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L.D.R.P, Laposy C.B., Mendonga C.L. & Takahira R.K. 2002. [Oxidative metabolism of the
neutrophils in sheep treated with sodium monensin and experimentally submitted to
ruminal acidosis.] Metabolismo oxidativo dos neutréfilos de ovinos tratados com monensina
sodica e experimentalmente submetidos a acidose ruminal. Pesquisa Veterindria Brasileira 22(4):129-
134. Clinica de Bovinos, UFRPE, Cx. Postal 152, Garanhuns, PE 55292-901, Brazil.

Ruminal acidosis is due to excessive ingestion of carbohydrates of rapid fermentation
without previous adaptation of the microorganisms, causing severe metabolic disturbances
to the animals. The objective of the present study was to assess the neutrophilic oxidative
metabolism in sheep treated with sodium monensin in experimentally induced ruminal lactic
acidosis. A total of 18 male sheep, half-bred (Ideal x Merino), fistulated in the rumen, were
used; nine of them received 33 mg/kg of the ionophore diet per day, for 30 days; the others
were controls. The acidosis was induced by supplying 15g of sucrose/kg of body weight. The
clinical evaluation and the rumen and blood samples were obtained before (0h) and at 6, 12,
24 and 48 hours post-induction. In both groups, all the animals presented clinical manifestations
of ruminal lactic acidosis 6 hours after the induction. From this period on, a significant pH
decrease (P<0.05) was observed in the ruminal fluid, which reached levels below 5. There
were relevant differences (P<0.05) between the groups 12 hours after the induction, when
the sheep treated with monensin had higher values than those of the control group. During
this period, the oxidative metabolism of the neutrophils remained inhibited, and the
reestablishment of this function only occurred in the sheep which received monensin. Blood
pH, plasmatic glucose and the ionizable calcium suffered alterations within its levels. The
seric cortisol concentration rose significantly (P<0.05) in both groups, although differences
(P<0.05) between them were found at the end of the observation period. The treatment with
monensin did not influence the oxidative metabolism of the neutrophils inhibited by the
lactic acidosis; however, a faster recovery of this metabolism was verified in the animals treated

with the ionophore.
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RESUMO.- A acidose lactica ruminal é causada pela ingestao
excessiva de carboidratos de fermentagao rapida sem uma
prévia adaptacao dos mocroorganismos, podendo com isso
gerar distarbios metabdlicos graves aos ruminantes. Este
trabalho tem por objetivo estudar o metabolismo oxidativo
dos neutroéfilos em ovinos tratados com a monensina sédica
na acidose lactica ruminal induzida experimentalmente. Fo-
ram empregados 18 ovinos, machos, mesticos (Ideal x Merino),
fistulados no rimen; dos quais nove receberam 33 mg/kg da
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dieta do ionéforo ao dia, durante 30 dias, os demais ovinos
pertenceram ao grupo controle. A acidose foi induzida for-
necendo 15g de sacarose/kg de peso corporal. A avaliagao
clinica e as amostras de riimen e sangiiineas foram obtidas
antes (momento controle) Oh e as 6h, 12h, 24h e 48h pos-
indu¢do. Em ambos os grupos os animais apresentaram ma-
nifestagdes clinicas de acidose lactica ruminal 6 horas pos-
inducdo. A partir deste periodo se observou uma diminui¢ao
significativa (p<0,05) do pH no fluido ruminal, que alcangou
valores inferiores a cinco, e diferencas significativas (p<0,05)
entre os grupos a partir das 12h pés-induc¢ao foram constata-
das, nos quais os ovinos tratados com a monensina apresen-
taram valores superiores em relagao aos do grupo controle.
Durante este periodo ocorreu uma inibicao do metabolismo
oxidativo dos neutroéfilos nos animais estudados, ocorrendo
restabelecimento desta fungao somente nos ovinos que rece-
beram a monensina. O pH sangiiineo, a glicose plasmatica e
o calcio ionizavel sofreram alteracoes nos seus indices. A
concentragao do cortisol sérico elevou-se de forma significa-
tiva (p< 0,05) em ambos os grupos, porém diferengas (p<
0,05) entre eles foram constatadas ao final no periodo de
observagao. O tratamento com a monensina nao influenciou
o metabolismo oxidativo dos neutroéfilos, inibido pela acidose
lactica; porém se verificou uma recuperagao mais rapida des-
te metabolismo nos animais em que receberam o ionoforo.

TERMOS DE lNDEXACAO: Acidose ruminal, ionéforos, ovinos.

Classificagao CNPq: 5.05.03.00-6 Patologia Animal.

INTRODUCAO

Os neutréfilos quando estimulados, manifestam um aumen-
to do consumo de oxigénio denominado de “explosao respi-
ratéria”, que gera uma grande quantidade de superdxido e
perdxido de hidrogénio, dos quais derivam varios metabdélitos
oxidantes (Babior 1978). Os produtos oxidantes gerados pela
“explosao respiratéria” sao de extrema importancia para a
fungao bactericida dos neutréfilos (Zinkl & Kabbur 1997).
Estudos em bovinos demonstraram que a deficiéncia do me-
tabolismo oxidativo dos neutréfilos tornou os individuos mais
susceptiveis a infecgoes (Kherli et al. 1989, Gilbert et al. 1993).

Nos neutroéfilos o sistema NADPH oxidase catalisa a redu-
¢ao da molécula de oxigénio em anion superéxido, de modo
que esta reacao é dependente de uma continua redugao de
NADP em NADPH que é gerada as custas de um marcante
aumento da glicélise pela via das pentoses (Babior 1978).

A acidose lactica ruminal é um dos principais disttrbios
fermentativos que acomete os ruminantes. Apds a ingestao
abrupta, sem prévia adaptagao, de quantidades elevadas de
carboidratos facilmente fermentaveis contidos na alimenta-
¢ao, sao produzidas alteragoes no rimen, um quadro de
acidose metabdlica e varios processos secundarios, que sdo
potencialmente fatais. O fendmeno tem inicio com a eleva-
da multiplica¢@o, no riimen, das duas principais bactérias
Gram-positivas produtoras de acido lactico, Streptococcus bovis
e Lactobacillus sp (Nocek 1997, Owens et al. 1998).

Os antibi6ticos iono6foros sao fiteis no controle da acidose
ruminal, pois deprimem ou inibem os microrganismos Gram-
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positivos que sao produtores primérios de écido lactico, sem
impedir a utilizagdo deste por bactérias Gram-negativas como
Megasphaera elsdenii e Selenomonas ruminantium (Nagaraja & Taylor
1987). Trabalhos realizados por Nagaraja et al. (1981), Nagaraja
et al. (1985), Ahuja et al. (1990), Bauer et al. (1995) e Afonso et
al. (2000) observaram a eficiéncia do uso da monensina sodica,
da lasalocida e de outros compostos do grupo dos iondforos na
prevengao da acidose lactica em bovinos, bubalinos e ovinos,
nos quais verificaram que o pH do liquido ruminal manteve-se
elevado e a concentragao do acido lactico baixa, concluindo que
o emprego de ion6foros em dietas ricas em carboidratos nao-
estruturais pode minimizar substancialmente as manifestacoes
clinicas e subclinicas deste disttrbio digestivo.

Baseado na observacao de que o ion6foro A23187 pro-
move no neutréfilo, na presenca de calcio ionizado (Ca?™"),
um acentuado consumo de oxigénio e uma maior produgao
de superéxido (Romeo et al. 1975), acredita-se que o aumen-
to da concentragao intracelular deste ion promova a ativa-
¢ao do metabolismo oxidativo (Penfield & Dale 1984). Se-
gundo Lew et al. (1984) e Higuchi et al. (1996), o Ca%*
intracelular é um segundo mensageiro muito importante para
as diferentes fungoes dos neutréfilos de bovinos.

Estudos realizados em bovinos demonstraram que a admi-
nistracao de iondéforos como a monensina sodica aumenta a
concentracao de glicose plasmatica e promove a fun¢ao
quimiotatica dos neutrofilos (Abe et al. 1994, Stephenson et
al. 1996).

Nos hipotetizamos que os distrbios relacionados com a
acidose lactica ruminal em ovinos podem alterar o metabo-
lismo oxidativo dos neutrdfilos, e que o tratamento destes
com monensina pode contribuir para minimizar os efeitos
negativos da acidose metabdlica sobre esta funcao do
neutrdfilo. Objetivando testar tais hip6teses, procurou-se
determinar as relagoes entre o metabolismo oxidativo dos
neutréfilos com as alteragoes dos niveis de calcio ionizado,
glicose plasmatica, cortisol sérico e pH ruminal e sangiiineo
em ovinos com acidose lactica induzida experimentalmente,
e submetidos ou nao ao tratamento com a monensina sodica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 ovinos machos, castrados, mesticos (Ideal x
Merino) com peso entre 30 e 44 kg, clinicamente sadios. Os animais
foram submetidos ao implante ciriirgico de canulas ruminais
permanentes (Reichert Neto 1996). Durante toda a fase experimental,
os ovinos receberam uma dieta, contendo 150g de farelo de soja,
administrado duas vezes ao dia por animal, além de feno de coast-
cross (Cynodon dactylon), sal mineral e dgua ad libitum.

Os ovinos foram subdivididos em dois grupos de nove animais; um
grupo controle e o outro que recebeu a monensina sédica® administrada
diretamente no riimen, através da fistula, na dose diaria de 33 mg/kg da
dieta, por animal, no decorrer de 30 dias (Rowe et al. 1981).

Apbs o periodo inicial de adaptagao, a aplicagao do antibiético
foi mantida e, a acidose foi induzida nos ovinos fornecendo como
substrato 15g de sacarose/kg de peso corporal, através da fistula
ruminal. As observagoes clinicas e as amostras do liquido ruminal e
sangiiineas foram colhidas anteriormente (momento controle — Oh)

SRumensin 100, Elanco Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil.
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Quadro 1. Valores das medianas de neutréfilos NBT-positivos, cortisol sérico e
lactato rumenal, e médios do pH rumenal e sangiiineo, lactato plasmatico, calcio
ionizado e glicose plasmatica de ovinos tratados com monensina sédica e ndo
tratados (controle). Resumo da andlise estatistica: comparagoes entre grupos em
cada momento e entre momentos em cada grupo

Provas Grupos Horas pés-indugdo
0Oh 6h 12h 24 h 48 h
Neutrofilo NBT (+)
Controle 1042+ 5ha 4ha 34a 342
Monensina 672 3Aa 24Aa 2Aa gha
pH Rumenal
Controle  6.3972 4,79 Ab 433 4Ab 4.314b 5.70 Aab
Monensina  6.57 Aac 4.84Ab 4,57 Bb 5.10 Bbe 6.74 Bc
pH Sangiiineo
Controle = 7.44%2 7.44 A 7.29 Ab 7.3643b 740 Ab
Monensina  7.43 Aab 7.44 A2 7.32Ab 7.34Aab 738 Aab
Acido lactico rimen (mg/dL) ‘
Controle  0.13Aab 69.82Ab  121.14Ac  129.69Ac  21.86AbC
Monensina oAa 59.59Ab  117.24Ac  31.76Bc oBa

Lactato plasmatico (mmol/L)
Controle  0,7142 1,63 Ab 1,17 4b
Monensina 0,88 A 1,78 Ab 1,124
Calcio ionizavel (mmol/L)
Controle 43048
Monensina ~ 4.27 A2
Glicose plasmatica (mg/dL)

2,08 Ab 1,124
2,23 Ab 1,124

3.79 Ab 3.65Ab
4.10Ab 41974

4,02 Ab 41944
3.97Ab 423 A

Controle  62.44 42 100 Ab 59.44A2 485642  53.89Ad
Monensina 63.5642 12533Bb 665647  64.89A2  63.564°
Cortisol sérico (mmol/L)
Controle 49.214b  6136Ab  17326Ac  64.03Abc 137,13 Adbc
Monensina 452242  81.80A2 126.17AP 86.87A2 5627582

* Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
grupos. Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05)
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entre momentos.

e nos intervalos de 6h, 12h, 24h, e 48h p6s-indugao. O exame clinico
foi realizado de acordo com Radostits et al. (2000).

A aferi¢ao do pH do liquido ruminal foi realizada um minuto ap6s
a colheita, utilizando-se um medidor de pH, e o acido lactico foi
determinado por cromatografia gasosa’ , segundo Erwin et al. (1961).
O pH sangiiineo, a glicose e a concentragao do célcio ionizavel foram
realizadas em amostras de sangue obtidas por pung¢ao da veia jugular
em seringas heparinizadas® vedadas com tampa de borracha,
refrigeradas, e analisadas em aparelho de hemogasometria pH/ blood
Gas®, num intervalo de tempo de 10 minutos ap6s a colheita. A
determinacao do lactato plasmatico foi realizada enzimaticamente
utilizando-se espectrofotdometro'®, ap6s colheita em fluoreto de sédio.
O cortisol sérico foi determinado por radioimunoénsaio (RIA) em fase
sélida, utilizando-se reagente comercial'!, empregando-se para
contagem de radioatividade do teste um contador gama automatico'? .

O metabolismo oxidativo dos. neutréfilos foi determinado
estimando-se a produgao de superdxido pelo teste citoquimico de
reducdo espontinea do tetrazolio nitroazul (NBT), conforme descrito
por Park & Good (1970). Todos os testes de reducao do NBT foram
realizados logo em seguida a obtencao das amostras de sangue,
utilizado-se tetrazélio nitroazul tamponado comercial’®. O tempo de

“Cromatégrafo— modelo 370 - marca CG. Sdo Paulo, Brasil.
8Liquemine : 5 000 Ul/ml de heparina., Rhodia, Sdo Paulo, Brasil.
9Stat Profile 5 — Reagent Pack, Nova Biochemical, USA.
10Cobas Mira S, Roche - USA.

reacao foi de 10 minutos a 37°C e 10 minutos a temperatura ambiente.
O percentual de células NBT positivas foi estimado a partir da contagem
de 100 neutréfilos em esfregacos corados com Leishmann. Considerou-
se neutréfilo NBT-positivo, quando este apresentou qualquer granulo
intracitoplasmatico de coloragao azul a negro, independente do niimero
e tamanho, desde que estes fossem claramente diferenciados das
granulagoes toxicas e corptsculos de Dohle.

Conforme preconiza Siegel (1956), utilizou-se a prova de Mann
Whitney para a comparacao dos valores do teste de reducao do NBT,
dos niveis séricos de cortisol e acido lactico do fluido ruminal entre
grupos em cada momento e a prova de Friedman para comparagao
dos valores entre momentos em cada grupo. Para as comparagoes,
entre grupos e momentos das variaveis glicose, calcio ionizado, lactato
plasmatico, pH ruminal e sangiiineo, utilizou-se a analise de perfil
para populagoes multinormais e homocedasticas, conforme Zar (1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos do pH ruminal e sangiiineo, do 4cido lactico
ruminal e lactato plasmaticos, revelaram que a manifestagao
clinica mais intensa da acidose lactica ocorreu entre 12h e

1Coat-a-Count- Cortisol, Diagnostic Products Co., Los Angeles, CA, USA..
%Kinecti Count 48, Vitek Systems, Missouri, USA.
13NBT vial, catalog No. 840-10, Sigma Diagnostic, St.Louis, USA.
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24h po6s-inducgao e, em seguida, houve uma tendéncia ao
restabelecimento desses valores, principalmente nos animais
que receberam o ion6foro, alcangando valores proximos aos
da pré-acidose 48h p6s-indug¢ao (Quadro 1). Embora a acidose
ruminal tenha acometido, com a mesma intensidade, ambos
os grupos, o pH ruminal do grupo tratado com monensina
foi significativamente (p<0,05) superior ao do grupo contro-
le a partir das 12h pé6s-indugao (Quadro 1). Tal altera¢ao co-
incide com a diminui¢ao na concentragao do acido lactico no
fluido ruminal dos ovinos que receberam o antibidtico, a partir
das 24h pés-inducao, nos quais os valores foram inferiores
de forma significativa (p<0,05), quando comparado ao gru-
po controle. Acreditamos que devido a caracteristica inibi-
téria que tem este ion6foro sobre a microbiota Gram-positi-
va, principal produtora do acido lactico e conseqiiente res-
ponsavel pela diminui¢ao do pH, tenha contribuido para este
resultado favoravel (Chen & Wolin 1979, Dennis et al. 1981).

Nao ocorreu diferenca estatistica significativa (p>0,05)
nos valores de neutréfilos positivos, na prova de reduc¢ao do
NBT, determinados em ambos os grupos, e nem entre os res-
pectivos momentos de cada um dos grupos; entretanto, em
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Fig. 1. Valores médios do pH sangiiineo e de mediana do NBT de
ovinos tratados com monensina sodica e nao tratados, na acidose
ruminal experimental.
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Fig. 2. Valores de mediana do célcio ionizavel e do NBT de ovinos
tratados com monensina sodica e néo tratados, na acidose
ruminal experimental.
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ambos os grupos ocorreu uma diminui¢ao de aproximada-
mente 50% de neutréfilos NBT-positivos 6 horas apds a indugao
da acidose, assim que a recuperacao dos valores do pH ruminal
e sangiiineo ndo implicou no restabelecimento da capacida-
de dos neutrofilos do grupo controle reduzirem o NBT (Qua-
dro 1, Fig. 1). Diferentemente do grupo controle, os animais
do grupo da monensina apresentaram, 48h p6s-indugao, va-
lores de neutréfilos NBT-positivos proximos aos observados
no momento controle (Oh), indicando um possivel resta-
belecimento do metabolismo oxidativo desses granuldcitos.
Os dados obtidos sugerem que outros fatores associados a
acidose ruminal, que nao a diminui¢ao do pH sangiiineo, possa
afetar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos.

A diminuicao dos valores de neutréfilos NBT-positivos foi
coincidente com o decréscimo do Ca?* ionizavel (Fig. 2). Em
ambos os grupos, os valores para o Ca®* plasmatico 6h p6s-
inducao foi significativamente (p<0,05) inferior ao observa-
do no momento controle (Oh) (Quadro 1). Alguns estudos
demonstraram que o aumento de Ca* intracelular é essenci-
al para ativagao de varios mecanismos dos neutrofilos, inclu-
sive 0 metabolismo oxidativo (Lew et al. 1984, Penfield &
Dale 1984, Higuchi et al. 1996). No entanto, Dewald &
Baggiolini (1985) verificaram que o metabolismo oxidativo
do neutréfilo depende também da concentracdao de Ca?*
extracelular. Todavia, nossas observa¢oes contrariam esta
hipotese, uma vez que a elevagao do Ca2* sangiiineo verificada
12h pés-inducao, em ambos os grupos, nao restabeleceu o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos, sugerindo que ou-
tros fatores devem contribuir para a inibi¢ao deste metabo-
lismo nesta fase da acidose. Kehrli & Goff (1989) verificaram
que durante o pré-parto, as vacas hipocalcémicas restabele-
ceram a normocalcemia apds o tratamento com para-
tormoénio, entretanto, este fato nao implicou no restabe-
lecimento do metabolismo oxidativo dos neutréfilos. Segun-
do estes autores, o Ca2* utilizado para a ativagio dos
neutréfilos deriva de compartimentos intracelulares, e esta
pode ocorrer na auséncia de Ca* extracelular, embora a fon-
te de Ca?* extracelular provavelmente seja importante para
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Fig. 3. Valores médios da glicose plasmatica e de mediana do NBT de
ovinos tratados com monensina sédica e ndo tratados, na acidose
ruminal experimental. ’
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Fig. 4. Valores de mediana do cortisol sérico e do NBT de ovinos
tratados com monensina sédica e nao tratados, na acidose
ruminal experimental.

manter a ativagcao destes granuldcitos. Portanto, deve-se
considerar a possibilidade de que a diminui¢ao do Ca2*
sangiiineo causada pela acidose ruminal nao tenha sido o
principal fator inibidor do metabolismo oxidativo dos
neutréfilos no presente estudo.

Em ambos os grupos, as concentracoes de glicose
plasmatica 6h p6s-indugao da acidose foram significativamen-
te (p<0,05) superiores aos dos demais momentos. Os valo-
res glicémicos dos animais tratados com monensina apenas
foram significativamente (p<0,05) superiores aos do grupo
controle 6h PI. A diminui¢dao da func¢ao oxidativa dos
neutrdfilos durante a acidose (Fig. 3) nao deveu-se a uma res-
tricao energética, assim como a recupera¢ao mais rapida desse
metabolismo oxidativo nos animais do grupo monensina nao
ocorreu devido a um aumento da glicemia. Stephewson et
al.(1996) observaram que a atividade quimiotatica de
neutréfilos de bovinos tratados com monensina foi superior
aos do grupo nao tratado. Nao foi verificada diferenca nos
valores da glicose sangiiinea de animais tratados e nao trata-
dos com a monensina, e concluiram que este ion6foro com-
promete a funcao dos neutréfilos independentemente da
glicemia, alterando o fluxo metabdlico energético, modifi-
cando o metabolismo mineral, aumentando a absor¢ao de
cations bivalentes, incluindo o cobre e o selénio, pois altera
a bomba Na/K ATPase ou por outro mecanismo ainda nao
determinado.

Neste estudo, a concentragao sérica de cortisol aumen-
tou acentuadamente, alcan¢ando valores maximos 12h pds-
inducao da acidose em ambos os grupos (Fig. 4). Os indices
do cortisol no grupo dos ovinos, que receberam a monensina
retornaram aos valores pré-estabelecidos 48h pés-indugio;
porém, este achado nao foi observado no grupo controle,
nos quais os animais apresentaram a concentracao desta va-
riavel significativamente (p<0,05) superiores. E reconheci-
do que a elevagao dos niveis de cortisol causa in vivo a inibi-
¢ao do metabolismo oxidativo dos neutréfilos (Roth et al.
1982). Portanto, é bastante provavel que o aumento de
neutréfilos NBT-positivos no grupo monensina apds 48h da
indugdo da acidose esteja relacionada a diminuicao do

estresse, fato este nao observado no grupo controle. Estes
resultados demonstraram, claramente, que os animais trata-
dos com monensina sodica se recuperaram mais rapidamen-
te da acidose lactica, sendo submetidos a um menor estresse,
de modo que o metabolismo oxidativo dos neutréfilos des-
ses animais ficaram inibidos por um intervalo de tempo me-
nor.

Pode-se concluir que o tratamento com a monensina nao
impediu que o metabolismo oxidativo dos neutréfilos fosse
inibido pela acidose lactica ruminal; no entanto, verificou-se
uma recupera¢ao mais rapida desta caracteristica nos ani-
mais que receberam o ioné6foro, quando comparado aos ani-
mais do grupo controle, tornando-os, provavelmente, me-
nos susceptiveis a processos infecciosos.
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