20

Patricia Stocco BETIOL!
Juarez Pinto Fernandes
TAVORA?

Andrea Cristina PARRA'
Maria Claudia Araripe
SUCUPIRA"

Lilian GREGORY'

Correspondéncia para:

Patricia Stocco Betiol - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, Departamento
de ClinicaMédica, Av. Orlando Marques
de Paiva, 87, Cep 05508-000, Sao Paulo-
SP, psbetiol@usp.br

Recebido para publicacao: 23/01/2007
Aprovado para publicagao: 29/05/2008

Determinacao sérica de colesterol e triglicérides em
cavalos soroprodutores alimentados com concentrados

com teores de 15% ou 22% de proteina bruta

1 - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo,

Sao Paulo - SP

2 - Secao de Obtencgao de Plasma-hiperimune do Instituto Butantan, Sao Paulo - SP

e Universidade Federal da Bahia, Salvador -BA

Resumo

A producao de soro-hiperimune em eqiinos ainda ¢ fundamental
para obtencdao do soro utilizado no tratamento de algumas
enfermidades como o tétano e a difteria. Para verificar o possivel
beneficio da utilizagao de concentrados hiperprotéicos na dieta dos
cavalos soroprodutores da Fazenda Sio Joaquim do Instituto
Butantan-SP, foram analisados os teores séricos de colesterol e
triglicérides de 32 animais, pertencentes ao plantel de produc¢io de
soro antidiftérico. Estes foram distribuidos, ao acaso, em dois grupos
de 16 eqiiinos. Os animais do grupo A receberam concentrado com
15% de proteina bruta (PB) e os animais do grupo B receberam
concentrado com 22% de PB. As amostras de soro foram obtidas em
dois ciclos de produgdo nos momentos anteriores a inoculacao do
antigeno, antes das sangtias de producio e nos dias 15, 30 e 45 de
descanso. As concentragoes de triglicérides foram maiores no grupo B
no dia 58 do primeiro ciclo (p<0,001) e, no segundo ciclo, foram
maiores no grupo A nos dias 95 e 137 (p<<0,04) e no grupo B no dia
109 (p<0,04). Nido houve diferenca entre os grupos para as
concentragoes séricas de colesterol. Este trabalho concluiu que embora
as concentragoes séricas de triglicérides e colesterol sejam sensiveis ao
processo de producio de plasma-hiperimune antidifitérico, os
resultados encontrados nao foram suficientes para afirmar se ha
beneficio ou nio na utilizagdo de concentrado hiperprotéico
(22% PB) em cavalos produtores de soro-hiperimune anti-difteria
em dois ciclos de produgcio.
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Introducao

Os Orgiios de pesquisa e as industrias
de medicamentos tém contribuido muito
para o desenvolvimento de novas drogas
para o combate de muitas enfermidades,
porém para determinados microorganismos
e toxinas o tratamento com maior eficacia
ainda se baseia na terapia com soros-
hiperimunes.

A espécie animal amplamente utilizada
para a producio de soro-hipetimune ¢ a eqiiina
devido a sua docilidade e principalmente ao
modo uniforme de reagir aos antigenos
inoculados, a inser¢do longa e superficial das
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veias jugulares, facilitando as sangrias; a
volemia que o eqiiino apresenta, até 11% de
seu peso e ao pequeno grau de toxicidade
de sua albumina sérica.'

Para melhorar a eficiéncia produtiva
de soros-hiperimunes, muitas pesquisas tém
sido realizadas com adjuvantes, toxinas ou
componentes de microorganismos utilizados
durante o processo de produgdo, porém
nenhuma pesquisa com relagao a alimentacdo
de cavalos soroprodutores foi realizada na
tentativa de melhorar o desempenho destes
animais na produgio de soros. Também nio
existe um consenso em relacio ao teor de
proteinas que deva ser administrada na dieta



destes animais.

As dietas de animais de companbhia,
producio e esporte, tém sido estudadas e
aprimoradas, porém o incremento de
proteina na dieta de animais principalmente
dos que praticam atividades esportivas ¢é
controverso. Existe um raciocinio de que os
animais que realizam atividades fisicas
necessitam de incremento protéico na dieta,
porém esta hipétese ndo foi ainda
comprovada.*>*

A idade, a gestacao, a lactacdo, e a
atividade do eqtiino sdo consideracdes muito
importantes para a determinacio das
exigéncias protéicas destes animais.” Um
cavalo adulto pesando aproximadamente
400 kg necessita para a sua manuteng¢ao de
uma ingestio diaria em torno de 7,2% de
proteina bruta.*” A industria de alimentos tem
fornecido, através do concentrado, entre 12%
e 15% de proteina bruta, excedendo os
valores recomendados pela National
Research Council (NRC).>*? Estudos
realizados por Gallagher, Leech e Stowe!’
demonstraram que os eqiiinos da regiao do
Michigan, nos Estados Unidos da América
(EUA), tém ingerido uma concentragio de
proteinas nos concentrados comerciais acima
do preconizado pela NRC. Na regiao da
Carolina do Norte, também nos EUA,
realizou-se outro estudo demonstrando que
aproximadamente 70% dos cavalos desta
regido estavam sendo alimentados com
excesso de protefnas fornecidas em
concentrados comerciais."!

Existe grande preocupacio por parte
dos pesquisadores com relacdo aos efeitos
adversos que altas concentragoes de proteina
na dieta podem ocasionar.”” S6 existe um
estudo envolvendo animais soroprodutores
e concentragOes de fragoes lipidicas,
especificamente o colesterol, sem considerar
a dieta do animal.

O presente estudo objetivou
determinar a influéncia, nas concentragcoes
séricas de colesterol e triglicérides, de dietas
contendo 15 ou 22% de proteina bruta,
fornecidas aos cavalos soroprodutores do
Instituto Butantan e, as possiveis alteragoes
que o processo de producio de plasma-
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hiperimune causa nestas variaveis.
Material e Método

Foram selecionados 32 eqiiinos
soroprodutores de soro-antidiftérico,
higidos, machos, castrados, sem raca definida
e com idade entre seis e 12 anos, distribuidos
a0 acaso em dois grupos de 16 cavalos. Um
grupo foi alimentado com concentrado
contendo 15% de proteina bruta (PB)
(Grupo A), e o outro com teor de 22% de
PB (Grupo B). A principal fonte de PB de
ambas dietas era farelo de soja (proteina
vegetal). O fornecimento de agua e
volumoso foi o mesmo para ambos os
grupos experimentais, imunizados com
toxina diftérica e submetidos as sangrias de
producdo. Antes do inicio da pesquisa, 0s
animais do grupo A foram submetidos a
um periodo de adaptacio de um més com
uma racao com 15% de PB. Para a producao
de soro antidiftérico, utilizou-se o processo
tradicional e rotineiro da Secao de obtencio
de plasma-hiperimune do Instituto Butantan.

Cada ciclo de producio dos eqiiinos,
do grupo produtor de soro antidiftérico,
consistiu de trés inoculagdes de antigeno e
trés sangrias de produco, seguidos de um
periodo de 45 dias de descanso.

As amostras de sangue dos eqiiinos
utilizadas para obtenc¢do de soro e para a
realizagdo dos testes, foram colhidas por
venopungao jugular com agulhas descartaveis
(25mm x 0,8mm), utilizando-se tubos de
vidro transparentes, especiais para colheita de
sangue com aspiragio a vacuo, esterilizados,
siliconizados, sem anticoagulante, com tampa
de borracha.” Foram colhidas as amostras
de sangue dos animais antes das inoculagdes
de antigeno, antes das sangtias de producio
e durante o periodo de descanso dos
animais, que ocotreu nos dias 15, 30 e 45
apos a ultima sangria de producao. A
pesquisa durou dois ciclos de imunizagao,
que foram denominados fases. A primeira
fase correspondeu ao primeiro ciclo e
compreendeu trés inoculagoes de antigeno
(dias 1, 9 e 15), trés sangrias de producao
(dias 23, 25 e 28), ¢ 15, 30 e 45 dias de
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descanso (respectivamente dias 43, 58 ¢ 73).
A segunda fase também compreendeu trés
inoculacGes de antigeno (dias 95, 103 e 109),
trés sangrias de producio (dias 117, 119 e
122) e 15, 30 e 45 dias de descanso
(respectivamente dias 137, 152 e 167).

A determinacio dos teores séricos de
colesterol baseou-se no método enzimatico
colotimétrico desctito por Allain et al.", através
de kit enzimatico da Bio Systems codigo M
11505¢-0013, no analisador bioquimico
automdtico LIASYS®, Liasys-AMS-
Analysador Medical Sistem. Os teores séricos
de triglicérides foram quantificados conforme
técnica descrita por Fossati e Prencipe', através
de kit enzimatico da Bio Systems codigo M
11528¢-0010, no analisador bioquimico
LIASYSa.

Para a analise dos resultados foi utilizado
o programa estatistico Minitaba Release 14.1.°
Todos os valores das variaveis avaliadas foram
submetidos ao teste de Anderson-Darling para
determinar o tipo de distribuicdo dos dados.
Na andlise entre os grupos, os valores que
apresentaram distribui¢do normal foram
avaliados através do teste T para duas amostras,
e 0s que nao apresentaram distribui¢do normal
foram avaliados através do teste Mann-
Whitney. Com relacio a andlise intragrupos
utilizou-se o teste T pareado para os valores
com distribuicao normal e o teste de

Wilcoxon para os que nio apresentaram
distribuicio normal, com nivel de
significancia p<0,05.""'®

Resultados e Discussao

Os valores médios de colesterol,
embora sempre dentro dos valores
considerados normais para a espécie” (de
1,914 a 4,662 mmol/L), oscilaram durante
toda a pesquisa com tendéncia a diminuir para
ambos os grupos A e B (respectivamente p0,04
e p<0,03) durante os periodos de imunizacio
e sangria de producio, principalmente na
primeira fase e a aumentar no petriodo de
descanso dos animais (grupos A e B p<0,0001)
(Figura 1), discordando dos resultados da
pesquisa realizada por Sahal et al.*’ que avaliaram
as concentracoes de colesterol em cavalos
soroprodutores inoculados com toxina
tetanica, concluindo que os valores médios de
colesterol dos animais aumentaram apos as
imunizacoes. Essa discordancia de resultados
pode estar relacionada a fatores diferenciais
entre os animais da pesquisa de Sahal et al.*’ e
do presente estudo quanto ao tipo de antigeno
inoculado, ao protocolo de imuniza¢io, ao
esquema de descanso dos animais e a0 tempo
de utilizacao dos animais em produgao.

Entretanto, Sahal et al.?’ afirmaram
que, durante o estudo, alguns cavalos
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Figura 1 - Representacdo grafica das concentragoes séricas de colesterol dos grupos A (concentrado com 15% de
proteina bruta) e B (concentrado com 22% de proteina bruta)
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apresentaram diminui¢ao das concentra¢des de
colesterol, sugerindo que estes desenvolveram
hepatite. O figado ¢é o principal 6rgio que
sintetiza o colesterol?, entdo processos
inflamatérios ou infecciosos que levam a
disfuncao deste 6rgao podem induzir a
diminui¢ao das concentracoes plasmaticas desta
variavel. Os eqiiinos soroprodutores da
presente pesquisa tenderam a apresentar
diminuicao das concentra¢oes de colesterol
durante o processo de produ¢ao de plasma-
hiperimune, sugerindo que houve alteracio da
funcio hepatica neste periodo.

A avaliacio das concentracdes de
colesterol entre os grupos A e B, demonstrou
que ndo houve diferenca para esta variavel
durante a pesquisa (p<0,9), sugerindo que os
teores protéicos das dietas nao interferiram na
sintese de colesterol entre os grupos
experimentais estudados. Concordando com
a afirmacio de Neves et al” que afirmaram
que a fonte de proteina na dieta de animais é
mais importante do que o teor de proteina
delas nas concentragoes séricas de colesterol e
triglicérides.

Os teores de triglicérides observados
neste estudo quando comparados aos valores
de referéncia'® (0,0452 — 0,4972 mmol/L)
foram maiores em apenas dois dias, na primeira

fase no dia 58 para o grupo B e na segunda
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fase no dia 119 para ambos os grupos. Porém,
quando comparados entre os grupos foi
observado, na primeira fase, o aumento das
concentragoes de triglicérides do grupo B em
relacdo ao A, aos 58 dias (p<<0,001) e, na
segunda fase diminui¢ao das concentragoes de
triglicérides do grupo B em relagdo ao grupo
A nos dias 95 e 137 (p<0,04) e aumento no
dia 109 (p<0,04) (Figura 2). Embora as
vatiacOes deste metabolito foram distintas entre
as fases da pesquisa, nao foi possivel determinar
se houve interferéncia do teor protéico das
dietas nestes resultados. Estudos determinando
as concentracdes séricas de colesterol e
triglicérides, em animais principalmente ratos,
tem sido realizados.??***2%?" Estes estudos
comparam as concentracoes destas varidveis
em animais alimentados com racGes a base de
soja e animais alimentados com ragoes a base
de casefna (respectivamente proteina vegetal e
animal). Porém, nenhum estudo comparando
as concentracoes destas vatidveis em animais
alimentados com diferentes fontes ou
diferentes teores de proteina vegetal foi
encontrado. Mais estudos comparando as
concentracoes de varidveis como o colesterol
e os triglicérides, sdo necessarios para
determinar se existe interferéncia da natureza
da proteina vegetal nestas determinagoes.

A anilise intragrupos indicou na
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Figura 2 - Representacao grafica das concentragoes séricas de triglicérides dos grupos A (concentrado com 15% de
proteina bruta) e B (concentrado com 22% de proteina bruta)
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primeira fase diminui¢ao das concentracoes
de triglicérides tanto para o grupo A como
para o B no dia 15 ( p<0,02 para ambos),
aumento das concentra¢Ges para 0 grupo
A nos dias 25, 28 e 43 (p<0,005) e para o
grupo B nos dias 25, 28, 43, 58 ¢ 73
(p<0,0001). Na segunda fase, houve
diminuic¢do das concentracoes de triglicérides
tanto para o grupo A como para O grupo
B nos momentos dias 152 e 167
(respectivamente p<0,001 e p<0,0001); e
aumento das concentra¢Ges para 0 grupo
A nos dias 95, 117, 119, 122 e 137
(p<0,0001) e para o grupo B nos dias 95,
109, 117, 119 e 122 (p<0,0001).
Esperava-se determinar a ocorréncia
do processo de lipidose nestes animais em
decorréncia das imunizacSes, contudo as
fases de producio avaliadas apresentaram
comportamentos muito  distintos,
nao havendo a possibilidade de determina-
lo. Estudos com cavalos soroprodutores por
perfodos de tempo maiores sio necessarios
para determinar a ocorréncia desta
enfermidade nesta categoria de animais.

Conclusoes

Apesar de terem ocorrido significancias

entre os grupos A e B para as concentragoes
de triglicérides em determinados
momentos, elas ndo foram suficientes para
afirmar se os teores de protefna bruta dos
concentrados interferiram nestes resultados.
Mais pesquisas avaliando os dois
grupos experimentais por um perfodo de
tempo maior sio necessdrias para
determinar se o teor de PB nos concentrados
fornecidos aos cavalos soroprodutores
interfere nas concentracdes séricas destas
variaveis.

As concentracdes de colesterol e
triglicérides sofreram alteracoes durante o
processo de producio de plasma-
hiperimune, evidenciadas através do
aumento e/ou diminuicio em suas
concentracoes, demonstrando-se muito
sensiveis ao processo de producio de
plasma-hiperimune.
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Serum evaluation of cholesterol and triglycerides of serum-producing
horses fed concentrate with 15% or 22% of crude protein

Abstract

Key words:
Serum-producing horses.

The hyperimmune serum production in horses is still fundamental
to obtain the serum used in the treatment of some diseases like
tetanus and diphtery. In order to determine the benefit of the
utilization of high-protein concentrate in serum-producing horses
dietary of Butantan Institute, the serum concentrations of cholesterol
and triglycerides were screened from a group of 32 anti-diphteric
serum-producing horses. Those horses were distributed occasionally
in two groups of 16 equines. The animals of group A were fed with
a concentrate with 15% of crude protein (CP) and the animals of
group B were fed with a concentrate with 22% of CP. The serum
samples were obtained in two immunization periods, in moments
previous to the antigen inoculation, before the bleeding of production
and with a delay of 15, 30 and 45 days after the last bleeding, The
serum concentrations of triglycerides were higher in group B in day
58 of the first period (p<<0,001) and in the second period were higher
in group A in days 95 and 137 (p<<0,04) and in group B in day 109
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(p<0,04). There was no difference between the groups for cholesterol
serum concentrations. We concluded that although the triglycerides
and cholesterol serum concentrations be sensitive to the process of
anti-diphteric hyperimmune plasma production, the results found
were not enough to affirm weather there is or not a benefit in the
utilization of high-protein concentrate (22% CP) in anti-diphteric
serum-producing horses based on two periods of production.
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