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RESUMO

BARBOSA, B.S. Recuperagao clinica e resposta a dor em bezerros descornados
com ferro quente: influéncia do estresse pré-natal. [Clinical recovery and pain
response in hot iron dehorning calves: influence of prenatal stress] 2022. 100 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

O periodo pré-natal pode modular como um individuo respondera ao ambiente e as
diversas situagbes ao longo da vida. Este periodo, quando afetado por estimulos
negativos como o estresse, pode determinar transtornos a longo prazo na vida do
individuo. A claudicacdo em vacas leiteiras € considerada uma experiéncia
desconfortavel e dolorosa que afeta mais de 20% das vacas em produgao, no Brasil
e no mundo, e ocorre por longo periodo de tempo, sendo o principal indicador
representativo de prejuizo no bem-estar animal em rebanhos leiteiros. A claudicagao
durante a gestagdo pode ser um importante causador de estresse pré-natal em
bovinos, afetando negativamente a prole no desenvolvimento extrauterino. Dentre as
possiveis alteracbes extrauterinas, destaca-se a resposta nociceptiva da bezerra
frente a desafios dolorosos e estressantes, dos quais a descorna por ferro quente
notabiliza-se por ser procedimento gerador de grave estresse e doloroso para os
bezerros. Portanto, o principal objetivo deste trabalho foi de avaliar a influéncia da
claudicagdo em vacas no terco final de gestacao sobre as respostas nociceptivas e
recuperacao da lesdo de queimadura da prole submetida a descorna com ferro quente
aos 30 dias de vida. Foram utilizadas 34 vacas, multiparas e primiparas, Holstein-
Frisia em tercgo final de gestagao, separadas em dois grupos de acordo com o escore
de locomogéao (EL): G1 — 20 vacas com EL < 2; G2 — 14 vacas com EL = 3. Apds o
parto as bezerras foram separadas em dois grupos de acordo com os grupos das
maes: GB1 — 20 bezerras de vacas com EL < 2 e GB 2 — 14 bezerras nascidas de
vacas com EL = 3. Aos 30 dias as bezerras foram descornadas com ferro quente e
foram realizadas de forma cega, avaliagbes nociceptivas, avaliacdo da area de
regressdo da lesdo de queimadura e determinagcdo da concentragdo de cortisol
salivar. Os resultados mostraram que nao houve diferenga entre os grupos GB1 e GB2
para area de regressdo das lesdes e para a concentragdo de cortisol salivar. No
entanto, as bezerras filhas de vacas com EL = 3 apresentaram menor limiar

nociceptivo, demonstrando a influéncia negativa que a claudicagdo em vacas prenhes



pode exercer na modulagdo da sensibilidade dolorosa nas bezerras apds o

nascimento.

Palavras-chave: Gestag&o. Bovinos. Dor. Bem-estar animal. Claudicagéo.



ABSTRACT

BARBOSA, B.S. Clinical recovery and pain response in hot iron dehorning
calves: influence of prenatal stress. [Recuperacdo clinica e resposta a dor em
bezerros descornados com ferro quente: influéncia do estresse pré-natal]. 2022. 100
f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

The prenatal period is important in the modulation of biological systems to allow
individuals to respond to their environment and to different situations throughout their
life. However, this period, when affected by a negative stimulus such as stress, can
cause long-term disturbances in the individual's ability to cope with its environment.
Lameness in dairy cows is considered an uncomfortable and painful experience that
occurs in more than 20% of animals, across the globe, being the main indicator of poor
welfare in dairy herds., Lameness during pregnancy, can cause prenatal stress in
cattle, negatively affecting offspring in extrauterine development. Among the possible
extrauterine alterations, the nociceptive response of calves to painful and stressful
challenges are of interest, of which dehorning by hot iron is notable for being a
procedure that generates severe stress and pain for calves. Therefore, the main
objective of this work was to evaluate the influence of lameness in cows in the final
third of pregnancy on the nociceptive responses and recovery from burn injury in
offspring submitted to dehorning with hot iron at 30 days of life. We study 34 cows,
multiparous and primiparous, Holstein-Frisia in the final third of gestation, separated
into two groups according to the locomotion score (LS): G1 — 20 cows with LS < 2; G2
— 14 cows with LS = 3. After calving the calves were separated into two groups
according to the mothers’ groups: GC1 — 20 heifers from cows with LS <2 and GC2 —
14 calves born from cows with LS = 3. At 30 days of age the female calves were
dehorned with a hot iron and nociceptive evaluations, evaluation of the area of
regression of the burn injury and determination of salivary cortisol concentration were
performed in a blinded manner. The results showed that there was no difference
between groups GC1 and GC2 for the area of regression of the lesions and for the
concentration of salivary cortisol. However, calves born from cows with LS = 3 had a
lower nociceptive threshold, demonstrating the negative influence that lameness in
pregnant cows can exert on the modulation of pain sensitivity in calves after birth.

Keywords: Pregnancy. Cattle. Pain. Animal welfare. Lameness.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

LISTA DE FIGURAS

Piquete das vacas em tergo final de gestagao.....................

Contencéao para coleta de amostra de saliva com roletes
de AlgOTEO0... ..o

Rolete de algodao sendo espremido pelo émbolo da
seringa para extragdo da saliva.............viiiiiiiiineeeeeeeeee.

Alojamento das bezerras (gaiolas)..........ccccceveeeiiiiiieeneenns
Procedimentos pré-descorna e descorna em bezerras.......
Mochador elétrico utilizado nos procedimentos de
descorna das bezerras (Prata Brito®) .............cccceceeevviienen.
Locais das avaliagdes nociceptivas............ccceeevvveeveeeeinnnnnnns
Monofilamento de von Frey............ccciiiiiiiiiiieeeees

Conjunto de monofilamentos de von Frey...........cccccceeeeen.

Bezerra vendada para redugdo de estimulos visuais e
avaliacdo do limiar nociceptivo...........ocovvuiiiiiiiiiieeeeeeeeeee

Exemplo de mensuracao da area das lesbes nos tempos
0, 3,7, 14 e 21 dias apds a descorna utilizando o software

Concentragao de leucdcitos totais (x10%/uL) de vacas com
EL=< 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2), quatro semanas
antes da data previstade parto............ooooviiiiiiiiien

Concentragdo de hemacias (x108/uL) de vacas com EL< 2
(G1) e de vacas com EL = 3 (G2), quatro semanas antes
da data prevista de parto............oooo e

Concentragao de hemoglobina (g/dL) de vacas com EL< 2
(G1) e de vacas com EL = 3 (G2), quatro semanas antes
da data prevista de parto............coooo i

Hematocrito (%) de vacas com EL< 2 (G1) e de vacas com
EL = 3 (G2), quatro semanas antes da data prevista de

36

36

39

41

42

43

45

46

48

50

52

54

o7

o7



Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Volume Corpuscular Médio (fL) de vacas com EL< 2 (G1)
e de vacas com EL = 3 (G2), quatro semanas antes da
data prevista de parto.........cccooeeeeiiiiiiiii e

Hemoglobina Corpuscular Média (pg) de vacas com EL< 2
(G1) e de vacas com EL = 3 (G2), quatro semanas antes
da data prevista de parto............cooo o

Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média (pg) de
vacas com EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2), quatro
semanas antes da data prevista de parto...............ccceeeee

Concentragao de cortisol salivar (pg/uL) de vacas com EL<
2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2), quatro semanas antes

Peso (kg) de bezerras filhas de vacas com EL< 2 (GB1) e
filhas de vacas com EL = 3 (GB2), 24 h apdés o
[ F=ETod 4 0 T=T 0] (o TSR

Peso (kg) de bezerras filhas de vacas multiparas e
primiparas com EL< 2 (GB1) e com EL = 3 (GB2), 24 h
apOS 0 NASCIMENTO....ccoi i

Altura de cernelha (cm) de bezerras filhas de vacas com
EL<2 (GB1) e filhas de vacas com EL = 3 (GB2), 24 h ap6s
(ol F= LT =T o1 o T

Altura de cernelha (cm) de bezerras filhas de vacas
multiparas e primiparas com EL< 2 (GB1) e com EL = 3
(GB2), 24 h apds 0 nascimento...........cceeevvviiieieeeeeeiiieenn.

Concentragao de cortisol salivar (pg/pL) de bezerras filhas
de vacas com EL< 2 (GB1) e filhas de vacas com EL = 3
(GB2), 24 h apds 0 nascimento...........ccoeeeviiiiieeeeeeeeiiieeen.

Concentragao de cortisol salivar (pg/pL) de bezerras filhas
de vacas com EL< 2 (GB1) e filhas de vacas com EL = 3
(GB2), nos diferentes momentos de andlise antes e apos
F= o (=X ToT0] § o = F R SSRSPPIN

Area da lesdo de queimadura das bezerras dos grupos
GB1 e GB2 nos diferentes tempos de analise apds a
(o =T YoTo] 1 o - F PR

Regides das avaliagbes nociceptivas............cceevvveeeeeeiennnens

Média * erro padrdo da média da sensibilidade (g)
avaliada por meio de filamentos de von Frey em bezerros

58

59

59

61

65

65

66

66

64

69

72

73

74



Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

na regido da pele (A) e no corno (B) nos momentos antes
(basal) e ap6s (24h e 15 dias) adescorna.............ccceeeeneee

Média + erro padrdao da média da sensibilidade (g)
avaliada por meio de analgesimetro (von Frey) digital em
bezerros na regiao da pele (A) e no corno (B) antes (basal)
e apos (24h e 15 dias) adescorna.........ccccceeeeeeieieeeeeeeneeee

Média + erro padrao da média da sensibilidade (g) por
meio de escore nociceptivo em bezerros na regiao da pele
(A - lado direito) e (B - lado esquerdo) e no corno (C - lado
direito) e (D - lado esquerdo) nos momentos antes (basal)
e apos (24h e 15 dias) adescorna.........cccceeeeeeiiieeeeeeeeneee.

Avaliacdo do limiar nociceptivo por meio de filamentos de
von Frey na pele das bezerras dos grupos GB1 e GB2 nos
diferentes tempos de analise............ccoooiiiiiiiiiiiiien e

Avaliacao do limiar nociceptivo (g) por meio de filamentos
de von Frey no corno e nas lesdes das bezerras dos
grupos GB1 e GB2 nos diferentes tempos de analise antes
(3= ToTo L Ir= We [=T-ToTo] 1 o = F

75

77

76

81



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

LISTA DE TABELAS

Média + erro padrao da média dos parametros
hematoldgicos avaliados de vacas com EL< 2 (G1) e
vacas com EL = 3 (G2) quatro semanas antes da data
prevista de Parto........ccccceooiiiiiiiii

Média + erro padrdo da média da concentragao de cortisol
salivar de vacas com EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3
(G2), quatro semanas antes da data prevista de

Valores individuais, média e erro padrao da média (EPM)
do peso e da altura de cernelha apds o nascimento das
bezerras filhas de vacas com EL< 2 (GB1) e de vacas com
EL 23 (GB2)...eiiiieie et

Média £ erro padrao da média do peso e da altura de
cernelha de bezerras, 24 h apds o nascimento, de acordo
com as matrizes (multiparas e primiparas) e de acordo
com o grupo GB1 (EL<2)e GB2 (EL23)........cceveeeveeennneee.

Média £ erro padrdo da média da concentracéo de
cortisol salivar (pg/L) de bezerras filhas de vacas com
EL< 2 (GB1) e filhas de vacas com EL = 3 (GB2) nos
diferentes momentos de analise.............cccoveeiiiiiiiiinnnn.

Média + erro padrao da média da area da lesdo (cm?) de
bezerras filhas de vacas com EL< 2 (GB1) e filhas de
vacas com EL = 3 (GB2) nos diferentes momentos de
ANALISE. ...

Média + erro padrdo da média da sensibilidade (g)
avaliada por filamentos de von Frey na regido da pele
adjacente ao broto cornual, antes e apds a descorna.........

Média + erro padrdo da média da sensibilidade (g)
avaliada pelo analgesimetro (von Frey) digital de acordo
com os momentos na regido da pele adjacente ao broto
cornual nos momentos antes (basal) e apés (24h e 15
dias) @ deSCOMNA.........uuiiieeeiiiieee e

Média + erro padrdo da média do limiar nociceptivo (g) na
pele das bezerras dos grupos GB1 e GB2 nos diferentes
tempos de analise antes e apos a descorna.......................

Média + erro padrao da média do limiar nociceptivo (g) do
corno das bezerras dos grupos GB1 e GB2 nos diferentes
tempos de analise antes e apos a descorna.......................

52

o7

60

60

64

67

69

71

76



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Quadro 3 -

LISTA DE QUADROS

Escore de locomogao aplicado aos  bovinos
[QItEINOS. ... 34

Momentos e avalia¢des realizados nas vacas e novilhas em
final de gestaca0.........ooooiiiiiiiii 37

Momentos e avaliagcdes realizados nas bezerras................. 47



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AINEs Anti-inflamatoérios ndo esteroidais
CAEP Centro de Apoio ao Ensino e Pesquisa

CECSBE Laboratério do Centro de Estudos Comparativos em Saude,
Sustentabilidade e Bem-Estar

CHCM Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média

EL Escore de locomocgéao

FMVZ Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

FZEA Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos

G1 Grupo de animais que ndo apresentaram EL > 2 em nenhuma

avaliagdo semanal

G2 Grupo de animais que apresentaram ao menos uma vez EL
2 3 durante as avaliagdes semanais

GB1 Grupo de bezerras nascidas de vacas com EL < 2 durante os
ultimos 60 dias de gestagao;

GB2 Grupo de bezerras nascidas de vacas com EL = 3 durante os
ultimos 60 dias de gestagcao

Hb Concentragdo de Hemoglobina

HCM Hemoglobina Corpuscular Média

He Concentragao de Hemacias

HPA Eixo hipdfise pituitaria adrenal

Ht Hematdcrito

ICB Instituto de Ciéncias Biomédicas

v Intravenoso

USP Universidade de S&o Paulo

VCM Volume Corpuscular Médio

VPS Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude
Animal

11 B-HSD2 11 B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2



A Il IV oV

IA

LISTA DE SIMBOLOS

Porcentagem

X >y significa que x € maior que y
X 2y significa que x é maior ou igual a 'y

Igual

X <y significa que x € menor que y
x £y significa que x € menor ou igual a 'y

Mais ou menos
Centimetros

Centimetros quadrados

Fentolitro
Gramas
Horas
Quilogramas
Litros
Microlitro
Metros quadrados
Mililitros
Milimetro
Picogramas
Grau

Graus Celsius



SUMARIO

1 INTRODUCJ\O ....................................................................................................... 20
2 REVISAO DE LITERATURA . ...cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeesssnesssssesssnsesssnessssnesssnsesssnsesssnees 23
B I 1 U S I ] [0 N I Y /7 29
4 OBJETIVO GERAL ... iieeireir s s s s ss s sse s s rsn s s sa s s m e s e ansen s s ann e nn s nn s ennns 30
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... .o, 30

5 MATERIAL E METODOS.....eeeieeeteeeeeeeeeeeeeeseessenesasssssssnsssssssssesssanssanssssssnsssnsssneen 31
5.1 ETAPA |- GRUPOS EXPERIMENTAIS E AVALIAQC)ES ................................. 31
LTt I N 110 0 = L= T 31

5.1.2 COrtiSOI SAIIVAN ...ttt e 35

ST IRC I o [T 0t (o[ =10 - PP PP PPPPPPPPPPPPPT 37

5.1.4 MOMENTIOS AAS ANAIISES.....coueiiie et e et e e e e e e r e e st e e e st s e esaneaeens 37

5.2 ETAPA Il - GRUPOS EXPERIMENTAIS E AVALIACC)ES ................................ 38
IV I ==Y =] o = 1 ST 38

B5.2.2 COrtiISOI SAIIVAT ... ettt e e e e e e e 39

5.2.3 DESCOMA AAS DEZEITAS ... oo et e e e et e e e e e e e e eeeas 39

5.2.4 Avaliacao do limiar nociceptivo das bezerras ... 42

Lo I =1 (8 o (o T o] (o) (o SRR 42

5.2.4.1.1 Método | - Avaliacdo mecéanica quantitativa de NOCICEPGEO..........eerrriiiiiiiirieiiiieieee e, 44

5.2.4.1.2 Método Il - Avaliagéo do limiar nociceptivo tatil ..., 46

5.2.5 ArEA AAS IESOES ... oottt ettt 48

5.2.6 MOMENTIOS AAS ANAIISES. .. .couniiieieee et et e et et e e e a e e et e e e st e e esaaeeeens 51

D .3 - ANALISE B STATISTICA .ot e 53

6 RESULTADOS E DISCUSSAOD ......cocieieieeeeeieeesseesessesssssessssssssssssssnssessssssssssssssnsens 54
8.1 NV A C A .o 54
L2 I I [T 0 o T [ =1 - TP PP PPPUPPPPPPPPPT 54

B.1.2 COrtiISOI SAIIVAN ... ettt e e e e s 60

8.2 BEZE R R A ... 62
6.2.1-Peso e altura de CEIMEING ..........coouueeeee et ae e eaas 62

B.2.1 COrtiISOI SAIIVAN ...ttt e e e 67

B.2.3 ArEA S LESGES ..ottt ettt 69

6.2.4 Limiar NOCICEPLIVO ...eei ettt e et e e e e e e e e e e e e st eeeeeeaaeeeeaaannns 72

STV Nt I =1 (8 Lo (o 3N 1[0 ] (o TP 72

6.4.2.2 EStUdO PrINCIPAL ...t e e e e e e 79



7 CONCLUSOES .......ocirirrccrerccressse e sesas s sss s e s sas s e s s sasss s ssssssssssssasasssnans

REFERENCIAS



20

1 INTRODUGAO

O efeito de substancias como adrenalina e glicocorticoides liberadas em
situagbes de estresse, quando experimentadas durante a gravidez, tem sido
amplamente investigado em seres humanos e animais (GUEST et al., 2012). Sendo
assim, € de grande importancia o ambiente intrauterino no desenvolvimento de 6rgaos
e tecidos fetais. Porém quando existem mudangas neste ambiente intrauterino ideal
podem ocorrer alteragdes permanentes na fungado de 6rgéos ou estruturas sugerindo
que durante o periodo gestacional, tém efeitos diretos na estrutura do cérebro do feto,
os quais podem perdurar por toda a vida adulta (BARKER et al., 1989)

O manejo que compromete o bem-estar de animais de produgao é realizado
rotineiramente em fazendas leiteiras. Tal manejo associado a outros fatores
estressantes, tais como o ambiente, a temperatura, enfermidades e o estresse psico-
social influenciam negativamente fémeas gestantes e levam a disturbios durante o
desenvolvimento fetal, na imunidade e nas fung¢des cognitivas pos-natal da prole
(ARNOTT et al., 2012; GRABNER et al., 2009; MERLOT et al., 2008; OTTEN; KANITZ;
TUCHSCHERER, 2015; BERNARDINO et al.,, 2016; TATEMOTO et al.,, 2019;
TATEMOTO et al., 2020; SARMIENTO, 2021; SARMIENTO et al., 2021).

O periodo pré-natal € de suma importancia para determinar como um individuo
respondera ao ambiente e as diversas situagbes ao longo da vida. Porém, este
periodo quando afetado por estimulo negativo como o estresse, determinam
transtornos a longo prazo na vida do individuo (ARNOTT et al., 2012; MERLOT et al.,
2008). Segundo estudos recentes realizados em animais, além dos fatores genéticos,
eventos ambientais como 0 manejo e praticas pecuarias rotineiras atuam sobre a
programacao e desenvolvimento do feto e predispondo a doengas tardias (BAKKER
et al., 1995; BAKKER et al., 1998; MADER et al., 2014; MERLOT et al., 2008).

O estresse pré-natal tem demonstrado efeitos negativos sobre a ontogénese
do feto em suinos, ovinos e em humanos, devido a sua atuagdo em
neurotransmissores cerebrais como a serotonina bem como em habilidades cognitivas
da prole, aumentando o risco de doencas cardiovasculares, hipertensao, resisténcia
a insulina e sindrome metabdlica (GLOVER, 2011; GRABNER et al., 2009). Este
estresse pré-natal vivenciado pelas fémeas prenhes afeta o desenvolvimento fetal

diretamente e indiretamente por duas vias principais: via regulagdo hormonal, na qual
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catecolaminas e glicocorticoides atuam na expresséo génica do feto pelas alteragdes
no eixo hipotalamo-hipofisario-adrenal, ou via modificagdo da morfologia placentaria.
Ambos os mecanismos foram observados em ovinos e caprinos e comprometem a
resposta imune, a sobrevivéncia e o desenvolvimento do feto intra-utero e ao longo
da vida, bem como influencia no comportamento materno pés-parto (MELORT et al.,
2008).

Pesquisas atuais desenvolvidas com ovinos, caprinos, suinos e bovinos
apontam que o manejo estressante por meio de agressdes as fémeas prenhes, tem
efeito prejudicial a esta e ao feto, acarretando, na vida adulta da prole, menores
indices produtivos e reprodutivos e comprometimento de fungdes imunes, metabdlicas
e cognitivas (BAXTER et al., 2016; COULON et al., 2011; HILD et al., 2011; TAO et
al., 2012; TAO; DAHL, 2013). Além do descrito, Coulon et al. (2013), demonstraram
haver alteragdes morfolégicas e funcionais em neurdnios corticolimbicos em ovinos
nascidos de maes submetidas a este tipo de manejo.

Segundo estudos recentes, em razdo da experiéncia desconfortavel e dolorosa
que ocorre por longo periodo de tempo, o principal indicador representativo de
prejuizo no bem-estar animal em rebanhos leiteiros, € o comprometimento da saude
dos cascos, determinando, assim, o surgimento da claudicagdo. Além disto, esta
manifestag&o clinica, de origem multifatorial, € apontada como a terceira maior causa
de perdas econdmicas no setor (GUCCIONE et al., 2016; VAN AMSTEL; SHEARER,
2006; WHAY et al., 2003) e, quando vivenciada durante a gestagao, torna-se um dos
agentes causadores de estresse pré-natal em bovinos, afetando negativamente a
prole no desenvolvimento intra e extra utero (WHAY et al., 1998; TAO et al., 2012;
TAO; DAHL., 2013).

Ainda considerando-se estimulos estressantes e conforme o manejo tradicional
empregado na pecuaria leiteira, a descorna de bezerros € um procedimento inserido
no manejo rotineiro, considerado necessario e aceitavel, com finalidade de reduzir o
risco de ferimentos causados pelos cornos aos manipuladores e outros animais. O
método mais empregados para tal pratica € a cauterizagao pelo calor com ferro quente
(GRONDAHL-NIELSON et al., 1999; VICKERS et al., 2005; GOTTARDO et al., 2011)
além do procedimento ser acompanhado por dor e estresse (GRAF; SENN, 1999;
GRONDAHL-NIELSON et al., 1999; HEIRICH et al., 2010).

Desta forma, frente as pesquisas que demonstram o impacto negativo do
estresse no periodo pré e pos-natal, formulou-se a hipotese de que a claudicacéao,



22

caracterizada como um episédio doloroso e crdnico, quando vivenciada durante a
gestacéo de bovinos, sendo, portanto, um agente causador de estresse pré-natal, ira
afetar negativamente a prole no desenvolvimento extra uterino, alterando a resposta

nociceptiva do mesmo frente a desafios dolorosos e estressantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir sera realizada breve revisdo de literatura acerca das trés principais
problematicas atintes a este projeto: estresse pré-natal, claudicagcdo em bovinos e

descorna em bezerros.

2.1 - Estresse pré-natal e seus impactos na prole

Em 1990, o epidemiologista britdnico David Barker publicou o artigo “The Fetal
and Infant Origins of Adult Disease”, no qual expunha ao mundo pela primeira vez a
teoria da programacdo fetal, também conhecida como “A Hipétese de Barker”
(BARKER, 1990). Baseado em estudos anteriores Barker afirma que o novo modelo
para o entendimento de doengas em adultos deve incluir a programagao modulada
pelo ambiente na vida fetal e infantil, enfatizando significativamente a relagéo entre o
ambiente intrauterino e seu efeito na doencga do adulto.

Deste entdo, o ambiente intrauterino tem sido estudado pois além de afetar o
desenvolvimento fetal, impacta diretamente no aparecimento de doengas nos adultos.

Pesquisas atuais mostram que o principal fator que altera o ambiente uterino é
o estresse vivenciado pela mae durante a gestagéo. E esse estresse gestacional, que
pode ser de origem fisica ou psicoldgica, é capaz de modular o desenvolvimento fetal
e estar associado a um risco aumentado de problemas emocionais, comportamentais
e cognitivos na prole (SANDERCOCK et al., 2011; SARMIENTO, 2021).

Durante um evento estressante, catecolaminas e glicocorticoides s&o langados
na corrente sanguinea, para que uma série de repostas ocorram. Porém, o efeito
dessas substancias liberadas em situagées de estresse durante a gestacédo pode
modular uma o desenvolvimento e a ontogénese do feto.

Segundo a literatura, durante uma gestacéo saudavel, o feto ndo é exposto a
altos niveis de glicocorticoides maternos porque a placenta contém uma enzima, a 11
B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (11 B-HSD2), que catalisa uma reagao
convertendo o cortisol ativo em cortisona inerte, minimizando assim a exposi¢cdo do
feto aos glicocorticoides (JANHKE et al., 2021; KNAEPEN et al., 2014). Porém em
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maes que sofreram estresse durante a gestacao, principalmente estresse psicosocial
como ansiedade e depressao, possuem niveis elevados de cortisol, apresentando
assim a quantidade de mRNA da placenta para 11 B-HSD2 diminuido (O'DONNELL
et al., 2009; O'DONNELL et al., 2012). Desta forma, o feto é exposto a niveis elevados
de corticoide, alterando assim o desenvolvimento do eixo hipdéfise-pituitaria-adrenal
(HPA) fetal. Essa exposicao do feto ao corticoide materno pode levar a altera¢des na
ontogénese do feto, dependendo da fase gestacional em que o feto foi exposto aos
glicocorticoides.

Segundo Grégoire e colaboradores (2020), o estresse pré-natal tem impacto
sobre a sensibilidade a dor crénica na idade adulta e sugerem que essas alteragdes
de longo prazo podem ser mediadas, em parte, pela desregulagdo dos processos
epigenéticos, uma vez que esses processos podem ser potencialmente modulados
por agentes que tém como alvo as enzimas epigenéticas.

Muitos estudos usam modelos animais, utilizando varios tipos de estresses
para melhor entendimento de como o estresse pré-natal pode afetar a prole.

Em um estudo utilizando porcas mancas durante a gestacdo como modelo de
estresse pré-natal, Sarmiento e colaboradores (2017), demonstrou que a claudicagao
modificou o limiar nociceptivo da prole, sugerindo um aumento na tolerancia a dor de
leitbes nascidos de porcas mancas. Sarmiento e colaboradores (2021), também
estudando suinos fémeas que apresentavam claudicacdo durante o periodo
gestacional observou alteragbes o ganho de peso da prole, no numero de lesdes
cutaneas e vocalizagdes, mostrando evidéncias de que a claudicagdo em porcas afeta
o desempenho e o comportamento da prole.

Varios manejos que comprometem o bem-estar de vacas leiteiras sao
realizados rotineiramente, como mudangas em grupos sociais, alojamento com pisos
inadequados, entre outros. Tais praticas de manejo sao associados a outros fatores
estressantes, tais como o ambiente, a temperatura, enfermidades e o estresse psico-
social influenciam negativamente fémeas gestantes e levam a disturbios durante o
desenvolvimento fetal, na imunidade e nas fung¢des cognitivas pos-natal da prole
(ARNOTT et al., 2012; GRABNER et al., 2009; MERLOT et al., 2008; OTTEN; KANITZ;
TUCHSCHERER, 2015).

O periodo pré-natal € de suma importancia para determinar como um
individuo respondera ao ambiente e as diversas situagcdes ao longo da vida. Porém,
este periodo quando afetado por estimulo negativo como o estresse, determinam
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transtornos a longo prazo na vida do individuo (ARNOTT et al., 2012; MERLOT et al.,
2008).

Segundo estudos recentes realizados em animais, além dos fatores
genéticos, eventos ambientais como o manejo e praticas pecuarias rotineiras atuam
sobre a programacgao e desenvolvimento do feto e predispondo a doengas tardias
(BAKKER et al., 1995; BAKKER et al., 1998; MADER et al., 2014; MERLOT et al.,
2008).

2.2 - Claudicacao em bovinos leiteiros

A claudicagao, comumente chamada de “manqueira”, € um sintoma clinico que
se manifesta como disturbio de locomo¢cdo em vacas devido, principalmente, ao
comprometimento da saude dos cascos (O'CALLAGHAN, 2002), e atualmente &
considerado o principal indicador representativo de prejuizo no bem-estar animal dos
rebanhos leiteiros. Assim, os indicadores visuais comumente usados para identificar
um individuo afetado com claudicagao incluem movimento assimétrico, ritmo e
velocidade da marcha, reducdo da sustentacdo do peso nos cascos e posturas
anormais (FLOWER E WEARY, 2009).

Atualmente € uma das principais preocupag¢des com a saude do setor pecuario,
particularmente na industria de gado leiteiro (AFONSO et al., 2020). Dados nacionais
apontam que no Brasil a claudicagéo afeta mais de 20% das vacas leiteiras (BRAN et
al., 2018; COSTA et al., 2018), e dados internacionais e mais antigos demonstram que
o custo estimado em dolares americanos da claudicag&o clinica em gado leiteiro
aproxima-se de US$ 500 por caso (GUARD, 2006; WHAY, SHEARER, 2017).

Segundo Bran e colaboradore (2018), a etiologia da claudicagao € multifatorial
e complexa, mas, em geral, a interagdo entre dois fatores principais que podem
influenciar diretamente a dindmica da claudicacao relacionado a lesdes de ruptura de
estojo corneo. O primeiro grupo de fatores estdo associados com a questdes de
alojamento e manejo que podem aumentar o estresse mecanico nos membros, como
tamanho inadequado das instalagdes, superficies de caminhada inadequadas e
caracteristicas da superficie de repouso. Os outros fatores estao relacionados com as
mudangas fisiolégicas durante o periodo de transigdo e o manejo nutricional do



26

rebanho, incluindo alta produgao de leite, perda excessiva e rapida de peso corporal
e manejo alimentar inadequado das vacas durante o parto.

A claudicacdo em vacas leiteiras € uma condi¢cao extremamente dolorosa que
afeta diretamente o bem-estar dos animais e impacta economicamente a industria de
laticinios em todo o mundo (WHAY, SHEARER, 2017)

Segundo estudos realizados em ovinos e bovinos (LEY et al.,1989; LEY et al.,
1992; LEY et al., 1994; LEY et al., 1995; LEY et al., 1996; WHAY et al., 1998),
parametros como o limiar nociceptivo mecanico, cortisol, adrenalina e noradrenalina
se alteram durante a exposicido a dor crdnica ocasionada por lesdes podais, e estas
mudang¢as podem persistir por até trés meses, mesmo apds o tratamento e a
resolucdo macroscopica, envolvendo assim o sistema nervoso e enddécrino do animal
em resposta a dor cronica. Portanto, a existéncia de lesdes podais graves determina
o surgimento de intensa e prolongada sensibilidade nociceptiva (hiperalgesia), mesmo
apods o tratamento ser instituido e concluido. Pesquisas posteriores reforcaram estes
resultados demonstrando que bovinos com claudicagdo demonstraram menor limiar
nociceptivo, isto é, o aumento da hiperalgesia variou diretamente de acordo com a
intensidade da claudicagao (TADICH et al., 2013).

Em suinos, dados apontam que leitdes provenientes de porcas claudicantes
possuem menor ganho de peso a maior taxa de agressividade nas primeiras semanas

de vida (Sarmiento et al., 2017), e mudanga na nocicepgao (Sarmiento et al., 2019).

2.3 - Descorna em bezerras

A descorna em bezerros € uma pratica rotineira empregada em fazendas
leiteiras, realizada com a justificativa de garantir a seguranga aos tratadores e reduzir
a agressividade entre os animais, facilitando assim o manejo dos animais (KNIERIM
et al., 2015, CARDOSO et al., 2016).

Tal pratica tem o objetivo de destruir o broto cérneo que dara origem aos cornos
em animais adultos. Segundo Stafford e Mellor (2005), a idade recomendada para
este procedimento € por volta de até oito semanas de idade, quando o botdo cérneo
ainda ndo esta aderido ao osso frontal, ou seja, quando o broto cornual mede
aproximadamente 5 a 10 mm. Porém, em um trabalho realizado por Caray et al.
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(2015), os quais compararam a resposta ao estresse de bezerros descornados por
ferro quente com idade entre uma e quatro semanas de vida, mostrou que a hipotese
de que bezerros com uma semana de vida seriam menos sensiveis a descorna
quando comparados com bezerros de quatro semanas nao é verdadeira.

Varios métodos podem ser utilizados para destruicdo das células do broto
cornual, como a cauterizagdo por calor utilizando-se ferro quente ou elétrico,
(GRONDAHL-NIELSON et al., 1999; KLING-EVEILLARD et al., 2009 ; VICKERS et
al., 2005; VASSEUR et al., 2010; GOTTARDO et al., 2011; STOCK et al., 2013;
BARBOSA, 2016), pasta caustica (VICKERS et al., 2005; STILWELL; LIMA; BROOM,
2008; STILWELL et al., 2009; EDE et al., 2020; WINDER et al., 2017; RREDMAN et
al., 2020) e cauterizagao pelo frio - crio cirurgia (BENGTSSON et al., 1996).

Dentre todas estas técnicas a que mais se destacada por estar inserida no
manejo rotineiro das propriedades leiteiras € cauterizagao pelo calor utilizando o ferro
quente, tornando-se, portanto, um dos principais fatores da ocorréncia de
queimaduras em bezerros (GRONDAHL-NIELSON et al., 1999; GOTTARDO et al.,
2011; VICKERS et al.,2005; COZZI et al, 2015; HOTZEL E SNEDDON, 2013), sendo
estas caracterizadas em terceiro grau (botdo cérneo) e nos tecidos adjacentes de
segundo grau (BARBOSA, 2016; TASCHKE, FOLSCH, 1997).

A literatura reporta que a descorna em bezerros € um procedimento
extremamente doloroso e causa estresse aos animais (STAFFORD E MELLOR,
2005). Dados comportamentais e parametros fisiolégicos tém demonstrado que a dor
pds-descorna persiste até 24 h apds o procedimento (STOCK et al., 2016), exibindo
niveis de cortisol e frequéncia cardiaca elevados por até varias horas apos o
procedimento (GRONDAHL-NIELSEN, 1999), bem como alteragbes de
comportamento, com maior frequéncia de movimentos de cabeca, sacudir de orelhas
e esfregar de cabegas (FAULKNER; WEARY, 2000; STAFFORD e MELLOR, 2005).

Tais estudos apontam a necessidade da utilizagdo de medicamentos sedativos,
anestésicos, analgésicos e anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs) durante e apos
o procedimento (FAULKNER; WEARY, 2000; VICKERS et al., 2005; DOHERTY et al.,
2007; STILWELL et al., 2010; FIERHELLER et al., 2012; ESPINOZA et al., 2013;
FRACCARO et al., 2013; BATES et al., 2015; CARAY et al., 2015) visando mitigar a
dor causada pelo procedimento. Também foi demonstrado que sensibilizagédo

periférica ocorre e dura de 75 até 96 h apds a descorna por ferro quente em bezerros,
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mesmo com a administragcao de analgesia multimodal (MINTLINE et al., 2013; STOCK
et al., 2016).

Segundo Casoni e colaboradores (2019), as sequelas da descorna podem se
estender muito além da fase aguda da dor e os animais podem ser afetados pela
sensibilizagao cronica do nervo trigémio, independentemente da idade na descorna.

Segundo Neave e colaboradores (2013), Lecorps e colaboradores (2019), os
bezerros experimentam apos a descorna, mudanga negativa no estado emocional, ou
seja, um viés cognitivo pessimista e depressivo mesmo com a utilizagdo de
anestésicos e anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), destacando assim a
importancia de proporcionar alivio da dor durante e apos o procedimento.

Outras alteragdes decorrentes da descorna por ferro quente em bezerros foram
relatadas por Mir e colaboradores (2019), que avaliaram os possiveis efeitos do
estresse de descorna e castragdo sobre a microbiota do trato gastrointestinal de
bezerros leiteiros, demonstraram que o estresse da descorna por ferro quente reduz
a diversidade microbiana da microbiota do trato gastrointestinal, mas apenas em
bezerros leves.

Embora varios destes estudos tenham sido capazes de documentar as
alteracbes comportamentais, fisioldgicas e neuroenddcrinas que indiquem dor aguda
e provavel dor crénica no processo de descorna, muito pouco se sabe sobre as
consequéncias a longo prazo do procedimento, ou seja, as reais consequéncias deste
procedimento para vida adulta do animal.

Nos ultimos anos, alguns estudos tentam quantificar a nocicepgao dos bezerros
pos descorna, porém, cada estudo utiliza um método diferente, tornando a

comparagao dos dados algo variavel e nao fidedigno.
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3 JUSTIFICATIVA

Por meio de resultados promissores obtidos em estudos realizados em caprinos
(BAXTER et al., 2016), ovinos (COULON et al., 2011; COULON et al., 2013; HILD et
al., 2011) e suinos (OTTEN; KANITZ; TUCHSCHERER et al., 2015; SABEI, 2020;
SARMIENTO et al.,, 2019; BERNARDINO et al, 2016; SARMIENTO et al., 2021;
SARMIENTO, 2021) associados a existéncia de poucas informagdes na literatura
nacional e internacional veterinaria abordando o tema em bovinos e, tendo em vista a
relevancia da cadeia produtiva da bovinocultura leiteira no agronegdcio nacional, a
atual intensificacdo do sistema de producéao de leite no Brasil, a ocorréncia de lesdes
podais em bovinos de leite e a importancia do estresse causado por estas lesdes
durante o periodo gestacional a saude e a produtividade futura da prole, torna-se
fundamental o constante desenvolvimento de pesquisas cientificas que assegurem e
garantam melhorias nos cuidados com animais de produ¢ado de modo a assegurar a
saude, o bem estar animal e, consequentemente, a produtividade e a sustentabilidade.
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4 OBJETIVO GERAL

» Avaliar a influéncia da claudicagdo em vacas no tergo final de gestagéo, como
modelo clinico de estresse pré-natal, sobre as respostas nociceptivas e
recuperacao da lesdo de queimadura da prole submetida a descorna com ferro

quente aos 30 dias de vida.

4.10BJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a influéncia da claudicagdo no hemograma de vacas, quatro semanas
antes do parto;

» Avaliar a influéncia da claudicagao no cortisol salivar de vacas, quatro semanas
antes do parto;

» Avaliar a concentragao de cortisol salivar de bezerras, provenientes de vacas
com e sem claudicagdo no tergo final da gestagdo, ao nascimento, apds a

descorna com ferro quente e durante a recuperagao da lesao de queimadura.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado seguindo os principios éticos da Comisséao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (CEUA-FMVZ/USP) sob o protocolo de numero
4744020317.

Por se tratar de um estudo com observagdes transgeracionias e para melhor
entendimento, os materiais e métodos utilizados foram divididos em etapa | e etapa Il

e encontram-se descritas abaixo.

5.1 ETAPA | - GRUPOS EXPERIMENTAIS E AVALIACOES

5.1.1 Animais

Foram selecionados 40 bovinos, fémeas, da raca Holstein-Frisia, primiparas e
multiparas, em terco final de gestagéo, em periodo seco, pertencentes ao rebanho da
Fazenda da Aeronautica de Pirassununga (FAYS), localizada no Estado de Séao
Paulo, municipio de Pirassununga (-21.92971348764433, -47.351538716198476).

Os animais eram mantidos em sistema semi-intensivo de criagao, em piquetes

com acesso ao pasto (Figura 1).
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Figura 1 - Piquetve_das vacas em terco final de

Fonte: Stanigher (2021)
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ApOs a secagem os animais foram acompanhados semanalmente até a data
prevista de parto, para determinagcéo do escore de locomogéao (EL), de acordo com
Sprecher et al. (1997), por meio de inspecao direta realizada por avaliador treinado
(Quadro 1). Apos a identificacao do EL, os animais acometidos eram contidos e
recebiam os cuidados necessarios.

Na data do parto, de acordo com o EL, os animais foram separados em dois
grupos:

e G1: EL £ 2 (N = 20; 09 vacas e 11 novilhas) - animais que nao
apresentaram EL > 2 em nenhuma avaliagdo semanal;

e G2: EL =3 (N =14; 11 vacas e 03 novilhas) - animais que apresentaram
ao menos uma vez EL = 3 durante as avaliacbes semanais.

Inicialmente haviam sido selecionados 40 animais, isto €, 20 animais por grupo,
no entanto seis animais foram excluidos do G2 devido a comorbidades e/ou alteracdes
comportamentais que inviabilizaram as coletas de amostras para o experimento
(Tabela 1).

Inicialmente os animais foram submetidos ao exame fisico segundo
Rosenberger (1983), e, quatro semanas antes da data de parto prevista, foram
contidos para coleta de amostras de saliva para determinacéo do cortisol salivar e de
amostras de sangue para determinagdo do hemograma. Até a data do parto, foram
também avaliados semanalmente por meio de exame fisico. Os momentos das

analises estao discriminados no Quadro 2.



Quadro 1 - Escore de locomogéo aplicado aos bovinos leiteiros
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grave

um ou mais

membros

Escore de Critérios de avaliagao
Locomocgao Classificagao Animal imével e . .
(EL) . Animal em movimento
em estagao
Dorso plano; a marcha esta
1 Normal Dorso plano
normal.
Claudicacao Dorso arqueado; a marcha
2 Dorso plano )
leve esta normal.
Dorso arqueado; a marcha
Claudicacao esta afetada, pode apresentar
3 Dorso arqueado _
moderada encurtamento do movimento
de um ou mais membros.
Dorso arqueado; a marcha é
Claudicacao descrita como um passo de
4 ] Dorso arqueado
evidente cada vez e favorece um ou
mais membros.
Dorso arqueado; grande
Dorso arqueado; |
L _ dificuldade em se locomover e
Claudicagao | reluta em apoiar . _ _
5 evita o apoio de um ou mais

membros quando em

movimento.

Fonte: Stanigher (2021). Adaptado de Spreacher, Hostetler e Kaneene (1997)5.1.2 Cortisol salivar
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5.1.2 Cortisol Salivar

As amostras de saliva foram coletas sempre durante o periodo da manha,
preferencialmente até as 9h para minimizar as influéncias circadianas. A concentracao
foi determinada de acordo com o método descrito por Siegford e colaboradores
(2008).

Para a coleta de saliva foram utilizados dois roletes de algoddo amarrados por
fio dental de aproximadamente 60 cm de comprimento. Os roletes de algodao foram
fornecidos os animais de forma que eles mastigassem e o umedecessem com saliva.
O primeiro rolete era descartado e o procedimento repetido para garantir que a saliva
coletada fosse recém produzida, diferente da saliva acumulada na cavidade bucal. Em
seguida, os roletes de algodao eram colocados dentro de uma seringa de 20 mL para
entdo serem espremidos pelo émbolo e assim extrair a saliva acumulada (Figura 2 e
3).

A saliva extraida era entdo armazenada em microtubos de 1,5 mL e mantidos
em caixas de isopor com gelo para transporte até o Centro de Apoio ao Ensino e
Pesquisa — CAEP FMVZ/USP, Campus Fernando Costa, Pirassununga/SP, e, em
seguida, congelamento a -20°C em freezer no local até a realizagdo das analises
laboratoriais. As amostras foram processadas de forma a obter os valores da
concentragao de cortisol (pg) utilizando-se Ensaio Imunoenzimatico (EIA), segundo
Palme e Mdstil (1997), no Laboratério do Centro de Estudos Comparativos em Saude,
Sustentabilidade e Bem-Estar (CECSBE), sob responsabilidade do Prof. Dr. Adroaldo
José Zanella, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
(VPS), no campus Fernando Costa, Pirassununga/SP.
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Figura 2 — Contengéo para coleta de amostra de saliva com roletes de algodao

A TN

Fonte: Stanigher (2021)
Legenda: (A) - coleta de saliva com rolete de algoddo em vaca gestante; (B) coleta de saliva com
rolete de algodédo em bezerra

Figura 3 - Rolete de algoddo sendo espremido pelo
émbolo da seringa para extracao da saliva

Fonte: Stanigher (2021)
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5.1.3 Hemograma

Amostras de sangue das vacas foram coletadas quatro semanas antes do parto
previsto por meio de pungdo da veia coccigea usando-se sistema Vacutainer® em
tubos siliconizados com EDTA ftripotassico, destinados a determinacdo do
hemograma. O eritrograma e o numero total de leucdcitos foram determinados por
meio de analisador hematoldgico automatico (Mindray BC-2800Vet®) no Laboratério
de Analises Clinicas Veterinarias do Departamento de Medicina Veterinaria da
FZEA/USP, Campus Pirassununga, sob responsabilidade do Prof. Dr. Eduardo Harry

Birgel Junior.

5.1.4 Momentos das analises

Quadro 2 - Momentos e avaliagbes realizados nas vacas em final de gestagao

VACAS
Momentos Periodo Avaliagoes
e Exame fisico
M4 4 semanas antes do parto e Hemograma
e Cortisol salivar
M3 3 semanas antes do parto
M2 2 semanas antes do parto e Exame fisico
M1 1 semana antes do parto

Fonte: Stanigher (2021)
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5.2 ETAPA Il - GRUPOS EXPERIMENTAIS E AVALIACOES

5.2.1 Bezerras

Logo apdés o nascimento, as bezerras foram classificadas em dois grupos
experimentais de acordo com o grupo que a mae pertencia:

e GB1: bezerras nascidas de vacas com EL < 2 durante os ultimos 60 dias
de gestagao (N = 20; 09 bezerras nascidas de multiparas e 11 bezerras
nascidas de primiparas);

e GB 2: bezerras nascidas de vacas com EL = 3 durante os ultimos 60 dias
de gestagao (N = 14; 11 bezerras nascidas de multiparas e 03 bezerras
nascidas de primiparas)

Apos o parto, foram fornecidos 6 L de colostro fresco de primeira ordenha,
proveniente de suas respectivas maes, através de mamadeira (correspondente a 10-
15% do peso vivo ao nascimento). O volume total era dividido em duas alimentag¢des
de 3 L cada, com intervalo de 6 h, sendo os primeiros 3 L até 4 h apds o nascimento,
como recomendado por Lora et al. (2017). O peso vivo (kg) e a altura de cernelha (cm)
foram mensurados 24h apoés o parto.

Diariamente, os animais eram aleitados por meio de baldes, duas vezes ao dia,
em volume totalizando aproximadamente 6 L de leite, correspondendo a 20 % do peso
vivo, e o0 volume total era dividido em duas alimentagdes. Adicionalmente recebiam
racao peletizada para bezerros e agua ad libitum.

Desde o nascimento até o final do experimento, as bezerras permaneceram
alojadas em sistema de criagédo individual em gaiolas suspensas, nas quais néo
tinham contato fisico umas com as outras, apenas contato visual, orfativo e sonoro
(Figura 4).

As bezerras foram avaliadas semanalmente através de exame fisico segundo
Rosenberger (1983), até o momento da descorna, aos 30 dias de vida. Os momentos

das analises e exames realizados estao discriminados no Quadro 3.
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Fonte: Stanigher (2021)

5.2.2 Cortisol salivar

Para mensuracdo do cortisol salivar as amostras foram coletadas,
armazenadas e processadas de forma similar ao realizado com as matrizes e descrito
no item 5.1.2. As coletas foram realizadas nos momentos: 24h apds o parto,
imediatamente antes da descorna aos 30 dias de vida, 24 h apds a descorna, trés,

sete, 14 e 21 dias ap6s a descorna (Quadro 3).

5.2.3 Descorna das bezerras

Aos 30 dias de vida as bezerras foram descornadas com ferro quente. Para o
procedimento, os animais receberam previamente sedativo e anestesia local de

acordo com Edwards (2001), e Stock e colaboradores (2013). A descorna foi realizada
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de acordo com técnica descrita por Barbosa (2016), empregando-se mochador
elétrico para bovinos (Prata Brito®) (Figura 5 e 6). Apds a descorna foi utilizado
unguento a base de 6xido de zinco sobre as lesdes até a cicatrizagdo e para analgesia
no pés-cirurgico administrou-se dipirona sddica (D-500® - Zoetis; 25 mg/kg, IV, BID)
durante trés dias apds a descorna.
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Figura 5 - Procedimentos pré-descorna e descorna em bezerras

Fonte: Stanigher (2021) ]
Legenda: (A) - Anestesia local ao redor do botdo cornual de bezerra; (B) - Excisao do broto cornual apds anestesia local e antes da cauterizagéo térmica;
(C) - Cauterizagao térmica do broto cornual utilizando-se mochador elétrico.
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Figura 6 - Mochador elétrico utilizado nos procedimentos de descorna
das bezerras (Prata Brito®)

Fonte: Stanigher (2021)

5.2.4 Avaliagao do limiar nociceptivo das bezerras

Para avaliagcao do limiar nociceptivo, foi realizado treinamento da técnica com
a equipe do Laboratério de Neuromodulacdo da Dor do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP), sob a supervisao da Prof2. Dr2.
Camila Squarzoni Dale, e estudo piloto para padronizagao da técnica.

5.2.4.1 Estudo piloto

Pesquisas demonstram a importancia, a necessidade e a dificuldade de se
avaliar e quantificar a dor em animais de producgao, principalmente em bovinos
leiteiros, e quando somado a falta de padronizacao de avaliagdes nociceptivas nestes
animais na literatura, propds-se a realizacdo deste estudo que visou a padronizagao
por meio da comparagao de trés diferentes métodos de avaliagdo da sensibilidade
dolorosa, descrito em literatura, para, desta forma, identificar a melhor avaliacdo de
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sensibilidade dolorosa em bezerros, antes e apds a lesdo de queimadura causada
pela descorna por ferro quente.

Este estudo foi realizado em uma propriedade leiteira localizada na cidade de
Pirassununga/SP. Foram utilizados 25 bezerros, machos e fémeas, da raga Holstein-
Frisia, com idade entre quatro e cinco semanas de vida, alojados em bezerreiro
modelo argentino. Os animais eram aleitados por meio de mamadeiras, duas vezes
ao dia, em volume totalizando aproximadamente 6 L de leite dia/animal.
Adicionalmente, recebiam ragao peletizada para bezerros, agua e feno ad libitum.

Previamente ao processo de descorna por ferro quente bem como a todos os
momentos das avaliagdes nociceptivas, os animais foram submetidos ao exame fisico
segundo Rosenberger (1983). As avaliagdes nociceptivas foram realizadas em duas
regides distintas: sobre o broto cornual e na regido adjacente, em ambos os lados da
cabega (direito e esquerdo) (Figura 7), nos momentos: imediatamente antes do

procedimento de descorna, 24 h e 15 dias apds o procedimento.

Figura 7 - Locais das avaliag6es nociceptivas

Fonte: Stanigher (2021)

Legenda: (A) Local de avaliagéo do limiar nociceptivo sobre o broto cornual; (B) Local de avaliagdo do
limiar nociceptivo na regido adjacente ao broto cornual. Os mesmos locais foram avaliados
apo6s a descorna.

Para a avaliagcao nociceptiva foram utilizados trés modelos de testes citados na
literatura e descritos a seguir.
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5.2.4.1.1 Método | - Avaliagdo mecanica quantitativa de nocicepgao

Esta avaliagdo baseou-se no estudo de Chaplan e colaboradores (1994), no
qual utilizam-se filamentos von Frey, isto €, filamentos de nylon de diferentes
diametros e resisténcias responsaveis por empregar diferentes intensidades de forga
sobre a lesao ou tecido alvo (Figura 8). Tal teste consistiu em um conjunto de nove
filamentos que eram aplicados diretamente sobre a regido do broto cornual e da pele
adjacente, antes e apos a lesdo de queimadura, em ambos os cornos de cada animal
(Figura 9A). O conjunto de monofilamentos de von Frey foi cedido pelo Prof. Dr.
Adriano Bonfim Carregaro, do Nucleo de Anestesiologia Veterinaria do Departamento
de Medicina Veterinaria da FZEA/USP, Campus Fernando Costa, Pirassununga/SP.

Os filamentos utilizados foram: 0,07 g, 0,16 g, 0,4 g, 0,6 g, 1,09, 1,4 g, 2,0 g,
4,0 g e 6,0 g (Figura 9B). Sendo que o limiar de retirada da cabega foi determinado
pelo aumento ou diminuicdo sequencial da forca. O teste foi iniciado sempre com o
filamento de 1,0 g e a contagem de respostas € iniciada quando a primeira resposta
for negativa e a segunda positiva.

A resposta foi considerada positiva quando o animal retirava a cabega ao
estimulo mecanico, e negativa quando o animal ndo apresentava reagao alguma. A
partir desta resposta negativa/positiva, foram registradas mais quatro respostas,
respeitando-se sempre o principio de que uma resposta positiva € sempre seguida
por um estimulo (filamento) inferior ao anterior, enquanto uma resposta negativa é
sempre seguida por um estimulo (filamento) superior ao anterior.

O limiar de retirada da cabeca do animal foi analisado observando os padroes

de respostas, onde estes padrdes foram inseridos no calculo a seguir:
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50% g = 10 [Xf + (K x Y)]
Sendo:
e Xf: valor do ultimo filamento em gramas que é convertido em log de base
10;
e K: valor da sequéncia de seis respostas as quais os dados foram
retirados da tabela (CHAPLAN, 1994);

e Y: é a média da diferenga (em log) entre os filamentos apresentados.

Figura 8 - Monofilamento de von Fre

Fonte: Stanigher (2021)
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Figura 9 - Conjunto de monofilamentos de von Frey

l | i :
LU

Legenda: A - conjunto completo de monofilamentos de von Frey; B - monofilamentos utilizados para
avaliagéo do limiar nociceptivo segundo Chaplan e colaboradores (1994)

Fonte: Stanigher (2021)

5.2.4.1.2 Método Il - Avaliagao do limiar nociceptivo tatil

O método de avaliagdo de sensibilidade dolorosa mecanica foi adotado
conforme o0 modelo descrito por Denadai-Souza et al. (2009). O mesmo se baseia na
utiizagdo de aparelho denominado analgesimetro digital (von Frey), sendo
empregado o analgesimetro modelo EFF 301, Insight (Ribeirdo Preto/SP, Brasil).

O método consiste em um transdutor de pressao eletrénico ligado a um
contador digital com precisdo de 0,1 g através de um cabo. Assim, a ponteira do
transdutor foi aplicada nas regidbes do broto cornual e pele adjacente como
demonstrado na figura 6, com forga e velocidade uniformes e progressivas de modo
a obter a menor variagédo possivel. A sensibilidade mecanica da regiao foi definida
medindo-se o limiar de intensidade da forga (em g) necessario para que ocorresse
uma resposta de retirada da cabeca do animal. As avaliacbes de sensibilidade
dolorosa e as medidas dos limiares de forga, foram realizadas em triplicatas seguidas,
para depois realizar a média das trés medidas obtidas.
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5.2.4.1.3 Método Il - Avaliagao sensorial quantitativa da sensibilidade

O método emprega como instrumento para analise da resposta ao estimulo
nociceptivo o Teste Sensorial Quantitativo (QST — Quantitative Sensorial Test)
utilizando monofilamentos calibrados de von Frey para avaliar a sensibilidade da lesao
de queimadura e o tecido adjacente. Estes monofilamentos calibrados de von Frey
sao instrumentos que, dependendo do comprimento e do didmetro, aplica-se for¢a
especifica sobre a superficie da pele. Foram utilizados monofilamentos que exercem
60g e 300g de forga para simular toque leve e estimulo nociceptivo intenso segundo
McCarthy et al. (2016).

A sensibilidade foi avaliada pontuando-se as respostas comportamentais dos
bezerros a estimulagcdo mecénica em uma escala numérica de 0 a 3 adaptada de
Espinoza et al. (2007), e McCarthy et al. (2016), em que: 0 = sem resposta; 1 =
resposta leve incluindo pequeno reflexo de retirada, como um leve movimento da
cabeg¢a ou um movimento da orelha; 2 = resposta moderada incluindo reflexo de
retirada parcial, como rotacdo parcial da cabecga; e 3 = resposta intensa, incluindo
reflexo de retirada completo, como puxao/empurrdo brusco ou rotacdo completa da

cabecga associado ao movimento de retirada do corpo.

Durante todas as avaliagdes (método I, Il e Ill), os animais foram vendados com
objetivo de eliminar estimulos visuais e reduzir o estresse, além de serem contidos
por uma pessoa deixando a cabeca livre para poder expressar o comportamento de

retirada, segundo recomendam McCarthy e colaboradores (2016) (Figura 10).
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Figura 10 - Bezerra vendada para reducgéo de estimulos visuais e avaliagéo do limiar
nociceptivo

; p
Fonte: Stanigher (2021)

Apds a padronizagéo da técnica no estudo piloto e em fungao dos resultados
obtidos, decidiu-se pelo emprego do método | na avaliagdo nociceptiva de bezerras
filhas de vacas com e sem claudicacdo submetidas a descorna com ferro quente.

Para este estudo, as bezerras foram avaliadas nos momentos: 24 h antes da
descorna, 24 h apds a descorna, trés, sete, 14 e 21 dias apds a descorna (Quadro 3).

5.2.5 Area das lesdes

Para a analise da area das lesGes (cm?), foram utilizadas fotografias digitais
capturadas por meio de camera digital disposta a 20 cm aproximadamente da leséo
de queimadura de ambos os lados dos cornos (direto e esquerdo), nos momentos:
logo ap6s a descorna (dia 0), trés, sete, 14 e 21 dias apds o procedimento de

descorna.
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A area da les&o foi determinada por meio da analise das fotografias utilizando-
se o software Image J (versado 1.46), de acordo com o preconizado por Barbosa (2016)
(Figura 11).
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Figura 11 - Exemplo de mensuragéo da area das lesbes de queimadura nos tempos 0, 3, 7, 14 e 21 dias ap0ds a descorna utilizando o software Image J

Dia 0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21

GB1

GB2

Fonte: Stanigher (2021)



5.2.6 Momentos das analises

Quadro 3 - Momentos e avaliagbes realizados nas bezerras

BEZERRAS
Momentos Periodo Avaliagoes
e Exame fisico
; e Peso vivo
MO 24h apos o parto e Altura de cernelha
e Cortisol salivar
M1 1 semana de vida
M2 2 semanas de vida
e Exame fisico
M3 3 semanas de vida
M4 4 semanas de vida
M5 24h antes da descorna e Avaliagdo do limiar nociceptivo
(monofilamentos de von Frey)
30 dias de vida / e Exame fisico
M6 Imediatamente antes da e Cortisol salivar
descorna e Fotografia dos cornos
M7 Logo apos a descorna e Fotografia das lesdes
e Exame fisico
M8 24h apds a descorna e Cortisol salivar
(dia 0) e Avaliagao do limiar nociceptivo
(monofilamentos de von Frey)
M10 3 dias apods a descorna e Exame fisico
M11 7 dias apds a descorna  Cortisol salivar
: ; e Avaliagao do limiar nociceptivo
M12 14 dias apos a descorna (monofilamentos de von Frey)
M13 21 dias apds a descorna o Fotografia das lesdes

Fonte: Stanigher (2021)



52

Para melhor entendimento e visualizagao de todas as etapas e avaliagbes realizadas neste trabalho, segue uma linha de tempo

explicativa (Figura 12).

Figura 12 - Linha do tempo do experimento
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Fonte: Stanigher (2021)
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5.3 - ANALISE ESTATISTICA

Para o estudo piloto de padronizagdo da técnica de avaliagcdo do limiar
nociceptivo, utilizou-se o software GraphPad Prism (versao 5.0, GraphPad Software,
Inc., CA, USA). Os resultados foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida de pés-teste de Bonferroni para
detecgao das diferengas das médias. O indice de significancia considerado foi de p <
0,05.

Para o estudo principal, os resultados foram comparados por meio do programa
Statistical Analyses Systems (SAS version 9.4; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).
Inicialmente os dados foram previamente verificados quanto a normalidade dos
residuos através do teste de Shapiro-Wilk. Os dados que nao respeitaram a
normalidade foram transformados e/ou feita a retirada de outliers. Os dados que
mesmo apos transformacao e/ou retirada dos outliers nao respeitaram as premissas,
foram analisados por estatistica ndo paramétrica de ordem, sendo feita a analise
através do teste de Kruskal-Wallis (PROC NPAR1WAY). Os dados normais ou
transformados foram submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA), seguido
da observagao de diferengas entre os grupos, quando significante, pelo teste de
Tukey-Krammer (PROC GLIMMIX). Os tratamentos (G1 — vacas com EL < 2; G2 —
vacas com EL 2 3; GB1 - bezerras nascidas de m&des com EL < 2; GB2 - bezerras
nascidas de maes com EL = 3) foram comparados em relagdo ao momento de analise
em formato de medidas repetidas no tempo, sendo analisados primeiramente a
interagdo tratamento X momento e, quando a mesma nao foi encontrada, foram
analisados os efeitos isolados de tratamento e/ou momento. Os dados foram
apresentados em forma de média e erro padrao da média. Para todas as comparagoes
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

A seguir serdo apresentados os resultados e a discussdo. Os dados obtidos

neste estudo serao divididos em sec¢des para melhor aproveitamento e entendimento.

6.1 VACAS

6.1.1 Hemograma

ApOs analise estatistica dos hemogramas das vacas em tergo final de gestagao
verificou-se ndo haver efeito significativo entre os grupos G1 e G2 (p 20,1, Tabela 1).
Porém mesmo sem ter apresentado diferenca foi possivel constatar alteracdo na
contagem total de leucdcitos do grupo G1 (16,12 x 10%/uL) e do grupo G2 (16,04 x
103/uL) (Figura 13), estando acima do valor de referéncia empregado (4,9 - 12,0 x
103/uL).

Em relagédo ao eritrograma, houve redugédo dos valores da concentragdo de
hemoglobina em ambos os grupos, 8,17 e 8,09 g/dL para G1 e G2, respectivamente,
porém ainda proximos ao valor de referéncia adotado (8,5 - 12,2 g/dL).
Simultaneamente, houve aumento do indice hematimétrico volume corpuscular médio
(VCM) para os grupos G1 (53,73 fL) e G2 (54,79 fL) (Figura 17), quando comparados
com o valor de referéncia (38,0 - 50,0 fL), e diminuicdo do indice hematimétrico
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) do grupo G1 (26,36 %) e
do grupo G2 (26,04 %) (Figura 19), quando comparados com o valor de referéncia
(36,0 - 39,0 %). Desta forma, foi possivel caracterizar para ambos os grupos, a
ocorréncia de anemia macrocitica hipocrémica.

Durante a gestagdo ha a ocorréncia de anemia fisiologica, sendo este quadro
clinico devido ao aumento do volume plasmatico circulante que, simultaneamente, ndo
€ acompanhado proporcionalmente por aumento das células, reduzindo, portanto, a
concentragdo de hemoglobina, o hematocrito e a concentragdo de hemacias e,
comumente, ndo ha altera¢des no indice hematimétrico CHCM.
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Paiano (2018), caracteriza a anemia fisiol6gica da gestacdo como normocitica
normocrémica e regenerativa, sendo, portanto, um quadro hematologico diferente do
encontrado no presente estudo. O autor avaliou animais durante periodo entre 20 dias
pré-parto até 60 dias pos-parto e constatou ocorréncia de anemia em 44% dos
animais. No entanto, a maior prevaléncia de anemia ocorreu no periodo 60 dias apés
o parto (18,3%), enquanto no periodo pré-parto houve maior prevaléncia (4,8%) com
aproximadamente cinco dias pré-parto, ndo ocorrendo anemia observada no periodo
entre 20 e 5 dias pré-parto. O atual estudo avaliou as vacas aproximadamente quatro
semanas antes do parto previsto, portanto, ndo era esperado anemia com o quadro
hematologico descrito para este momento.

O quadro hematolégico encontrado nos animais deveria ser investigado
prospectivamente, sendo sugestivo, caso ocorresse a evolugdo com agravamento da
anemia, com a ocorréncia de tristeza parasitaria bovina, um importante diferencial no
diagndstico e uma das principais enfermidades causadoras de lise de hemacias em
ruminantes (THRALL, 2004).

Outro ponto a ser considerado é o aumento da contagem total de leucécitos em
ambos os grupos. Este achado pode estar relacionado com a infecgédo pelo virus da
leucose bovina, agente etiolégico da Leucose Enzodtica Bovina (LEB), no rebanho
estudado uma vez que, como descrito por Bartlett e colaboradores (2020), paises
como Estados Unidos, Japdo, Canada e Brasil relatam aumento continuo na
prevaléncia da LEB.

Para se reforgar a suspeita clinica, recomenda-se realizar contagem diferencial
de leucécitos para comprovar ocorréncia de linfocitose, uma vez que a LEB cursa com
quadro clinico hematoldgico caracterizado por leucocitose por linfocitose, e exame
sorologico através de ELISA ou imunodifusdo em gel de agar para o diagnostico
etiologico.



Tabela 1 - Média + erro padrdo da média dos parametros hematoldgicos avaliados de vacas
com EL< 2 (G1) e vacas com EL = 3 (G2) quatro semanas antes da data prevista

de parto
Grupos
G1 G2 p Valor V.R'

Parametros

Leucécitos (x10%/uL) 16,12 £ 0,77 16,04 £ 1,05 0,5 4,9-12,0
He (x10%pL) 5,95+ 0,14 5,71 +0,1 0,3 51-7,6
Hb (g/dL) 8,17 £ 0,1 8,09 £ 0,11 0,4 8,5-12,2
Ht (%) 31,11 +£0,34 31,05+0,42 0,7 22,0-33,0
VCM (fL) 53,73+ 0,44 54,79 £ 0,44 0,4 38,0 - 50,0
HCM (pg) 14,11 £ 0,13 14,2 £+ 0,11 0,6 14,0 - 18,0
CHCM (%) 26,36 £ 0,12 26,04 + 0,1 0,2 36,0 - 39,0

Fonte: Stanigher (2022)
Legenda: He: contagem de heméacias; Hb: concentracdo de hemoglobina; Ht: hematdcrito;

VCM:

volume corpuscular médio;

concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
* Valores de referéncia; CONSTABLE, P.D.; HINCHCLIFF, K.W.; DONE, S.H.; GRUNBERG,
W. (eds.) Veterinary medicine. A textbook of the Diseases of Cattle, Horses, Sheep, Pig and
Goats.11th ed. Saunders Ltd., 2017.

10%uL

HCM: hemoglobina corpuscular média;

Figura 13 — Concentracdo de leucdcitos totais (x10%/uL) de

vacas com EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3
(G2), quatro semanas antes da data prevista de

parto
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Fonte: Stanigher (2021)
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Figura 14 — Concentragédo de hemacias (x10%/uL) de vacas
com EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2),
quatro semanas antes da data prevista de parto
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Fonte: Stanigher (2021)

Figura 15 — Concentragdo de hemoglobina (g/dL) de vacas
com EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2),
quatro semanas antes da data prevista de parto
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Figura 16 - Hematocrito (%) de vacas com EL< 2 (G1) e de
vacas com EL 2 3 (G2), quatro semanas antes
da data prevista de parto
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Fonte: Stanigher (2021)

Figura 17 - Volume Corpuscular Médio (fL) de vacas com
EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2), quatro
semanas antes da data prevista de parto
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Figura 18 - Hemoglobina Corpuscular Média (pg) de vacas
com EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2),
quatro semanas antes da data prevista de parto
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Fonte: Stanigher (2021)

Figura 19 - Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (pg)
de vacas com EL< 2 (G1) e de vacas com EL = 3 (G2),
quatro semanas antes da data prevista de parto
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6.1.2 Cortisol Salivar

Nao foram encontradas diferengas entre a concentragdo de cortisol
salivar dos animais do G1 e G2, quatro semanas antes do parto, como demonstrado
na Tabela 2. Portanto, através dos resultados encontrados, ndo se pode considerar o
cortisol salivar, no momento e nas condi¢des experimentais propostas, um marcador
de estresse crénico nas matrizes e que possivelmente possa influenciar a prole e,
portanto, dar suporte e justificar a hipotese proposta neste trabalho.

A coleta de amostras em momentos diferentes e avangados da gestagao nao
foi possivel em fungdo do manejo dos animais, que estavam alojados em piquetes,
sendo, portanto, necessario a contengado dos mesmos em curral e brete apropriado
(Figura 3), bem como pela composigdo dos grupos com novilhas, animais menos
acostumados com o ambiente, manejo e gestagdo. Portanto, as influéncias alheias a
claudicagdo seriam potencialmente danosas a acuracia do cortisol salivar ao se
coletar as amostras nas condi¢gdes encontradas.

Os resultados encontrados por Almeida e colaboradores (2008), também nao
demostraram diferenga nos niveis de cortisol comparando-se vacas com e sem
claudicagdo. Adicionalmente, em estudo realizado com suinos com e sem
claudicagao, a concentracédo de cortisol também nao foi diferente entre as fémeas
estudadas na pesquisa de Sarmiento et al. (2021).

Estes achados, em conjunto com o atual, demonstram que o cortisol néo
apresenta ser um biomarcador fidedigno para quantificar a influéncia da claudicagéo
durante o periodo gestacional. Além disto, segundo Fischer-Tenhagem e
colaboradores (2018), o cortisol ndo € um bom marcador para estresse causado por
claudicagao crbénica, como a apresentada no presente estudo. Outros estudos
demonstram que talvez outros biomarcadores possam ser mais uteis em casos de
claudicagao em vacas, tais como a desidroepiandrosterona (ALMEIDA et al., 2008), a
esterase salivar (CONTRERAS-AGUILAR et al., 2020), citocinas (fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1alfa (IL-1a), interleucina 13 (IL-13), quimiocina-10
(CXCL10 / IP-10), quimiocina-9 (CXCL9 / MIG), interferon-alfa (IFN-a), interferon-
gama (IFN-y), interleucina-21 (IL-21), interleucina-36ra (IL-36ra), proteina-1 beta
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inflamatéria de macrofagos (MIP-18) (HERZBERG et al., 2020) e haptoglobina
(SMITH et al., 2010).

Os mecanismos pelos quais o impacto da dor e inflamagao no periodo pré-natal
podem influenciar a prole ainda precisam ser elucidados bem como a metodologia
empregada uma vez que a coleta de uma unica amostra de saliva, durante o dia, pode
reduzir a validade do indicador em fungcdo das mudancas circadianas que ocorrem
com cortisol no corpo do animal.

Ressalta-se que o presente estudo buscou averiguar o efeito da claudicagéao
sobre a nocicepgao das bezerras frente a um desafio adverso e nao a elucidagao de
mecanismos patogénicos envolvidos, desta forma a mensuragao do cortisol salivar
das vacas em apenas um momento ndo contribuiu para estabelecer inter-relacbes
com o0s possiveis resultados, sendo esta metodologia insatisfatoria devido as

limitagdes encontradas nas coletas das amostras.

Tabela 2 - Média % erro padrao da média da concentragao de cortisol salivar de vacas com
EL< 2 (G1) e de vacas com EL 2 3 (G2), quatro semanas antes da data prevista

de parto
Grupos G1 G2 Média p Valor
Cortisol salivar ) ;18 036+022 0434014 0,2
(pg/ WL)

Fonte: Stanigher (2021)

Figura 20 - Concentragdo de cortisol salivar (pg/uL) de
vacas com EL< 2 (G1) e de vacas com EL =
3 (G2), quatro semanas antes do parto
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6.2 BEZERRAS

E de suma importancia ressaltar que todos os dados apresentados a seguir
foram coletados e analisados as cegas, ou seja, de forma que o pesquisador ndo sabia

a qual grupo experimental cada bezerra pertencia.

6.2.1 - Peso e altura de cernelha

Os resultados obtidos através da mensuragdo do peso das bezerras
demonstram que em média, os animais do grupo GB2 ao nascimento (47,14 kg) sao
3,49 kg mais pesados quando comparados com os animais do GB1 (43,65 kg), ou
seja, 7,99% mais pesados (Tabela 3 e Figura 21). Em relagéo a altura da cernelha,
em meédia, as bezerras do GB2 ao nascimento (77,71 cm) sao 1,46 cm mais altas
quando comparadas com as bezerras do GB1 (76,25 cm), ou seja, 1,91% mais altas
(Tabela 3 e Figura 23).

Ao analisarmos os dados por categoria de fémeas (matrizes multiparas X
matrizes primiparas) podemos observar que as bezerras nascidas de vacas
multiparas do grupo GB2 (47,18 kg) sédo 4,4 kg mais pesadas quando comparadas
com as bezerras do GB1 (42,78 kg), ou seja, 10,28% mais pesadas (Tabela 4 e Figura
22, além das bezerras do grupo GB2 (77,64 cm) serem 1,2 cm mais altas quando
comparadas as do GB1 ao nascimento (76,44 cm), ou seja, 1,56% mais altas (Tabela
4 e Figura 24).

E ao analisarmos os dados das bezerras nascidas de vacas primiparas,
podemos observar que bezerras nascidas de vacas primiparas do grupo GB2 (47 kg)
sao 2,64 kg mais pesadas quando comparadas as bezerras do GB1 (44,36 kg), ou
seja, 5,95 % de diferencga de peso entre as bezerras. Em relagao a altura de cernelha,
as bezerras do grupo GB2 (78 cm) sao 1,91 cm mais altas quando comparadas com
as bezerras do grupo GB1 (76,09), ou seja, 2,51 % mais altas (Tabela 4 e Figuras 22
e 24).

Comparando-se nos mesmos grupos o peso entre bezerras filhas de vacas
multiparas (42,78 kg, GB1; 47,12 kg, GB2) e primiparas (44,36 kg GB1; 47 kg, GB2),
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e a altura de cernelha de multiparas (76,44, GB1; 77,64 GB2) e primiparas (76,09,
GB1; 78,0 GB2), temos que bezerras filhas de primiparas no GB1 sdo mais pesadas,
em meédia (1,58 kg, 3,69%) porém mais baixas (-0,35 cm, 0,45%). Para o GB2, a
ocorréncia inverte-se para o peso, com bezerras filhas de multiparas mais pesadas
(0,18 kg, 0,38%) porém também sao mais altas (0,36 cm, 0,46%) (Tabela 4).

A ocorréncia de diferentes pesos e tamanhos poderia refletir na ocorréncia de
distocias durante o parto de animais maiores e mais pesados, no entanto, somente
dois animais (2/34 = 5,88%) e ambas filhas de primiparas (EL < 2; G1), portanto
pertencentes ao GB1, necessitaram de rapido auxilio obstétrico durante o parto,
porém nao demandando intervengao grave ou gerando quadros clinicos adversos nas
bezerras apds o parto.

Considerando-se efeitos adversos sobre as dimensdes das proles, Tao et al.
(2012), estudando o peso ao nascimento e a altura de cernelha de bezerras nascidas
de maes que passaram por estresse térmico gestacional, observou que as bezerras
nascidas de maes estressadas apresentaram peso e atura de cernelha ao nascimento
reduzidos em comparagdao com animais sem o mesmo estresse, ou seja, eram mais
leves e menores.

De uma forma geral, a claudicagdo apresentada pelas vacas durante a
gestacédo nao interferiu negativamente no desenvolvimento corporal das bezerras,
uma vez que os animais do grupo GB2 apresentaram-se mais pesados e mais altos
ao nascimento quando comparados com o grupo GB1 e que esta diferenga nao
determinou complicagdes obstétricas significativas. No entanto ndo se pode atribuir,
unicamente, efeito isolado das maiores dimensdes dos animais do GB2 devido a
presenca de claudicacdo nas matrizes uma vez que efeitos, principalmente, do touro

e das vacas também precisariam ser considerados nesta analise.



Tabela 3 — Valores individuais, média e erro padrédo da média (EPM) do peso e da altura de
cernelha apds o nascimento das bezerras filhas de vacas com EL< 2 (GB1) e

de vacas com EL = 3 (GB2)

GB1 GB2
N Peso Altura de cernelha N Peso Altura de cernelha
(kg) (cm) (kg) (cm)
1 38 76 1 37 78
2 48 79 2 40 76
3 40 77 3 50 79
4 52 79 4 50 80
5 39 76 5 52 80
6 37 73 6 42 76
7 39 78 7 40 78
8 40 78 8 57 79
9 52 72 9 53 81
10 40 77 10 45 69
11 50 80 11 53 78
12 43 78 12 50 77
13 47 78 13 52 80
14 42 77 14 39 77
15 42 72 - - -
16 40 72 - - -
17 47 80 - - -
18 40 76 - - -
19 48 77 - - -
20 49 70 - - -
Média 43,65 76,25 Média 47,14 77,71
EPM 1,10 0,65 EPM 1,72 0,79

Fonte: Stanigher (2021)
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Tabela 4 — Média * erro padrao da média do peso e da altura de cernelha de bezerras, 24 h apds o
nascimento, de acordo com as vacas matrizes (multiparas e primiparas) e de acordo com

o grupo GB1 (EL<2)e GB2 (EL 2 3)

Paramet,ros Peso Altura de cernelha
(24 h apos o (kg) (cm)
nascimento)
Grupos GB1 GB2 GB1 GB2
Vacas (N=20) (N=14) (N=20) (N=14)
. 42,78 + 2,03 4718+ 2,0 76,44 + 0,84 77,64 £ 0,98
Multiparas (N=9) (N=11) (N=9) (N=11)
.. 44 .36 + 1,17 47,0 + 4,04 76,09+ 1,0 78,0+1,0
Primiparas (N=11) (N=3) (N=11) (N=3)
Total 43,65 *1,10 4714 1,72 76,25 % 0,65 77,91 £ 0,79

Fonte: Stanigher (2022)



Figura 21 — Peso (kg) de bezerras filhas de vacas com
EL< 2 (GB1) e filhas de vacas com EL = 3
(GB2), 24 h apods o nascimento
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Fonte: Stanigher (2021)

Figura 22 — Peso (kg) de bezerras filhas de vacas
multiparas e primiparas com EL< 2 (GB1) e
com EL = 3 (GB2), 24 h apds o nascimento
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Figura 23 — Altura de cernelha (cm) de bezerras filhas de
vacas com EL< 2 (GB1) e filhas de vacas com
EL = 3 (GB2), 24 h ap6s o nascimento
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Fonte: Stanigher (2021)

Figura 24 — Altura de cernelha (cm) de bezerras filhas de
vacas multiparas e primiparas com EL< 2 (GB1)
e com EL = 3 (GB2), 24 h ap6s o nascimento
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6.2.1 Cortisol Salivar

Os resultados de cortisol salivar obtidos demonstram que houve diferenga (p =
0,03) entre os grupos GB1 e GB2 apenas no momento basal de coleta, ou seja, antes
do processo de descorna. Porém, mesmo sem diferenca estatistica, para analisarmos
se houve diferenga entre os momentos basal e 24 horas apos a descorna, podemos
calcular a razao entre esses momentos para ambos 0s grupos.

Temos que para o GB1 a razédo € de 0,67 e para o GB2 a razdo ¢é de 0,25,
demonstrando assim que o cortisol depois da descorna foi maior para o grupo GB2.
Este dado ¢ interessante uma vez que demonstra que apds o desafio da descorna, o
grupo GB2 apresentou resposta mais exacerbada, ou seja, numericamente os niveis
de cortisol salivar foram maiores quando comparados com o GB1.

Isto pode ser associado ao fato de que o eixo HPA das bezerras do GB2 possa
ter sido influenciado durante a gestacéo pelo estresse da claudicagao sofrido pelas
maes e esteja modulando as respostas destas bezerras frente a um desafio doloroso
como é a descorna.

Em um estudo realizado por Neave e colaboradores (2013), os quais estudaram
0 viés cognitivo associado a dor do processo de descorna em bezerros, afirmam que
a dor sentida pelas bezerras apés um procedimento de descorna por ferro quente
causa viés cognitivo negativo, o qual resulta em mudangas negativas no estado
emocional.

Desta forma, as bezerras pertencentes ao grupo GB2 deste experimento
podem ter passado por este viés cognitivo pessimista pds descorna e, somado a este
fato, por terem nascido de maes que sofreram estresse durante a gestagéo, portanto,
seria, provavelmente, este conjunto a causa pela qual os valores de cortisol do GB2

estarem maiores que os valores do GB1 no mesmo momento pos descorna.



Tabela 5 - Média + erro padrdo da média da concentracao de cortisol
salivar (pg/L) de bezerras filhas de vacas com EL< 2 (GB1)
e filhas de vacas com EL = 3 (GB2) nos diferentes
momentos de analise

Grupos GB1 GB2 Val
Momentos (pg/pL)  (pg/ur) P EEOT
Nascimento 149+067% 0,6+ 0,239 0,5
Basal 07+018% 015+004% 003
o 24h  1,11£039° 0,6+0,17® 0,7
£ 3d 048:012® 126+084% 05
@ 7d 045:025° 034:011%c 08
S 44d  015:003° 0,22 +0,06" 0,3
21d 02008 0,19 +0,08° 0,8
Média 0.64+012 0,49+0,13 i
p Valor 0,0004 0,05 -

Fonte: Stanigher (2021)

Legenda: » B Letras sobrescritas mailsculas indicam diferenga
estatistica na linha pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (p < 0,05).
a b ¢ | etras sobrescritas minusculas indicam diferenca
estatistica na coluna pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (p < 0,05).

Figura 25 - Concentragdo de cortisol salivar (pg/uL) de
bezerras filhas de vacas com EL< 2 (GB1) e filhas
de vacas com EL = 3 (GB2), 24 h apds o
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Fonte: Stanigher (2021)
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Figura 26 - Concentragéo de cortisol salivar (pg/uL) de bezerras filhas de
vacas com EL< 2 (GB1) e filhas de vacas com EL = 3 (GB2),
nos diferentes momentos de analise antes e apds a descorna
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Fonte: Stanigher (2021)

6.2.3 Area das Lesoes

Ao analisar os dados da area das lesdes de queimadura, pode-se observar que
nao houve efeito significativo de interacdo entre os grupos GB1 e GB2, e nem
momentos (p = 0,22), assim como nao houve efeito de tratamento (p = 0,21),
entretanto houve efeito de momento (p < 0,0001) como mostra a Tabela 6.

A cicatrizacdo de lesbes é um processo complexo, no qual varias respostas
locais e sistémicas sao envolvidas e € regulada por diferentes fatores celulares. O
processo de reparacgao tecidual € composto por trés principais fases sobrepostas: fase
inflamatodria (duragdo aproximada: 4 a 6 dias), fase de formagédo do tecido de
granulagao (duragao aproximada: 7 a 20 dias) e fase de remodelamento (duragao
aproximada: 21 dias a 2 anos).

Desta forma, observa-se que mesmo nao tendo apresentado diferencga
estatistica, numericamente houve uma diminuigdo do tamanho da lesdo do sétimo dia
para o 21° dia apos a descorna por ferro quente nas bezerras do grupo GB2 mais
acentuada quando comparada com a area das bezerras do GB1, ou seja, foi possivel
observar uma melhor evolugéo da cicatrizagao da ferida a partir da fase de granulagéo.

No entanto no 14° dia é possivel observar nos dois grupos, valores da area da
lesdo discrepantes dos outros momentos (Figura 28), justificado pela formagéo de
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uma crosta necroética aderida ao centro da lesdo, a qual impede a real mensuragao do

tamanho da area da lesao, assim como encontrado também por Barbosa (2016).
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Tabela 6 - Média *+ erro padrdo da média da area da lesdo (cm?) de bezerras filhas de vacas com EL< 2 (GB1)
e filhas de vacas com EL = 3 (GB2) nos diferentes momentos de analise

Grupos  p4 GB2 Efeitos
Momentos (cm?) (cm?) Grupos Momentos Grupos*Momentos
24h 503+0,41 5,33+0,32
3d 521+0,32 5,73+0,42
7d 568+0,38 5,5+0,45
0,21 <0,0001 0,22
14d 6,62+0,44 6,44 +0,64
21d 3,76 £+ 0,46 5,14 £ 0,66
Média 528+0,2 5,62+0,23

Fonte: Stanigher (2021)

Legenda: * B C letras mailsculas sobrescritas indicam diferenga estatistica na coluna segundo o teste de
Tukey (p < 0,05)
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Figura 27 - Area da lesdo de queimadura das bezerras dos
grupos GB1 e GB2 nos diferentes tempos de
analise apds a descorna

-&- GB1

7] -# GB2
1 -
L -

6-_ /":5‘::‘ %:'\
1 - \

24h 3d 7d 14d 21d
Momentos

Fonte: Stanigher (2021)

6.2.4 Limiar Nociceptivo

6.2.4.1 Estudo Piloto

Por meio da realizagao das avaliagdes nociceptivas, foi possivel observar que
na regido 2 (Figura 27) os animais apresentavam sensibilidade diminuida quando
comparada com a regiao 1, em todos os momentos avaliados. Desta forma, todas as
avaliagdes foram padronizadas para serem realizadas na regiéo 1.

Os resultados obtidos demonstraram diminuicdo do limiar nociceptivo dos
animais em todos os tempos avaliados por meio dos monofilamentos de von Frey no
momento apds a descorna (Tabela 7 e Figura 28). A alteracdo da sensibilidade
dolorosa foi significativa na regido da pele (Figura 28A) ap6s 24h em ambos os lados
e manteve-se mesmo apos 15 dias da descorna quando comparados a média basal,
realizada antes da descorna. Por outro lado, ndo houve alteracédo da sensibilidade na
regido do corno (Figura 28B) em nenhum dos tempos avaliados. Ainda, observa-se
que a alteragao da sensibilidade ocorreu em ambos os lados (direito e esquerdo).
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Figura 28 — Regides das avaliagbes nociceptivas

L Y

Fonte: Stanigher (2021)

Tabela 7 — Média + erro padrdao da média da sensibilidade (g) avaliada por filamentos de von Frey na
regido da pele adjacente ao broto cornual, antes e apds a descorna

Antes 24 h 15d
(N=25) (N=25) (N=21)
) Direito Esquerdo Direito Esquerdo
° (@) () () ()
4,91 +0,32 0,21 £ 0,07 0,20 + 0,06 0,80 £ 0,35 0,61+0,28
(p<0,17) (p <0,001) (p <0,001)

Fonte: Stanigher (2022)
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Figura 29 — Média + erro padréo da média da sensibilidade (g) avaliada por meio de filamentos de von
Frey em bezerros na regido da pele (A) e no corno (B) nos momentos antes (basal) e apds

(24h e 15 dias) a descorna

A B
B Direita Direita
[ Esquerda B9 Esquerda
1 ol ]
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ek T
5 = 5
) C) = o
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5 -
X 2 2 o o
? 2 5
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15d

Basal 2% h 15 d
Tempo

Fonte: Stanigher (2022)
Legenda: média + epm dos animais por grupo. ***p<0,001 em comparagdo com a medida basal

(ANOVA de duas vias, seguido de pds teste de Bonferroni).

Resultado semelhante pode ser observado na figura 29 e tabela 8, onde a
sensibilidade dos animais submetidos ao mesmo processo de descorna foi avaliada
através da pressdao com técnica utilizando-se o analgesimetro (von Frey) digital.
Observou-se alteragao nociceptiva também na regido da pele (Figura 30A) apds 24h
da descorna, a qual também se manteve apds 15 dias em comparagao a medida

basal, mas n&o na regido do corno (Figura 30B).
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Tabela 8 — Média + erro padrao da média da sensibilidade (g) avaliada pelo analgesimetro (von Frey)
digital de acordo com os momentos na regido da pele adjacente ao broto cornual nos

momentos antes (basal) e apos (24h e 15 dias) a descorna
Antes (q) 24 h 15d
(N=25) (N=25) (N=21)
Q) Direito Esquerdo Direito Esquerdo
(9) (9) (9) (9)

350,21 £ 37,08 112,92 + 22,01 148,06 + 32,94 80,62 + 12,67 99,05 + 12,69
(p>0,99) (p <0,001) (p<0,001)
Fonte: Stanigher (2022)

Figura 30 — Média + erro padrao da média da sensibilidade (g) avaliada por meio de analgesimetro
(von Frey) digital em bezerros na regiao da pele (A) e no corno (B) antes (basal) e

apo6s(24h e 15 dias) a descorna

A B
B Direita Direita
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Basal 24 h 15d Basal 24 h
Tempo Tempo

Fonte: Stanigher (2022)
Legenda: média * e.p.m dos animais por grupo. ***p<0,001 em comparagédo com a medida

basal (ANOVA de duas vias, seguido de pos teste de Bonferroni).

No terceiro método, utilizado para a avaliacdo da sensibilidade baseada no
escore de 0 a 3 (Figura 30), foi possivel observar que o filamento de 300 g (p= 0,0027,
n=25) provocou um efeito nociceptivo superior ao de 60g (p= 0,0808, n=25).

Na regido da pele (Figura 30A e B), 24h apds a descorna prevalece o escore
3, retirada da cabega do animal em ambos os lados.

Quando analisados o0s experimentos e comparando suas respectivas

porcentagens, foi possivel a obtengdo dos seguintes resultados, apés 24 h da
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descorna houve aumento de 450% e 286% - lado direito e 285% e 286% - lado
esquerdo, respectivamente, frente aos monofilamentos de von Frey de 60g e 300g na
pele quando comparados as medidas basais. Enquanto apds 15 dias do procedimento
0 escore nociceptivo é reduzido para 2, significando que houve melhora da lesao de
acordo com a metodologia empregada.

Houve uma redugao de 68% e 82% - lado direito e 68% e 74% - lado esquerdo,
respectivamente, frente aos estimulos produzidos pelos monofilamentos de von Frey
com gramatura de 60g e 300g aplicados na regido da pele, comparando as respostas
de 24h com 15 dias apés a descorna.

Quando aplicado o estimulo na regiao do corno em ambos os lados, os animais
apresentaram escore 0 e ndo houve alteragdo significativa apds a descorna em
nenhum dos tempos avaliados (Figura 30 C e D). Em todos os pontos avaliados a
medida basal, isto &, antes da descorna, apresentou escore 1.
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Figura 31 - Média + erro padrdo da média da sensibilidade (g) por meio de escore nociceptivo em
bezerros na regido da pele (A - lado direito) e (B - lado esquerdo) e no corno (C - lado
direito) e (D - lado esquerdo) nos momentos antes (basal) e apos (24h e 15 dias) a descorna
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Fonte: Stanigher (2022)
Legenda: média + e.p.m dos animais por grupo. ***p<0,001 em comparacdo com a medida basal
(ANOVA de duas vias, seguido de pds teste de Bonferroni).
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O principal objetivo do estudo piloto foi a padronizagdo por meio da validagao
de técnicas de avaliacdo de limiar nociceptivo em bezerros buscando o método que
seja mais preciso e fidedigno, porém de facil aplicacdo em situagdes de pesquisas a
campo.

Os resultados obtidos demonstram que, independentemente da metodologia
utilizada, todos os testes foram eficazes e apontaram que a descorna em bezerros é
um procedimento doloroso, causando aumento de sensibilidade por até 15 dias apos
a descorna. Porém a aplicabilidade e praticidade em situagcédo de pesquisa em campo
destes testes n&o foi o mesmo.

Na avaliagéo do limiar de dor por pressao utilizando o analgesimetro digital, os
limiares mensurados nos bezerros ndo apresentaram valores estaveis ao longo do
tempo fazendo-se necessario a realizagdo de trés mensuragdes consecutivas para
obter-se uma média. Desta forma poder-se-ia questionar a confiabilidade e
repetibilidade dos valores apresentados (CASONI et al., 2019).

A avaliagao sensorial quantitativa da dor, na qual foram dadas pontuacdes as
respostas comportamentais dos bezerros apdés a estimulagcdo mecanica com
monofilamentos de von Frey, mostrou-se ser de pouca aplicabilidade e repetibilidade
em situacdes de pesquisas a campo, pois € baseada em comportamentos que nem
sempre 0s bezerros expressam da mesma maneira e o avaliador pode nao interpretar
de tal forma, assim sendo subjetivo e questionavel o seu uso.

Entretanto, a avaliagdo mecéanica quantitativa de alodinia, na qual o limiar de
retirada da cabecga do bezerro foi determinado pelo aumento ou diminuigdo sequencial
da forca empregada, demonstrou aplicabilidade e repetibilidade adequada para
pesquisas a campo pois baseia-se em um comportamento dicotdmico de retirada de
cabeca, sem necessidade de pontuar a intensidade de tal comportamento, reduzindo,
desta forma, a subjetividade do teste.

Como demonstrado em todos os métodos realizados, os animais
demonstraram ter pouca ou nenhuma sensibilidade nociceptiva antes e apds o
procedimento de descorna no local correspondente ao broto cornual. Isto deve-se ao
fato desta regido ser formada em grande parte por queratina e de o ferro quente
utilizado para realizar o procedimento de descorna causar queimadura de terceiro
grau no local, danificando as pequenas terminagbes nervosas locais e
dessensibilizando a regido (BARBOSA, 2016; CASONI et al., 2019).
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Através dos resultados foi possivel concluir que, apesar de todos os métodos
terem sido eficazes para avaliar a sensibilidade apds o procedimento de descorna nos
bezerros, houve melhor empregabilidade e repetibilidade ao se utilizar a metodologia
descrita por Chaplan et al., (1994) com os monofilamentos de von Frey. Portanto, este
método foi considerado o mais eficiente para avaliagdo da dor aguda em bezerros

descornados e, portanto, empregado no estudo principal.

6.4.2.2 Estudo Principal

No atinente a resposta nociceptiva das bezerras apds a descorna, os resultados
obtidos por meio da analise do limiar nociceptivo da pele, comparando-se as médias
dos grupos, demonstraram ocorrer diferencga entre os grupos GB1 (bezerras nascidas
de vacas com EL < 2) e GB2 (bezerras nascidas de vacas com EL = 3) (Tabela 9 e
Figura 32) com redugao do limiar nociceptivo da pele de bezerras pertencentes ao
GB2, demonstrando uma influéncia negativa que a claudicagao pode exercer na vida
extra-uterina da prole.

Observa-se que nos momentos basal, 24 h, e trés dias, mesmo nao
apresentando diferenga estatistica, os valores numéricos do limiar nociceptivo do
grupo GB2 sao superiores quando comparados ao GB1. Porém, a partir do sétimo dia
apos o procedimento de descorna, assim como no 21° dia, as bezerras do grupo GB1
apresentaram diferenca, com valores maiores do limiar nociceptivo quando
comparadas com as bezerras do GB2. Observa-se também que no 14° dia apds a
descorna, o grupo GB1 apresentou tendéncia estatistica (0,05 < p < 0,1) a maior valor
do limiar nociceptivo quando comparado com o valor do GB2.

Com estes achados podemos constatar que a partir do sétimo dia houve
inversao do limiar nociceptivo, isto é, os limiares nociceptivos do grupo GB2 se
tornaram significativamente menores quando comparados aos limiares do GB1,
indicando que as bezerras apresentam maior sensibilidade ao estimulo mecanico
aplicado. Este fato realga o sétimo dia apos o estimulo nociceptivo principal como um
momento importante para melhor entendimento futuro de como se comporta a
sensibilidade da prole oriunda de maes estressadas durante a gestagéo, sugerindo,

deste modo, existir potencialmente associacdo entre a inversdo de limiares
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nociceptivos e a transicao da fase inflamatoria para fase proliferativa de recuperacao
da lesao, representada no modelo por meio do sétimo dia da cicatrizagao da lesdo.
Tabela 9 - Média + erro padrdo da média do limiar nociceptivo (g) na pele

das bezerras dos grupos GB1 e GB2 nos diferentes tempos de
analise antes e apés a descorna

Grupos
GB1 GB2 p Valor
Momentos
Basal 4,25 +0,423> 4,45+ 0,492 0,7
24 h 0,81 +0,35¢ 1,12 + 0,56 0,5
3d 0,34 + 0,161 0,89 + 0,52° 0,8
7d 2,35+ 0,52 0,97 + 0,565° 0,02
14d 3,65 +0,42° 2,31+0,732* 0,08
21d 5,19 £0,25% 3,24 + 0,88 0,04
Média 2,88 + 0,22 2,15+0,28 -
p Valor < 0,0001 0,0003 -

Fonte: Stanigher (2021)

Legendas: AB Letras sobrescritas mailsculas indicam diferencga estatistica
na linha pelo teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
abcd | etras sobrescritas mintsculas indicam diferenca estatistica na
coluna pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
* asterisco na linha indica tendéncia estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis (0,05 > p <0,1).

Figura 32 - Avaliagao do limiar nociceptivo por meio de filamentos de von
Frey na pele das bezerras dos grupos GB1 e GB2 nos
diferentes tempos de analise
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Fonte: Stanigher (2021)
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Tabela 10 - Média £ erro padrdo da média do limiar nociceptivo
(g) do corno das bezerras dos grupos GB1 e GB2 nos
diferentes tempos de andlise antes e apés a

descorna
Grupos
GB1 GB2 p Valor
Momentos

Basal 527 +0,22 4,91+0,42 0,3

24 horas 550 550 1

3 dias 550 550 1
7 dias 550 5,38 + 0,11 0,2
14 dias 550 550 0,4
21 dias 550 550 0,5

Média 5,46 +0,04 5,38 +0,08 -

p Valor 0,6 -

Fonte: Stanigher (2021)

Figura 33 - Avaliagdo do limiar nociceptivo (g) por meio de
filamentos de von Frey no corno e nas lesbes das
bezerras dos grupos GB1 e GB2 nos diferentes
tempos de analise antes e apds a descorna
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Fonte: Stanigher (2021)

Em pesquisa realizada por Sarmiento (2021), foi possivel observar que em
leitdes machos, nascidos de porcas que claudicavam durante a gestacgéo, e que foram
castrados apos o nascimento, houve diminuicdo do limiar nociceptivo quando
comparado ao grupo de leitdes nascidos de mées que nado claudicaram durante a
gestacdo, corroborando assim com os achados deste estudo. Desta forma seria
possivel conceber hipotese de que tecidos lesionados de animais de diferentes
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especies, mas provenientes de maes claudicantes, apresentariam alteragdes de
limiar, sendo menos tolerantes aos estimulos nociceptivos.

Segundo a literatura, maes que sofreram estresse durante a gestacgao,
possuem niveis elevados de cortisol, expondo o feto a niveis elevados de corticoide,
alterando assim o desenvolvimento do eixo HPA. Estas alteragbes induzidas pelo
estresse materno perinatal no desenvolvimento do sistema HPA da prole, segundo
Knaepen e colaboradores (2013), esta diretamente relacionada com sensibilidade a
dor na prole.

Ainda que n&o suportado pelos resultados do cortisol salivar das vacas, as
suspeitas de alteragbes no desenvolvimento do eixo HPA sao reforgadas pelos
resultados encontrados neste trabalho, ou seja, as bezerras nascidas de méaes que
passaram pelo estresse da claudicagdo durante o periodo gestacional apresentaram
o limiar nociceptivo menor, assim respondendo com maior sensibilidade ao estimulo
nociceptivo apos o sétimo, 14° e 21° dia da descorna.

Segundo Davys e colaboradores (2011), isso provavelmente ocorre por meio
das acdes do cortisol no sistema nervoso central em desenvolvimento do feto. O
cortisol € importante para a maturagdo normal na maioria das regides do sistema
nervoso central em desenvolvimento pois tem agcédo de remodelar axénios e dendritos,
mielinizagdo e sobrevivéncia celular e, por este motivo, a enzima 11 B-HSD2 inativa,
fisiologicamente, apenas 80% do cortisol produzido pela mé&e. Além disso, os
receptores para cortisol sdo altamente expressos no cérebro em desenvolvimento, e
a exposicdo ao cortisol durante a gestacdo tem efeitos generalizados sobre os
neurdnios e na formagdo de sinapses. Assim a exposicdo do feto a elevadas
concentragdes de cortisol materno durante o periodo gestacional esta diretamente
relacionada ao periodo de exposi¢cido ao cortisol.

Estudos em humanos demonstram que a exposicdo ao cortisol materno
elevado no inicio da gestagao afeta o comportamento do bebé devido a influéncia do
cortisol no desenvolvimento da conectividade entre as regides cerebrais do tronco
encefalico, sistema limbico e regibes corticais do cérebro, responsaveis pela
regulagcao do comportamento humano (GEVA E FELDMAN, 2008). Ja descobertas
em modelos animais sugerem que a exposigcao a elevados niveis de cortisol materno
durante as fases finais da gestagdo altera a densidade dos receptores de
glicocorticéides no hipocampo e na amigdala com consequéncias para a sensibilidade
de feedback do eixo HPA (KAPOOR et al., 2006).
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Adicionalmente, Thompson e Neugebauer (2017), e Ong e colaboradores
(2019), afirmam que estas estruturas cerebrais, amigdala e hipocampo, atuam
diretamente na modulacio e processamento da dor. Correlacionando as informacgdes,
podemos, hipoteticamente, assumir que as alteragdes encontradas neste trabalho, ou
seja, as bezerras nascidas de vacas que apresentaram claudicagdo em terco final de
gestacdo, caracterizando assim um evento estressante, podem ter apresentado o
limiar nociceptivo diminuido possivelmente por alteragbes na amigdala e hipocampo,
apresentando hiperalgesia quando comparadas as bezerras nascidas das méaes que
nao claudicaram durante a gestagao.

Segundo o grafico representado na Figura 31, pode-se observar que o GB1
apresentou diferenca quando comparado ao GB2 a partir da fase proliferativa da
cicatrizagdo das lesdes, ou seja, a partir do sétimo dia pos descorna. Porém,
Sarmiento e colaboradores (2019), demonstraram que leitdes nascidos de porcas que
claudicaram durante a gestagdo apresentaram limiar nociceptivo maior em pele
integra, quando comparados a leitdes oriundos de porcas que nao claudicaram
durante a gestacdo, demonstrando assim que leitdes nascidos de maes estressadas
apresentam hipoalgesia em pele ndo lesionada, n&o corroborando com os dados
encontrados no presente trabalho uma vez que no tempo basal (pele integra) nao
houve diferenca entre os limiares, enquanto que na pele lesionada apds a descorna
houve maior sensibilidade a partir do sétimo dia na prole proveniente de maes com
claudicagéo.

Em estudo desenvolvido por Sandercock e colaboradores (2011), cujo objetivo
principal foi de relacionar o corte de cauda em leitdes e a hiperalgesia inflamatodria
induzida pelo estresse gestacional, os resultados indicaram que o corte da cauda nos
leitdes ndo induzem alteragdes de longo prazo nos niveis de respostas nociceptivas,
portanto, ndo ha evidéncia de hiperalgesia cronica e de que o estresse pré-natal intra
utero reduz as respostas aos estimulos de dor aguda e nocicepg¢ao induzida por
inflamacg&o aguda na vida adulta.

Desta forma, podemos observar que ha inconsisténcias na literatura sobre o
mecanismo dos efeitos do estresse materno pré-natal na sensibilidade a dor. Essas
inconsisténcias podem ser parcialmente explicadas pelos diferentes tipos de modelos
experimentais usados, o sexo dos animais, a idade da prole em teste, estresse

materno perinatal usado e a espécie animal em questao.
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Segundo Taschke e Fdélsch (1997), que estudaram a histologia e a morfologia
do broto cornual em bezerros, observaram que esta regido € desprovida de aporte
nervoso robusto, ou seja, a identificagdo de fibras nervosas nesta regido foi algo raro
de se encontrar nas laminas histologicas. Relatam, também, que nesta regido a
epiderme e as papilas dérmicas vao se espessando com o passar da idade do animal.

Além disto, o processo de desenvolvimento cérneo é resultado da diferenciagéo
e remodelacao de varios tecidos presentes no local, que mais tarde ira culminar na
queratinizagao da epiderme e na ossificagao do tecido hipodérmico, que ira se fundir
com o osso frontal do cranio, dando origem, assim, no animal adulto, a uma bainha
permanente e externa de queratina e um nucleo 6sseo pneumatizado (DOVE, 1935;
WIENER et al., 2015).

Desta forma, como a regido sobre o broto cornual de bezerros é
fisiologicamente uma area com pouca inervagao, os dados encontrados neste trabalho
(Tabela 10 e Figura 32) corroboram com a literatura, uma vez que a variagao do limiar
nociceptivo sobre o corno apresentado pelos grupos GB1 e GB2, antes e apés a
descorna, n&o diferiram estatisticamente entre os momentos de avaliagéo, ou seja, a
sensibilidade sobre o botdo cérneo é menor quando comparada com a sensibilidade
expressa pelos mesmos grupos na regido da pele adjacente ao broto cornual.

Sabe-se que a de descorna por ferro quente em bezerros, além de ser um
procedimento rotineiro em fazendas leiteiras, € uma experiéncia estressante e
dolorosa para o animal, uma vez que ira provocar intencionalmente uma lesao de
queimadura no botao cérneo e na pele ao redor do mesmo. Segundo Barbosa (2016),
por meio de achados histolégicos, demonstrou que as lesbes de queimadura
induzidas pela descorna por ferro quente na pele adjacente ao broto cornual
correspondem a queimadura de segundo grau, as quais caracterizam-se por nao
acometer vasos e terminagdes nervosas. Ja as lesbes de queimadura sobre o broto
cornual corresponderam a uma queimadura de terceiro grau, caracterizando-se por
acometer vasos e terminag¢des nervosas (GROSS et al., 2005; SINCLAIR et al., 2007).
Assim, o acometimento dos nervos pos descorna determina hiposensibilidade local,
como demonstrado no presente trabalho (Figura 33).
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7 CONCLUSOES

Por meio dos resultados obtidos no presente trabalho e nas condigbes
propostas, foi possivel concluir que a presencga de claudicagdo em vacas (EL = 3) em

até 60 dias antes do parto, adotado como modelo clinico de estresse pré-natal:

1) Nao influenciou a recuperagao das lesdes de queimadura causadas pela
descorna por ferro quente.

2) Alterou a resposta nociceptiva das bezerras, determinando redugao do limiar
nociceptivo na regido da pele apdés descorna por ferro quente, quando comparado
com o limiar de bezerras nascidas de vacas com EL < 2.

3) N&o alterou o hemograma das vacas quatro semanas antes do parto.

4) Nao alterou a concentragao de cortisol salivar das vacas quatro semanas

antes do parto.
5) N&o alterou a concentragéo de cortisol salivar das bezerras ao nascimento.
6) Nao alterou a concentragdo de cortisol salivar de bezerras durante o

processo de cicatrizagdo das lesdes de queimadura apdés da descorna com ferro

quente.
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