pode

causar no encéfalo de bezerros e no desenvolvimento de bezerras.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar e comparar o tempo de duragdo da gestagéo, concentragao de
cortisol salivar, hemograma e a concentragdao indireta de
imunoglobulinas no colostro de vacas da ragca Holandesa com e sem
claudicagao durante a gestacéo.

Avaliar e comparar o peso, a altura de cernelha, a concentragao
indireta de imunoglobulinas séricas e o tempo decorrido até o
desmame, de bezerros oriundos de vacas da raga Holandesa com e
sem claudicacao no periodo pré-natal.

Avaliar e comparar alteragdes do volume encefélico e do volume do
hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal do cérebro de bezerros
oriundos de vacas da raga Holandesa com ou sem claudicacdo no

periodo pré-natal.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo (FMVZ-USP), sob o protocolo n° 7697170718.

5.1 SELECAO E ACOMPANHAMENTO DOS ANIMAIS GESTANTES

Foram selecionadas 57 vacas multiparas, da raca Holandesa, pertencentes a
granja leiteira da Academia da Forgca Aérea (FAYS), localizada no municipio de
Pirassununga, Estado de Sao Paulo (21°55'50.20"S, 47°21'14.71"W). Estes animais
foram acompanhados desde o diagndstico de gestagdo, com aproximadamente 45
dias de prenhez, até o final da mesma. As vacas foram avaliadas semanalmente por
meio da determinagao do escore de locomocéo (EL), proposto por Sprecher et al.
(1997) (Quadro 1).

Os animais foram separados em dois grupos de acordo com o escore de
locomogéao (EL) conforme as condi¢des a seguir:

e G1: 21 vacas com EL < 2 — vacas que nao apresentaram EL > 2 em
nenhuma avaliacdo semanal,

e (2: 36 vacas com EL = 3 — vacas que apresentaram ao menos uma
vez EL = 3 durante as avaliagdes semanais.

Durante o periodo observado, na ocorréncia de um episédio de EL = 3, o
animal era classificado como G2. Apds a identificagdo da claudicagédo, os animais
acometidos recebiam os cuidados necessarios realizados por funcionarios treinados

da propriedade.
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Quadro 1 - Escore de Locomocgéao (EL) utilizado nas vacas avaliadas

Escore

Classificagao

Postura

Caracteristicas

Normal

Dorso plano
quando parada e
em movimento;
Marcha normal

Claudicacgao
Leve

Dorso plano
quando parada e
leve
arqueamento
quando em
movimento;
Marcha normal

Claudicagao
Moderada

Dorso arqueado
quando parada e
em movimento;
Marcha afetada,
com
encurtamento do
movimento de
um ou mais
membros

Claudicacgao
Evidente

Dorso
evidentemente
arqueado;
Marcha afetada,
realiza um passo
de cada vez e
favorece um ou
mais membros

Claudicacgao
Grave

Dorso
evidentemente
arqueado;
Demonstra muita
dificuldade em
se locomover e
evita o0 apoio em
um ou mais
membros

Fonte: Reis (2024). Adaptado de SPRECHER et al. (1997) e Zinpro Locomotion Scoring and
Treatment of Dairy Cattle
https://www.zinpro.com/wp-content/uploads/2023/06/Dairy Cattle Locomotion Scoring Treatment-1.

pdf
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Apos serem transferidas para o piquete pré-parto, aproximadamente 60 dias

antes da data prevista de parto, o EL foi avaliado semanalmente e foram coletadas

amostras de sangue para realizacdo do hemograma e amostras de saliva para

determinacao da concentracao de cortisol.

ApOs o parto, foi realizada a mensuragdo da quantidade indireta de

imunoglobulinas existentes no colostro produzido pelas vacas acompanhadas por

meio do refratbmetro de Brix, conforme descrito por Quigley e colaboradores (2013),

e a duragao da gestacao foi calculada conforme intervalo de dias entre a data da

inseminagao artificial e a data do parto.

Quadro 2 — Momentos e parametros avaliados nas vacas matrizes

VACAS (N=57)

Grupos Momento Periodo Avaliagoes
M5 A partir do dlagpostlco de EL
gestagao
G1-EL<2 M4 4 semanas antes do parto
(21 vacas)
e M3 3 semanas antes do parto EL, hemograma e cortisol salivar
G2-EL=3 M2 5 tes d t
(36 vacas) semanas antes do parto
M1 1 semana antes do parto
MO Parto Brix do colostro

Fonte: Reis (2023).
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5.2 AVALIACAO DOS BEZERROS

Apos o parto das 57 vacas, houve o oObito de dois bezerros e, portanto, os
bezerros remanescentes, sendo 20 machos e 35 fémeas, foram separados em dois
grupos conforme a classificagado dos grupos das vacas matrizes:

e GB1: 19 bezerros (12 fémeas e sete machos);
e GB2: 36 bezerros (23 fémeas e 13 machos).

Logo apos o nascimento, os bezerros machos (N = 20) e fémeas (N = 3%5)
foram pesados (kg) e a altura da cernelha (cm) foi mensurada.

As bezerras foram pesadas novamente aos 30 e 60 dias de vida e no
momento do desmame. A mensuragdo da concentragao indireta de imunoglobulinas
séricas foi realizada em até 24 horas apods o nascimento, utilizando-se o refratdmetro
de Brix, conforme Deelen e colaboradores (2014), e o “tempo até o desmame” foi
calculado conforme intervalo entre a data de nascimento e a data em que foi

realizado o desmame do animal.

5.3 AVALIACAO DO METODO DE COLETA E CONSERVACAO DOS ENCEFALOS

Com o objetivo de se realizar a preservagcado das estruturas anatdomicas do
encéfalo para posterior analise destas, optou-se pela perfusdo dos tecidos dos
bezerros com solugdo de formaldeido. Por meio desta técnica seria possivel a
obtengdo de amostras sem a presenga de sangue, que poderia atrapalhar a
realizagcao de exames de imagem e microscopia.

Em conjunto com a equipe do Laboratério de Neuromodulagdo da Dor (ICB
[lI/USP), sob responsabilidade da Profa Dra Camila Squarzoni Dale, discutiu-se a
melhor maneira de se realizar a perfusdo do encéfalo dos bezerros utilizando-se
solucao de formaldeido, para isso adaptou-se a metodologia ja utilizada na perfuséo
do sistema nervoso de ratos. Frente a falta de descri¢do da técnica para bezerros na
literatura, além da dificuldade do procedimento de fixacdo do encéfalo de maiores
proporcbes e da coleta do mesmo, foi necessario realizar experimento para

padronizagao da técnica antes de se realizar o estudo principal.
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Para isso foram utilizados trés bezerros machos da raca Holandesa, para se
treinar e padronizar a melhor forma de perfundir o encéfalo dos mesmos. Foram
avaliados o protocolo de anestesia para transporte do animal ao Centro de Apoio ao
Ensino e Pesquisa (CAEP) da FMVZ/USP, no campus Fernando Costa, em
Pirassununga/SP e o procedimento de perfusao, coleta e fixagdo dos encéfalos.

Para verificagdo do sucesso do experimento e padronizagdo da técnica, o
encéfalo fixado foi transportado ao Laboratério de Neuromodulagdo da Dor (ICB
[I/USP) para processamento no local, por meio de corte no microtomo e posterior

confecgao de laminas para histologia.

5.4 ANALISE DAS ESTRUTURAS CEREBRAIS

Para o estudo anatdmico macroscopico de estruturas cerebrais foi realizada a
eutanasia de 10 bezerros, oriundos das vacas selecionadas, em até um dia apds o
nascimento, conforme anexo da Resolu¢do Normativa n°® 37 que dispde sobre a
diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA, utilizando-se o seguinte protocolo:
acepromazina (0,2 mg/kg); xilazina (0,3 mg/kg); tiopental sédico (4 a 5 mg/kg) e
cloreto de potassio 19,1% (75 a 150 mg/kg), aplicados estritamente nessa ordem e
pela via intravenosa.

Apds a eutanasia, foi realizado o procedimento de perfusdo com solugao de
formaldeido 12,5%, de acordo com os resultados encontrados através do
experimento para a padronizagdo da técnica de preservagdo do enceéfalo, citado
anteriormente e descrito na secdo 6.3.2 dos RESULTADOS E DISCUSSAO desta

Tese.

5.4.1 Ressonancia Nuclear Magnética e Morfometria

O exame de ressonancia nuclear magnética (RNM) foi realizado em parceria
com o Hospital Veterinario Veros, localizado em Sao Paulo/SP. As imagens foram
adquiridas em aparelho GE Sigma Creator de 1,5 T (Figura 1) no plano transversal,

sendo aquisi¢des volumétricas em T1 de 0.8 mm e em T2 de 2.0 mm.
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As imagens foram analisadas utilizando-se o Software Horos, no qual regides
cerebrais como o hipocampo, amigdala e coértex pré-frontal foram localizadas
conforme descritos por Schmidt et al. (2009), DeLahunta; Glass (2009) e Prada
(2014). A area de cada regiao foi demarcada manualmente em cada imagem, sendo
denominadas como regido de interesse (ROI) para posterior reconstrugéo do volume

(cm?) das estruturas através do software (Figura 2).

Figura 1 - Ressonéncia nuclear magnética dos encéfalos

Fonte: Reis (2023).
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Figura 2 - Mensuragao da area na imagem de ressonancia nuclear
magnética e reconstru¢gdo em 3D do volume da regi&o do
cortex pré-frontal

Fonte: Reis (2023).

5.5. OUTRAS AVALIACOES
5.5.1. Avaliagées hematolégicas
Amostras de sangue das vacas matrizes foram coletadas por meio de pungéo

da veia coccigea utilizando-se sistema Vacutainer® em tubos com EDTA tripotassico,

destinados a determinagcdo do hemograma.
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O eritrograma e o numero total de leucocitos foram determinados por meio de
analisador automatico (Mindray BC-2800 Vet) do laboratério da Unidade Didatica
Clinico-Hospitalar (UDCH) da FZEA/USP. Esfregacos sanguineos foram
confeccionados para as contagens diferenciais de leucécitos e avaliagdo de

caracteristicas das hemacias, utilizando-se o corante de Rosenfeld (Birgel, 1982).

5.5.2. Mensuracgao do cortisol salivar

Todas as amostras de saliva das vacas matrizes foram coletadas durante o
periodo da manha, procurando minimizar as influéncias circadianas. A metodologia
utilizada foi baseada em Siegford e colaboradores (2008), utilizando-se algodao
hidrofilico, em formato de rolete, amarrados em um fio dental com pontas longas,
sendo confeccionadas duas unidades. Os roletes de algodao foram apresentados
individualmente a cada animal a fim de que mastigassem até o mesmo ficar
saturado com saliva e enté&o retirados da boca das vacas.

A primeira amostra foi descartada, com a finalidade de se coletar somente
saliva recentemente produzida. Apds a coleta da segunda amostra, esta foi
introduzida em uma seringa de 20 mL e espremida com o émbolo para extragao da
saliva contida no algodao, conforme procedimento descrito por Barbosa (2022).

Posteriormente, o tubo foi acondicionado em uma caixa de isopor com gelo
até o término da coleta, destinado ao laboratorio e entdo mantido a -20 °C até o
processamento. Foi utilizado protocolo de ensaio imunoenzimatico de acordo com o
descrito por Palme e Mostil (1997), para se obter os valores de concentracdo do
cortisol (pg/uL) na saliva. Este exame foi realizado no laboratério do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS/FMVZ-USP), localizado

em Pirassununga e sob responsabilidade do Prof. Dr. Adroaldo José Zanella.

5.5.3. Mensuragoes dos encéfalos

Foi realizada a mensuragdo do peso (g) dos encéfalos dos bezerros
utilizando-se uma balancga digital (Figura 3a) do laboratério do CAEP FMVZ/USP.

O volume (cm?®) dos encéfalos foi realizado por deslocamento volumétrico de
coluna de agua, adaptando-se o procedimento descrito por Scott e colaboradores
(1999) (Figura 3b).
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Figura 3 - Pesagem (A) e mensuracao do volume (B) do encéfalo

Fonte: Reis (2023)

Quadro 3 - Momentos e pardmetros avaliados nos bezerros

BEZERROS (N = 20 machos e 35 fémeas)

Momentos Periodo Avaliacoes
e Peso vivo e altura de
cernelha de machos e
fémeas;
e Brix do soro das
MO Nascimento fémeas:
e FEutanasia, coleta dos
encéfalos de 10
machos.
M1 30 dias
M2 60 dias e Peso vivo das fémeas
M3 Desmama

Fonte: Reis (2023).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foi utilizado o Software Estatistico R. Os dados
obtidos no presente estudo foram previamente verificados quanto a normalidade dos
residuos por meio do teste de Shapiro-Wilk. Os dados que nao respeitaram a
normalidade e cujo numero de amostras nao era suficiente para realizagédo de testes
paramétricos foram analisados por estatistica ndo paramétrica de ordem, sendo feita
a analise através do teste Wilcoxon-Mann-Whitney (fungdo wilcox.test), sendo
considerados um conjunto de dados independentes. Os resultados foram
apresentados em forma de média e erro padrao da média. Para todas as
comparacgoes foi utilizado o nivel de significancia estatistica de 5% (p<0,05), e o

nivel de tendéncia estatistica de 10% (0,05 < p < 0,1).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DAS VACAS

Nas vacas gestantes acompanhadas durante o estudo foram realizados o
hemograma e as seguintes mensuragoes: Brix do colostro, indicando a concentragéo
indireta de imunoglobulinas, tempo de gestacédo e concentragcéao do cortisol salivar.

O Brix do colostro foi em média 29% para o colostro de vacas do G1 e 27%
para o colostro de vacas do G2 e o tempo de gestagéao foi 279,29 dias para as vacas
do G1 e 272,65 dias para as vacas do G2.

Nao houve diferenga entre os grupos para os resultados do Brix do colostro,
indicando nao haver diferenca na concentragao de imunoglobulinas do colostro entre
os grupos (Tabela 1) e ndo houve diferenca entre o tempo de gestagao (Tabela 2)
entre os grupos. Entretanto, ao se comparar as médias de duragdo da gestagao
entre 0s grupos, € possivel constatar que a gestagcao do G2 tem 6,65 dias a menos
que a gestacao do G1. O grupo das vacas que manifestaram claudicagdo durante a
gestacdo apresenta, portanto, tempo de gestacdo 2,44% menor do que as vacas
que nao apresentaram claudicacido, corroborando com o descrito por Sarmiento
(2021b) em seu estudo sobre as influéncias da claudicagcéo na prole de suinos.

Tao e colaboradores (2012), pesquisando sobre os efeitos do estresse
térmico materno sobre o crescimento e fungdo imunoldogica dos bezerros,
observaram que vacas que passaram por esse estresse durante a gestacgao tiveram
duragao da gestacao 4 dias menor em comparagao com as vacas do grupo controle.
Ainda que o modelo de estresse tenha sido diferente, os dados se assemelham
quando ha reducgdo dos dias de gestagcdo dos animais provenientes dos grupos com
estresse.

Autores relataram niveis mais baixos de imunoglobulinas no colostro de vacas
e porcas que enfrentaram estresse durante o final da gestagdao (MACHADO-NETO et
al., 1987; NARDONE et al., 1997). No presente estudo, o resultado do exame brix do
colostro do G2 foi 7,4% menor que o do G1, apesar de nao haver diferenca entre os

dados obtidos.
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Os valores do Brix nao diferiram no presente estudo, indicando n&o haver
diferenca na concentragcdo de imunoglobulinas do colostro entre os grupos,
provavelmente em razao do G2 ser composto por vacas que apresentaram
claudicagdo também em outras fases da gestagdo, ndo somente no final dela.
Portanto, devido a duragdo da gestagéo ser extensa nesses animais e o colostro ser
formado apenas no final deste periodo, somente a ocorréncia de claudicacao
durante o final da gestagao provavelmente acarretaria alteragdes significativas na
concentragdo de imunoglobulinas transmitidas ao colostro, conforme demonstram os
estudos citados.

O estudo realizado por Nardone e colaboradores (1997), utilizou vacas
primiparas e o estresse térmico como sendo a fonte do estresse pré-natal. Segundo
o autor, os resultados encontrados (menores concentragdes de imunoglobulinas no
colostro de vacas com estresse pré-natal) podem ter ocorrido devido ao fato de o
estresse térmico poder ser potencialmente mais prejudicial por causar uma suposta
reducdo no fluxo sanguineo mamario e consequentemente menor passagem de

imunoglobulinas para o colostro.

Tabela 1 - Média + erro padrdo da média do Brix do colostro (%)
de vacas com EL <2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2)

G1 G2 p Valor

Brix Colostro (%)
29 + 2,57 27 7,71 0,83

Fonte: Reis (2024)

Tabela 2 - Média + erro padrao da média da durag&o da gestagao
de vacas com EL < 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2)

G1 G2 p Valor

Duracao da gestacao
(dias) 279,29 +16,5 27265+6,52 045

Fonte: Reis (2024)

Os dados de cortisol salivar foram analisados de duas formas diferentes:
classificando-os conforme o EL das vacas observado durante toda a gestacado e

classificando a amostra conforme o EL que o animal apresentava no momento da
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coleta da saliva. Desta forma, objetivou-se avaliar se vacas que manifestam
claudicacdo durante a gestacdo apresentam concentragcbes de cortisol salivar
diferentes daquelas que nao exibem tal condicdo e também verificar se naquele
momento que a claudicacdo estava sendo apresentada havia alteragcao pontual no
parametro em questao.

Nao foi verificada diferenca entre a concentragao de cortisol salivar entre os
dois grupos analisados (Tabelas 3 e 4). Mesmo o animal apresentando claudicagao
no momento da coleta, essa condicdo parece nao ter sido suficiente para induzir o

aumento do horménio no organismo dos animais amostrados.

Tabela 3 - Média + erro padrao da média da concentragao de cortisol
salivar (pg/uL) de vacas com EL <2 (G1) e de vacas com EL
> 3 (G2), durante a gestagao nos diferentes momentos de
analise

Grupos G1 G2 p Valor
Momentos (PgliL) (Pgl)
1 semana 2,80 + 3,18 0,68 +0,7 0,09
antes do parto
2 semanas 4,39 + 8,23 1,54 + 1,61 0,95
antes do parto
3 semanas 0,16 + 0,05 0,31+0,13 0,18

antes do parto
Fonte: Reis (2024)

Tabela 4 - Média £ erro padrdao da meédia da concentragcao de
cortisol salivar (pg/uL) de vacas com EL < 2 (G1) e de
vacas com EL = 3 (G2) no momento da coleta, durante
os diferentes momentos de analise

Grupos

G1 G2 p Valor
Momentos (PgluL) (PglL)

1 semana 1,63 1,58 33,05+ 72 0,84
antes do parto

2 semanas 24+308 2,25 + 3,01 0,67

antes do parto

3 semanas
antes do parto

Fonte: Reis (2024)
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Ley e colaboradores (1994), ao estudarem o efeito da dor crénica associada a
claudicacdo em ovelhas, descreveram que ha aumento significativo do cortisol
plasmatico em todos os grupos de animais que apresentavam claudicagéao,
independente do escore observado. Entretanto, esse mesmo primeiro autor e outros
colaboradores (LEY et al., 1996), ndo encontraram diferenga entre resultados de
concentragcao de cortisol plasmatico em vacas com ou sem claudicagédo, deduzindo
que a dor crbnica nao determina, necessariamente, mudancas na concentragao
plasmatica de cortisol em bovinos, corroborando, portanto, os resultados
encontrados.

Estudando o estresse térmico, condicdo comumente encontrada na
bovinocultura de leite, Tao e colaboradores (2012), observaram que essa condigao
decorrida durante o final da gestagdo em vacas também nédo afeta a concentragao
de cortisol sanguineo durante o periodo em que a vaca nao esta em lactagéao e
aguardando o parto e consequente inicio da lactagao seguinte, isto €, o periodo
seco.

Em um outro estudo, Almeida e colaboradores (2008), n&do encontraram
diferenca entre o cortisol sérico de vacas com e sem claudicagao, porém os valores
de cortisol em vacas que apresentavam claudicacdo foram aproximadamente 49%
maiores que os valores do cortisol de vacas que nao manifestaram a condicao.

Barbosa (2022), também n&o observou aumento na concentracao de cortisol
salivar em vacas com claudicagdo no ultimo tergo da gestagdo. Segundo a autora,
os resultados podem ter sido afetados devido a coleta de amostras em tempos
diferentes e avangados da gestagao nao ter sido possivel e pelo grupo de animais
sem claudicacdo e estudados ser composto também por novilhas, menos
acostumadas com o manejo. Da mesma forma, Sarmiento e colaboradores (2021a),
nao encontraram diferenca entre os resultados da analise da concentragdo de
cortisol salivar entre os dois grupos de suinos estudados, com e sem claudicagao
durante a gestagéo.

E importante ressaltar que, devido as coletas terem sido realizadas de forma
unica durante o dia, mesmo ocorrendo apenas no periodo da manha, as
concentragcdes de cortisol salivar podem ter sido influenciadas pelas mudancas do
ritmo circadiano dos animais coletados. Apesar de estarem acostumadas, o manejo

para realizagdo da coleta (deslocamento do piquete pré-parto para o curral) e a
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contencdo também podem ter influenciado os resultados do cortisol salivar,
reduzindo a validade desse indicador de estresse em bovinos.

Conforme descrito por Almeida e colaboradores (2007), a etiologia
multifatorial da claudicagdo e a deteccdo subjetiva aumenta ainda mais a
necessidade da padronizagdo de biomarcadores capazes de auxiliar no diagnostico
e acompanhamento dessa condigdo, porém a concentragcdo de cortisol salivar
parece nao ser apropriada para tal finalidade.

Seguindo a mesma linha de analise da concentragdo do cortisol salivar, o
hemograma também foi analisado de duas formas: classificando as vacas conforme
o EL observado durante toda a gestacéo e classificando a amostra conforme o EL
que o animal apresentava no momento da coleta. Objetivando-se avaliar se ha
alteragdes no hemograma de vacas com claudicagao durante a gestacdo comparada
com vacas sadias e também verificar se houve alteracdo pontual nos componentes
hematolégicos no momento em que o animal estava apresentando escore de
claudicacgéao alterado.

Apods analise estatistica dos hemogramas das vacas acompanhadas durante
as ultimas trés semanas de gestacgéao, verificou-se que n&do houve diferenga entre os
grupos analisados (Tabela 5 e 6).

Alves (2007), ao realizar uma analise comparativa da laminite em fémeas
bovinas adultas de diferentes ragas, pesquisou dados hematoldgicos relacionados
com a pododermatite, uma das afec¢des podais causadoras de claudicagdo. O autor
encontrou valores menores do que os fisiolégicos no eritrograma (concentragao de
hemacias e de hemoglobina, hematécrito, VCM, HCM e CHCM) das vacas
Holandesas estudadas. Ja o leucograma das vacas Holandesas com pododermatite,
apresentou baixa reagao leucocitaria, porém acima dos valores médios fisioldgicos,
demonstrando cronicidade da enfermidade, segundo o autor. Os valores
encontrados por Alves (2007), estdo apresentados como valor de referéncia (VR*)
nas tabelas 5 e 6.

Barbosa (2022), comparando o hemograma de vacas com e sem claudicagéo
quatro semanas antes da data prevista do parto, ndo encontrou diferenca entre os
grupos, porém constatou a ocorréncia de anemia macrocitica hipocrémica e
leucocitose em ambos os grupos avaliados.

Ao se analisar os dados contidos na Tabela 5 e 6, observa-se que em geral os

valores médios dos parametros dos hemogramas apresentaram-se dentro do
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intervalo de referéncia na maioria dos parametros. Entretanto, ao se comparar os
valores obtidos com o VR*, os leucécitos e o VCM apresentam-se acima e o CHCM
abaixo dos valores de referéncia. Porém, adotando-se como referéncia o VR**, os
valores do hematdcrito e do VCM encontrados no presente estudo apresentam-se
acima e o CHCM abaixo dos valores encontrados por Alves (2017), em vacas com
afeccdes podais.

Os valores de leucécitos encontrados no presente trabalho podem indicar
ocorréncia de leucose enzodtica bovina no rebanho acompanhado, porém, para se
confirmar essa suspeita clinica, se faz necessaria a realizagdo de contagem de
leucdcitos e diferencial, a fim de se comprovar a existéncia de linfocitose e de atipias
linfocitarias, respectivamente, quadro tipico desta enfermidade, ou exames

sorologicos para o diagnostico etioldgico.
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Tabela 5 - Média + erro padrao da média dos parametros hematolégicos de vacas
com EL < 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2) durante a gestacédo e nos
diferentes momentos de analise

Grupos

G1 G2 pValor  VR* VR
Parametro
Lf;‘%";f;tl_‘)’s 1617+420 1496+388 039  49-120  10-16
He (x10°%%L) 572057 5674065 083  51-76  45-6,0
s Hb(gidl) 936070 963+081 032 85-122  7.6-98
“E  Ht(%) 30,71+272 31,92+274 017  220-330  23-27
“ VeM(L)  5399+532 5668499 023  38.0-500  45-511
HCM (pg)  16,38+120 17,04+145 0413  140-180  15-19,1
CHCM (%)  30,50+1,61  30,13+0,60 0,68  36,0-39,0 32,6-37,3
"g:‘foﬁ;zlt_‘;s 16,47 £548 1428+571 028  49-12,0 10- 16
He (x10%L) 561+055 579+044 035  51-76  45-60
s Hb(gldl)  933:087 975:073 025 85-122  76-98
NE  HE(%) 30,63+355 32,07+294 056 220-330  23-27
® VeM(L) 5471568 5565:569 079  380-500  45-51,1
HCM (pg)  16,60+1,33 16,86+1,31 068  140-180  15-19,1
CHCM (%) 3056+216 3043+142 024  360-390 32,6-373
"g:‘fo";f!jtl_‘)’s 1581+621 1439+513 060  49-120  10-16
He (x10°%%L)  572+047 5774065 082  51-76  45-60
s Hb(gdl) 952079  97:087 079  85-122  76-98
2 E  Ht(%) 3127+307 31,854239 072 220-330  23-27
® VCM(L)  5499:690 5559+456 089  380-500  45-51,1
HCM (pg)  16,67+1,86 16,84+101 092  140-180 15-19,1
CHCM (%) 30,47+130 3040+117 062  360-390 32,6-37,3

Fonte: Reis (2024)
Legenda: He: contagem de hemacias; Hb: concentracdo de hemoglobina; Ht: hematdcrito; VCM:
volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média.
*Valores de Referéncia: CONSTABLE, P. D.; HINCHCLIFF, K. W.; DONE, S. H.; GRUNBERG, W.
Veterinary Medicine. A textbook of the Disease of Cattle, Horses, Sheep, Pig and Goats, 11th ed.,

Saunders Ltd., 2017.

**Valores de Referéncia: ALVES, 2007.
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Tabela 6 - Média * erro padrao da média dos parametros hematoldgicos de vacas com
EL < 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2) no momento da coleta nos diferentes
momentos de analise

G1 G2 pValor  VR* VR**
Lf;‘;i;i,‘;;t‘f 16,83+559 1358+497 030  49-120 10-16
He (x10°L) 566+062 5274069 042  51-7.6 45-6,0
s Hb(g/dl)  9,02:085 872131 046  85-122 76-98
“E  Ht(w)  2066:267 27,92:479 030 220-330 23 - 27
® VeM(fL) 5268505 5504656 084 380-500  45-511
HCM (pg)  1591+081 17,13+134 017 140-180  15-191
CHCM (%) 30,40+1,94 3128+140 034 360-390  32,6-37,3
"?;'1"0‘2;::_‘;5 1866+653 17,36+694 1 49-12,0 10-16
He (x10°L)  57+047 566+055 069  51-7.6 45-6,0
s Hb(gldl) 944:089 92:125 040  85-122 7,6-98
NE  Ht(%)  3088:305 3002£386 046  22,0-330 23 - 27
® VeM(L) 5434466 5308:411 1 380-500  45-511
HCM (pg) 1654+136 1616+124 084 140-180  15-191
CHCM (%) 3056+084 865+1255 075 360-390  32,6-37.3
"?;’1“0":7;:_‘)’3 14+155 153 +4,66 1 4,9-12,0 10-16
He (x10°%%L) 6,10+021 534+041 034  51-76 45-6,0
s Hb(gdl) 98141  85:113 067  85-122 76-98
, &
€ Ht(%) 324537 2765417 067 22,0-330 23 .27
® VeM(L)  523+692 51,8+381 1 380-500  45-51.1
HCM (pg)  1595+176 15854091 1  140-180  15-191
CHCM (%)  30,65+0,77 30,7 +0,56 1 360-390  32,6-37,3

Fonte: Reis (2024)
Legenda: He: contagem de hemacias; Hb: concentracdo de hemoglobina; Ht: hematdcrito; VCM:
volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média.
*Valores de Referéncia: CONSTABLE, P. D.; HINCHCLIFF, K. W.; DONE, S. H.; GRUNBERG, W.
Veterinary Medicine. A textbook of the Disease of Cattle, Horses, Sheep, Pig and Goats, 11th ed.,
Saunders Ltd., 2017.
**Valores de Referéncia: ALVES, 2007.
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6.2 AVALIACAO DOS BEZERROS

Nos bezerros estudados no presente trabalho, nascidos das vacas
acompanhadas durante a gestacdo, foram realizadas as seguintes mensuragoes:
altura de cernelha e peso vivo ao nascimento tanto em machos quanto em fémeas;
peso vivo aos 30, 60 dias de vida e no dia do desmame, exame Brix do soro para
avaliagao indireta da concentragao sérica de imunoglobulinas e calculo do tempo
decorrido entre o nascimento até o desmame nas fémeas. A avaliacido do peso e
volume dos encéfalos, assim como a analise da morfometria do hipocampo,
amigdala e cértex pré-frontal dos machos serdo descritas na préoxima secgéao.

Ao se analisar os dados obtidos, constatou-se nao haver diferenca para peso
vivo (Tabela 7) e altura dos bezerros (Tabela 8) ao nascimento e peso das bezerras
até o desmame (Tabela 9). Entretanto, é possivel observar que o peso ao
nascimento de bezerras do GB2 é 7,06% menor que as do GB1, fato que
curiosamente ocorreu de forma inversa em machos, isto &€, os animais do GB2 sao
5,06% mais pesados que os machos do GB1. Situagdo que também ocorreu com a
altura de cernelha ao nascimento, machos do GB2 séo 0,75% maiores que os do
GBH1, ja fémeas do GB2 s&o 4,12% menores que as do GB1.

Wassink e colaboradores (2010), estudando sobre a influéncia do tratamento
de enfermidades de casco em ovelhas, demonstraram que a claudicagdo sem
tratamento durante a gestagdo causou diminui¢cdo de produtividade, menor numero
de cordeiros nascidos e maior tempo para atingir o peso ideal de abate pelos
cordeiros. Comprovando que o tratamento levou a melhora da saude, bem estar e
produtividade das ovelhas.

Estudos revelam haver uma participacdo importante do aumento dos niveis
de glicocorticéides no organismo materno intervindo no processo de crescimento
fetal, causando como consequéncia diminuicdo do peso e tamanho da prole ao
nascimento (LINDSAY et al., 1996; SECKL, 2004; KRANENDONK et al., 2006).

Tao e colaboradores (2012), pesquisando sobre os efeitos do estresse
térmico materno sobre o crescimento e fungdo imunoldgica dos bezerros,
observaram que bezerras nascidas de vacas que passaram por estresse térmico
durante a gestagdo tiveram menor peso corporal ao nascer e ao desmame, porém,

entre trés a sete meses de idade, ndo houve diferenga entre os grupos ao se
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analisar o peso corporal e altura de cernelha. Fato também observado no presente
estudo, apesar de ndo haver diferenga entre os grupos.

Sarmiento e colaboradores (2021a), por sua vez, ndo encontraram diferenca
estatistica referente ao peso vivo ao nascimento entre os grupos de leitdes
estudados, entretanto observaram menor peso ao desmame nos animais nascidos
de porcas com claudicacdo. Segundo os autores, tal achado se deu provavelmente
devido um menor consumo alimentar das porcas com claudicagdo e
consequentemente menor produgdo de leite. Em primatas ndo humanos, Coe e
colaboradores (2002), também n&o encontraram diferenga do peso ao nascer e do
crescimento pés-natal.

Ja Barbosa (2022), comparando peso vivo e altura de cernelha de bezerras
oriundas de vacas com e sem estresse pré-natal, observou que bezerras nascidas
de vacas que apresentaram claudicagdo durante os ultimos meses de gestacéo
foram 7,99% mais pesadas e 1,91% mais altas do que as bezerras de vacas que
nao apresentaram claudicagdao nesse mesmo periodo, fato diferente do observado.

Lay e colaboradores (1997b), estudando quais sdo os efeitos na prole
produzidos pelo transporte repetitivo de vacas prenhes, observaram peso vivo ao
nascimento maior em bezerros nascidos de vacas que passaram pelo estresse
pré-natal causado pelo transporte. Para tal resultado, sugeriram causa hormonal
uma vez que nesse mesmo grupo, observaram também glandulas pituitarias
maiores, que poderiam secretar mais horménio de crescimento, explicando o maior
peso.

Os resultados obtidos, mesmo nao apresentando diferenca, podem ser
explicados através do possivel efeito sexo-dependente do estresse pré-natal, fato
descrito em uma série de estudos realizados em outras espécies (MERLOT et al.
2008; CHARIL et al., 2010; RICHETTO; RIVA, 2014), porém o efeito do touro no
tamanho dos bezerros oriundos de inseminacgao artificial também deve ser levado
em consideragdo. Aumento do numero de animais estudados se faz necessario

nesse caso para se confirmar essa hipodtese.
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Tabela 7 - Média + erro padrdo da média do peso vivo ao
nascimento (kg) de bezerros filhos de vacas com EL <2
(GB1) e de vacas com EL = 3 (GB2)

GB1 GB2 p Valor

Peso Vivo
(Kg) 42.28 + 381 4442 + 522 0,43

Fonte: Reis (2024)

Tabela 8 - Média £ erro padréao da média da altura de cernelha
(cm) ao nascimento de bezerros filhos de vacas com EL
<2 (GB1) e de vacas com EL = 3 (GB2)

GB1 GB2 p Valor
Machos (cm) 76,42 + 3,55 77 £519 1,0
Fémeas (cm) 77,41 £4,99 74,34 £ 477 0,12

Fonte: Reis (2024)

Tabela 9 - Média + erro padrao da média do peso vivo de
bezerras filhas de vacas com EL < 2 (GB1) e de vacas
com EL = 3 (GB2) nos diferentes momentos de analise

Grupos

GB1 GB2 p Valor
Momento (Kg) (Kg)
Nascimento 41,66 6,93 38,91 + 8,52 0,45
30 dias 58,25 £ 4,93 53,91 + 8,46 0,17
60 dias 89,91 + 8,92 81,41 + 16,84 0,18
Desmama 106,33 + 10,31 102,83 £ 8,74 0,27

Fonte: Reis (2024).

Os valores do Brix sérico dos bezerros, indicando de forma indireta a
concentragao de imunoglobulinas no soro dos animais deste estudo n&o apresentou
diferenca (Tabela 10), provavelmente pelo fato de que os bezerros, logo apds o
nascimento, sdo separados da méae e seu aleitamento é realizado por meio de
mamadeira, com colostro de boa qualidade principalmente quando o produzido pela
mae n3o alcanca boa qualidade. E possivel observar que os valores do refratémetro

de Brix sdo bem préximos e acima do valor de corte (8,4%), conforme descrito por
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Deelen e colaboradores (2014), indicando adequada transferéncia de imunidade
passiva.

Em porcos, estudos demonstraram que o estresse térmico e psicoldgico
durante o final da gestacdo diminuiram (MACHADO-NETO et al., 1987;
TUCHSCHERER et al., 2002), enquanto o estresse pelo frio aumentou (BATE;
HACKER, 1985) os niveis de imunoglobulinas circulantes nos neonatos. Entretanto,
esses resultados foram relacionados com a menor concentragao de imunoglobulinas
no colostro ingerido.

Tao e colaboradores (2012), também encontraram diferencas na
imunoglobulina sérica total de bezerros nascidos de vacas que passaram por
estresse térmico durante a gestacao, sendo esses resultados menores que aqueles

apresentados pela prole de vacas sem estresse térmico.

Tabela 10 - Média £ erro padrdo da média do Brix sérico (%)
de bezerras filhas de vacas com EL <2 (GB1) e de
vacas com EL =2 3 (GB2)

GB1 GB2 p Valor

Brix sérico
(%) 101 + 1,37 103 +1.25 0,87
Fonte: Reis (2024)

Referente ao tempo decorrido entre o nascimento e a desmama, nao houve
diferenca entre os dois grupos estudados (Tabela 11), porém €& possivel constatar
que as bezerras do GB2 demoraram em média 7,43 dias a mais para serem
desmamadas, portanto o tempo de desmama das bezerras do GB2 foi 10,05% maior
que o do GB1.

Wassink e colaboradores (2010), observaram que cordeiros nascidos de
ovelhas que apresentavam claudicagao durante a gestacdo demoravam mais tempo
para atingir o peso ideal de abate, corroborando o observado no presente estudo.

Ja Nickles e colaboradores (2023), pesquisando o efeito do estresse
ambiental na prole de vacas, ndo encontraram diferengca no peso vivo ao
nascimento, ao desmame e no ganho de peso na fase de crescimento entre
bezerros nascidos de vacas que foram alojadas em ambiente com lama e ambiente

seco durante o ultimo ter¢o da gestacéo.
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Tabela 11 - Média + erro padrdo da média do tempo (dias)
até o desmame de bezerras filhas de vacas
com EL < 2 (GB1) e de vacas com EL = 3

(GB2)
Tempo para GB1 GB2 p Valor
desmama
(dias) 73,91 £ 8,11 81,34 £+ 14,24 0,14

Fonte: Reis (2024)

6.3 AVALIACAO DOS ENCEFALOS

6.3.1 Sedacao e transporte dos bezerros

Inicialmente o primeiro bezerro foi sedado e transportado as dependéncias do
CAEP FMVZ/USP com a administragcao de acepromazina 1% (0,2 mg/kg, IV) e
cetamina (2 mg/kg, IV). No entanto esta técnica de sedacdo ndo se mostrou
satisfatoria e a mesma precisou ser modificada para acepromazina 1% (0,2 mg/kg,
IV) e xilazina 2% (0,3 mg/kg, IV), a qual permitiu o transporte e contencao dos outros

dois bezerros com mais conforto.

6.3.2 Método de coleta e conservagao

Apds a chegada do animal nas dependéncias do CAEP/FMVZ-USP, foi
realizada tricotomia bilateral na regido da veia jugular e se iniciou o protocolo de
eutanasia. Apds a administragao da solugao de tiopental sédico (4 a 5 mg/kg), com o
animal em plano anestésico, procedeu-se a dissecacgao da veia jugular e da artéria
carotida de ambos os lados com o objetivo de agilizar o inicio da perfusdo com a
solugcéo de formaldeido 12,5% apds a eutanasia. Logo em seguida a dissecacgao, foi
realizada a administragdo de solugcdo de cloreto de potassio 19,1% (75 a 150
mg/kg), e, apds a confirmagao do 6bito do animal, iniciou-se o protocolo de perfusao
descrito a seguir.

No inicio, procedeu-se a ligadura distal das carétidas e pungdo das mesmas
através de catéteres para administragao das solugdes de perfusdo e observagao da
circulagdgo de retorno através das jugulares que foram seccionadas

transversalmente.
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Em uma das carotidas houve administracdo de bolus de heparina (50.000 Ul),
para, em seguida, ser aplicada solugéo fisiolégica heparinizada (2%) gelada em
volume suficiente até que o liquido proveniente das jugulares se tornasse limpido.

Apos esta etapa, iniciou-se o procedimento para fixagdo do encéfalo com
solugdo de formaldeido 12,5% (diluicdo de 1.7 de formaldeido 37% em agua
destilada gelada), sendo utilizadas também as carétidas como a via de
administracao desta solugdo. Este procedimento foi realizado até algumas regides
da cabegca do animal (lingua e masseter) comegarem a apresentar sinais de
enrijecimento por causa da soluc&o de formol. Para este resultado foram utilizados 4
L de solugao fisiolégica e 4 L de solugéao de formaldeido 12,5% para a realizagao do
procedimento.

Em seguida, o encéfalo foi exposto com a secg¢ao da calota craniana por meio
de serra com arco de serra para, a seguir, ser removido e acondicionado em frasco
de vidro transparente com aproximadamente 2,5 L de solugdo de formaldeido (1:7)
durante o periodo de sete dias e mantido resfriado em geladeira.

Apos esta fase, o encéfalo foi transferido para novo recipiente de vidro
transparente com 1,5 L de solugdo de sacarose (30%) e mantido resfriado em
geladeira. Quando o encéfalo apresentasse aumento de densidade e submersao na
solucdo de sacarose, estaria em condigdes para processamento e avaliagao
histoldgica.

Nesta ultima fase, o encéfalo inicialmente apresentava flutuacdo na solucao
de sacarose e, apds 30 dias, em média, o mesmo apresentou alteracido de
densidade em fungao do efeito osmoético, aumentando a densidade e submergindo
completamente ao fundo do frasco de vidro (Figura 4), indicando que estava pronto
para o0 processamento histologico, que foi realizado no Laboratério de
Neuromodulag¢ao da Dor.

Apos realizar o procedimento no primeiro animal, verificou-se as dificuldades
e melhorias que poderiam ser implementadas. Observou-se o aperfeicoamento do
procedimento com a utilizacdo de sondas uretrais n.6 posicionadas nas carétidas ao

invés de cateteres (Figura 5).



Figura 4 - Encéfalo imerso
em solugdo de
sacarose

CAUDAL

Fonte: Reis (2021)
Nota: 1 - artéria carétida com a sonda uretral; 2 - veia jugular seccionada; Vista lateral esquerda
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Além disso, foram empregados outros materiais para abertura da cabeca
como serra 0ssea elétrica oscilante, oste6tomo e martelo, que facilitaram a remogéao
do encéfalo da calota craniana, diminuindo os riscos de danos que podem ocorrer no
orgao ao se utilizar a serra com o arco de serra.

Para verificar microscopicamente se os procedimentos de perfuséao, retirada e
fixagdo obtiveram sucesso, foi escolhido, utilizando-se critério visual subjetivo, o
encéfalo proveniente da metodologia que ofereceu a melhor fixagéo foi escolhido.

Primeiramente foi realizada a divisdo dos hemisférios cerebrais e o corte em
trés partes: lobo frontal, parietal e occipital, com o objetivo de melhor acomodacéo

do 6rgao no micrétomo em fungao das dimensdes do mesmo (Figura 6).

Figura 6 - Corte do enceéfalo na regiéo do lobo frontal

Em seguida, a porcdo escolhida (lobo frontal) foi apoiada na base do
microtomo de deslizamento Leica SM 2010R, e congelada por gelo seco disposto na
plataforma e ao redor da mesma (Figura 7). Apés o congelamento do tecido,
iniciou-se a seccdo com espessura de 30 micrometros. Os fragmentos foram
acondicionados em recipiente com pog¢os contendo solugdo anticongelante,
obedecendo uma ordem de deposicio para cada corte.

Para a confeccdo das laminas com o fragmento, foi utilizada l|amina
gelatinizada medindo 7,5 x 5,0 cm e placa de Petri com solugéo salina tamponada
com fosfato em quantidade suficiente para a lamina ficar parcialmente imersa, sendo
o conjunto posicionado em fundo escuro. Cuidadosamente o fragmento foi colocado
na placa de Petri e, com ajuda de um pincel, foi posicionado e disposto da melhor

maneira para possibilitar a visualizagao ao microscopio (Figura 8).
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Figura 7 - Seccédo do lobo frontal em
micrétomo de deslizamento

Fonte: Reis, 2020

Figura 8 - Confecgéo da ldamina com uma secgéo do lobo
frontal do cérebro do bezerro.
- E |

Fonte: Reis, 2020.

Com o objetivo de verificar se o protocolo de perfusao criado foi satisfatorio,
realizou-se a coloracdo de Nissl. Este método consiste na imersao da lamina em
uma sequéncia de cubas contendo diferentes solug¢des de alcool (50%, 70%, 100%),
xilol e tionina (Figura 9). O procedimento visa identificar os chamados corpusculos
ou granulos de Nissl, os quais representam o reticulo endoplasmatico rugoso,
responsavel pela sintese de proteinas. Estas substancias cromofilas séao
acumulacgdes basdfilas que se encontram no citoplasma de células nervosas, sendo
um otimo método para verificar se a arquitetura cerebral esta preservada
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).
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Figura 9 - Método de coloragcdo de Nissl. (A) Lamina com secg¢ao do
encéfalo antes da coloracéo. (B) Bateria de cubas contendo os
reagentes. (C) Lamina apds o procedimento

Fonte: Reis, 2020.

Apos o procedimento descrito, a lamina foi analisada por microscopia e
verificou-se a preservacdo da arquitetura cerebral na porgdo estudada. Foram
observados os corpos dos neurbnios integros e bem estruturados (Figura 10),
concluindo-se entdo que a metodologia empregada para a perfusdo do encéfalo dos

bezerros foi satisfatéria, sendo capaz de atender os objetivos propostos.

Figura 10 - Secgado do encéfalo ao microscopio. (A) Observagao dos neurdnios com
aumento de 40X. (B) Observacédo dos neurbénios com aumento de 100X.
(C) Observagao dos neurdnios com aumento de 400X.

Fonte: Reis, 2020.
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6.3.3 Mensuragoes dos encéfalos

Logo apods a retirada do encéfalo da calota craniana este foi pesado e
acondicionado em frasco de plastico transparente com solucéo de formaldeido. Além
da pesagem, foi realizada também a mensuragao do volume e exame de RNM para
morfometria de regides cerebrais especificas.

Nao foram encontradas diferencas em relagao ao peso (Tabela 12) e volume
dos encéfalos (Tabela 13) entre os dois grupos estudados. Observou-se, porém,
que, em média, o peso dos encéfalos dos bezerros do grupo GB2 foi 1,73% maior
que aqueles do GB1 e o volume encefalico dos bezerros do GB2 apresentou-se
1,99% menor que os do GB1. Mesmo sendo valores muito parecidos, o peso vivo ao
nascimento pode ter interferido nos resultados encontrados.

Ao se comparar o volume das regides do cérebro como hipocampo, amigdala
e cortex pré-frontal também nao foram encontradas diferencas tanto nos dados de
volume absoluto (Tabela 13) como também quando se procurou retirar o efeito do
tamanho do bezerro ao se realizar a razdo entre o volume da regiao estudada e o

volume encefalico (Tabela 14).

Tabela 12 - Média + erro padrao da média do peso encefalico (g)
de bezerros filhos de vacas com EL <2 (GB1) e de
vacas com EL = 3 (GB2)

Peso GB1 GB2 p Valor
Encefalico
(9) 217,86 £7,49 221,64 £ 15,47 1

Fonte: Reis (2024).
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Tabela 13 - Média + erro padrdo da média dos volumes (cm?®) do
encéfalo, do hipocampo, da amigdala e do cortex
pré-frontal de bezerros filhos de vacas com EL < 2
(GB1) e de vacas com EL = 3 (GB2)

Grupos

GB1 GB2 p Valor
Estrutura (em?) (em?)
Encéfalo 205 + 16,09 201 £ 22,06 1
Hipocampo 3,01 £1,05 2,33+0,44 0,7
Amigdala 0,34 £ 0,05 0,32 +0,17 0,7
Cortex 2536 + 1,26 2447 + 1,56 0,7
pré-frontal

Fonte: Reis (2024).

Tabela 14 - Média + erro padrdo da média da razdo entre o volume (cm?®) do
hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal e o volume (cm?) encefalico
de bezerros filhos de vacas com EL <2 (GB1) e de vacas com EL = 3

(GB2)
Grupos
GB1 GB2 p Valor
Razao
Hipocampo / Encéfalo 0,0146 £ 0,0041 0,0115 £ 0,0009 0,4
Amigdala / Encéfalo 0,0016 + 0,0002 0,0016+ 0,0008 0,7
Coértex pré-frontal / Encéfalo 0,1241 £ 0,008 0,1231 £ 0,020 0,7

Fonte: Reis (2024).

Analisando-se os dados de volume absoluto, € possivel constatar que o
volume do hipocampo do GB2 apresentou-se 29,18% menor que o do GB1. O
mesmo também foi observado para as outras estruturas analisadas, sendo o volume
das amigdalas e do cortex pré-frontal dos bezerros do GB2, 6,25% e 3,63%
menores que do GB1, respectivamente.

Quando se realiza a analise das razdes entre os volumes das estruturas e o
volume do encéfalo correspondente, os volumes relativos do GB2 continuam
apresentando-se menores do que os volumes relativos do GB1. Sendo os volumes
do hipocampo 26,95% e do cértex pré-frontal 0,81% menores que os volumes

dessas estruturas nos bezerros pertencentes ao GB1.
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Mesmo ndo havendo diferenca, observa-se que os volumes de hipocampo,
amigdala e cértex pré-frontal encontrados nos bezerros nascidos de vacas que
apresentaram claudicagao durante a gestacdo foram menores que os volumes
apresentados pelos bezerros de vacas sem claudicacao, corroborando o encontrado
na literatura (CHARIL et al., 2010).

Embora os glicocorticoides sejam necessarios para o desenvolvimento normal
dos orgaos fetais, seu excesso causa efeitos deletérios principalmente no
desenvolvimento do hipocampo e sobre o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. O
estresse pré-natal resulta na reducdo dos locais de ligagdo da 5-hidroxitriptamina,
neurotransmissor que desempenha um papel importante no desenvolvimento inicial
do cérebro facilitando a formagado e manutencado das sinapses, causando por sua
vez redugao nos receptores de glicocorticoides no hipocampo (AVISHAI-ELINER et
al., 2002).

Autores relatam que o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e o sistema limbico,
principalmente hipocampo e amigdala, parecem ser particularmente sensiveis a
altas concentragdes de cortisol durante o seu desenvolvimento, levando a alteragdes
das respostas comportamentais ao estresse, como ansiedade e medo (SCHWERIN
et al., 2005; OTTEN et al., 2010; OTTEN et al., 2015).

Conforme Charil e colaboradores (2010), a escolha das regides cerebrais
estudadas até os dias atuais esta relacionada em sua maioria a funcbes
comportamentais e cognitivas observadas como sendo afetadas pelo estresse
pré-natal.

A escolha das regides estudadas no presente trabalho foi realizada também
pretendendo buscar respostas aos resultados obtidos por Barbosa (2022), que
objetivou pesquisar os efeitos causados pela claudicagdo, considerada um estresse
pré-natal, na resposta a dor em bezerros descornados com ferro quente. A autora
conclui em seu trabalho que ha redugao do limiar nociceptivo apos descorna por
ferro quente em bezerras nascidas de vacas que apresentaram claudicagao no tergo
final da gestagao.

Segundo Yang e Chang (2019), estruturas como a regidao pré-frontal e o
sistema limbico estdo associados a percepgao e aos aspectos afetivos da dor,
regulando as respostas emocionais e motivacionais. Portanto, a escolha das regides
cerebrais estudadas (hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala) estdo ligadas a

regides responsaveis pelo processamento da dor, emog¢do, medo entre outros.
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Uno e colaboradores (1994), pesquisando os efeitos neurotdoxicos dos
glicocorticéides no cérebro de primatas ndo humanos, revelaram que a area média e
o volume dos segmentos do hipocampo que foram analisados nos animais tratados
com doses de glicocorticéides durante a gestagao, foram 20 a 30% menores que 0s
animais do grupo controle. Além disso, os volumes cerebrais totais dos dois grupos
nao apresentaram diferenca significativa. Tais achados corroboram os dados do
presente trabalho, apesar de nao haver diferenga estatistica, o volume do
hipocampo foi aproximadamente 29% menor em animais que sofreram estresse
pré-natal, que numericamente surpreende e funcionalmente ainda necessita de mais
estudos para se avaliar o potencial impacto dessa reducgao.

Tendo em vista este fato, um numero maior de animais estudados seria
necessario para potencialmente se comprovar este padrdo ou a tentativa de
replicacdo do experimento realizado pelos pesquisadores em questido poderia
oferecer novos resultados. Ja que, para a obtencdo do volume do hipocampo no
estudo de Uno e colaboradores (1994), foram selecionadas quatro imagens
consecutivas de formagdes hipocampais, sendo segmentos coronais posteriores a
regido anatbmica conhecida como unco (ou uncus), procedimento diferente do
adotado para analise das imagens dos bezerros. As areas médias das secgoes
esquerda e direita do hipocampo e seus respectivos volumes também foram
mensurados por software de analise de imagens. Tal area foi escolhida pelos
pesquisadores, pois, em outro estudo, Uno e colaboradores (1990), demonstraram
que o excesso de glicocorticdides induz danos irreversiveis aos neurdnios,
principalmente os piramidais, nas regides CA do hipocampo.

Outros estudos como o de Coe e colaboradores (2003), também relatam
volumes reduzidos do hipocampo em macacos Rhesus que sofreram estresse
pré-natal. Utilizando protocolo de estresse induzido, os autores encontraram
reducdes de 10 a 12% do volume do hipocampo na prole estressada e uma inibicao
de 32% da neurogénese pos-natal no giro denteado.

Em animais de laboratério, Szuram e colegas (1994), relataram redugéo do
peso Umido do hipocampo de filhotes de trés meses de idade, apds submeter as
maes gestantes a um estresse de contengdo. Foram encontradas redugdes de
15,4% nos machos estressados e 8,2% nas fémeas. Schmitz e colaboradores

(2002), também encontraram diminuigdo dos volumes do hipocampo na prole de
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ratas estressadas, relacionando-se o achado ao numero reduzido de células
granulares no hipocampo.

Considerando que as alteragbes de volume do hipocampo representam
manifestacbes macroscopicas provavelmente relacionadas com alteragdes
microscopicas causadas pelo estresse pré-natal, condigdo ja demonstrada em
algumas espécies, os encéfalos coletados no presente estudo podem ser utilizados
em um futuro préximo para a elucidacédo dessa ocorréncia também em bovinos.

Estudos relatam também haver redugdes nos volumes dos nucleos da
amigdala, acompanhado de diminuigdes nos neurénios e numero de células gliais
em ratos que sofreram estresse pré-natal. Kraszpulski e colaboradores (2006),
observaram diminuigdo em 20 a 25% do volume de nucleos da amigdala na prole de
ratas estressadas por meio de manuseio, exposicdo a um ambiente novo e
administragcdo de solugao fisioldgica uma vez ao dia durante o final da gestagao.
Foram encontrados também diminuicdo em 25 a 30% do numero de neurdnios e
células gliais, achado também relatado por Kawamura e colaboradores (2006), que
relatam diminuigado de 30% na neurogénese total da amigdala de ratos com estresse
pré-natal.

Ja no cortex cerebral, ha muitas descricbes de reducdo na arborizagao
dendritica (46%) e perda sinaptica (52%) em ratos estressados durante a gestagao,
bem como redugcdo da densidade de espinhos dendriticos nos dendritos de
neurdnios piramidais em ratos (BARROS et al., 2006; MURMU et al. 2006).

Tais altera¢cdes também foram descritas por Coulon et al. (2013), e Petit et al.
(2015), que comprovaram haver alteragcbes morfolégicas e funcionais em neurénios
corticolimbicos de cordeiros nascidos de ovelhas estressadas no ultimo trimestre de
gestacdo. Os referidos autores observaram expressdo diminuida de genes
envolvidos no desenvolvimento cerebral, na morfogénese dos espinhos dendriticos
dos neurbnios e na transmissdo sinaptica no cértex pré-frontal e hipocampo,
expressdo aumentada do gene ligado a morfologia dos espinhos dendriticos dos
neurdnios na regido da amigdala e maior densidade de espinhos dendriticos nos
neurdnios piramidais do cortex pré-frontal e hipocampo, além de maior concentragao
de espinhos dendriticos do tipo curto e largo e menor proporgdo de espinhos em
formato de cogumelo no hipocampo.

Ha também outras regides cerebrais que foram estudadas, porém com menor
frequéncia como o corpo caloso (COE et al., 2002), cerebelo (ULUPINAR; YUCEL,
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2005; ULUPINAR et al., 2006) e hipotalamo (ANDERSON et al., 1985). Sendo
encontradas alteragdes causadas pelo estresse pré-natal em todas elas.

As alteracbes causadas pelo estresse pré-natal no encéfalo da prole sao
melhor descritas em espécies como animais de laboratorio e primatas ndo humanos.
Até o momento em ruminantes ha poucos estudos sobre o assunto e, ao que se
sabe, este é o primeiro estudo clinico em bovinos que objetivou pesquisar a
influéncia da claudicacdo durante a gestagao, problema recorrente na producgao
leiteira, no encéfalo da prole.

Apesar de as analises ndo apresentarem diferencas estatisticas, observa-se
diminuicdo das estruturas cerebrais estudadas nos bezerros provenientes de vacas
que apresentaram claudicagdo durante a gestacao, corroborando os dados obtidos
na literatura, como o menor volume de estruturas como o hipocampo, amigdala e
cortex pré-frontal em animais que experimentaram o estresse pré-natal, por
exemplo.

Este € apenas o primeiro passo na pesquisa sobre as influéncias que o
estresse pré-natal causa no desenvolvimento cerebral de bezerros e as
consequéncias em sua vida futura. Sabendo que o tipo de estressor e 0 momento
em que ele ocorre podem estar relacionados com a intensidade da alteracao
observada e que ha diferentes graus de resiliéncia ao estresse entre animais da
mesma espécie e de espécies diferentes (MURMU et al., 2006), se faz necessario
realizar mais investigagbes sobre o estresse pré-natal no desenvolvimento
encefalico de bovinos, abordando tanto as manifestacbes macroscopicas como

microscopicas e as potenciais consequéncias em bezerros e vacas na vida adulta.
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7 CONCLUSOES

Com a analise dos resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se afirmar

que a claudicagao (EL = 3) em vacas da raga Holandesa durante a gestagéao:

- Na&o alterou o volume do encéfalo, hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal
dos bezerros, apesar de os animais nascidos de vacas com claudicagao

apresentarem volumes menores destas estruturas;

- N&o alterou a concentragdo de imunoglobulinas no colostro, determinada
indiretamente através do Brix, a duracdo da gestacdo em dias, a

concentragao de cortisol salivar e o hemograma das vacas;

- N&o alterou peso vivo ao nascimento, a altura de cernelha, a concentracéo de
imunoglobulina sérica, determinada indiretamente através do Brix, e o peso

até o desmame dos bezerros;

- Nao alterou o tempo decorrido entre o nascimento até o desmame das
bezerras, apesar deste ser maior nas bezerras nascidas de vacas com

claudicagéo.
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