Ciéncia Animal Brasileira

Ciéncia Animal Brasileira
Brazilian Animal Science

an fnimel o DOI: 10.1590/1809-6891v22e-70611P

Se¢do: Medicina Veterinaria
Artigo Cientifico

Eritrograma e estresse oxidativo em bovinos confinados alimentados com feno de
Brachiaria sp. e suplementados com antioxidantes

Erythrogram and oxidative stress in confined cattle fed with Brachiaria sp. hay and supplemented
with antioxidants

Roberta Dias da Silva Cunha"® , Gustavo Lage Costa’® , Ulisses Reis Correia Pinto® (), Juliana Job Serodio Ferezin'
Paulo Henrique Jorge da Cunha'® , Maria Clorinda Soares Fioravanti'

"Universidade Federal de Goias (UFG) , Goiania, Goias, Brasil.
2Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC-GO), Goiania, Goias, Brasil.
SInstituto Federal Goiano (IFgoiano), Urutai, Goias, Brasil.

*Correspondente: robertadias@ufg.br

Resumo

As Brachiaria sp contém esporidesminas que podem ser oxidadas por lipoperoxidagd@o e ocasionar estresse oxidativo. No presente
estudo foram avaliados os efeitos de diferentes antioxidantes na lipoperoxidagdo dos eritrocitos de bovinos da raga Nelore,
alimentados com feno de Brachiaria sp. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em que 40 bovinos machos,
inteiros, foram divididos, em cinco tratamentos (G1: controle - sem suplementacdo; G2: suplementacdo de selénio e vitamina E;
G3: suplementag¢do de zinco; G4:suplementagdo de selénio e G5: suplementa¢do de vitamina E) e alocados em baias de
confinamento, por 105 dias. As amostras de plasma heparinizado ou com acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) foram obtidas
a cada 28 dias para avaliacdo hematoldgica ¢ de estresse oxidativo (0, 28 56, 84 ¢ 105 dias). No eritrograma foi mensurado a
contagem total de eritrdcitos, a hemoglobina e o hematocrito (Ht). Para a avaliagdo do estresse oxidativo, com o objetivo de analisar
as caracteristicas da membrana do eritrocito foram determinadas assubstancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), glutationa
total (GSH-T), glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD). Os resultados demonstraram que
independente do tratamento ndo houve estresse oxidativo durante o periododo confinamento experimental e que a associagdo
conjunta de selénio e vitamina E na dieta dos bovinos proporcionaram menor incidéncia de alteragdes deletérias sobre os eritrocitos.
Palavras- chaves: enzimas antioxidantes; eritrocito; espécies reativas de oxigénio (ROS); lipoperoxidagdo; Nelore.

Abstract

Brachiaria sp contains sporidesmin that can be oxidized by lipoperoxidation and cause oxidative stress. In the present study we
evaluated the effects of different antioxidants on lipoperoxidation of erythrocytes from Nelore cattle fed with Brachiaria sp hay.
The experimental design was entirely randomized, in which 40 whole male cattle were divided intofive treatments (G1: control - no
supplementation; G2: selenium and vitamin E supplementation; G3: zinc supplementation; G4: selenium supplementation and G5:
vitamin Esupplementation) and allocated in feedlot pens for 105 days. The samples heparinized and with ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) were obtained every 28 days for hematological and oxidative stress evaluation (0, 28 56, 84 and 105 days). In the
erythrogram total erythrocyte count, hemoglobin, and hematocrit (Ht) were measured. For the evaluation of oxidative stress,in order
to analyze the characteristics of the erythrocyte membrane, the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), total glutathione
(GSH-T), glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) were determined. The results showed
that regardless of the treatment there was no oxidative stress during the experimental confinement period and that the joint
association of selenium and vitamin E in the bovine diet provided a lower incidence of deleterious alterations on erythrocytes.
Key words: antioxidant enzymes; erythrocyte; reactive oxygen species (ROS);lipoperoxidation; Nelore.
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Resumo grafico: Eritrograma e estresse oxidativo em bovinos confinados alimentados com feno de Brachiaria sp. e suplementados

com antioxidantes

Introducao

A pecuaria brasileira tem se desenvolvido muito nos
ultimos anos, o que resultou em uma contribuigdo de 491,2
bilhdes de reais para economia, com valorizagdo
expressiva de 24,56% do PIB brasileiro de 20201, Uma
das vantagens competitivas da cadeia produtiva da carne
brasileira é o sistema extensivo, porém esse sistema de
criacdo a pasto pode acarretar algumas ineficiéncias na
producdo®. Na tentativa de minimizar esses prejuizos, a
incorporacdo de tecnologias relacionadas a nutri¢ao
animal, como a adi¢do de alguns microminerais e
vitaminas a dieta®, com o objetivo de melhorar a resposta
antioxidante ¢ imune dos animais ¢ aprimorar a eficiéncia
da cadeia produtiva tendo como foco a sustentabilidade®>.

As espécies de género braquiaria sdo importantes
forrageiras consideradas como a salvagdo da pecuaria
nacional®. Entretanto, algumas espécies como B.
brizantha, B. humidicola e, especialmente, B. decumbens
foram descritas como causadoras de fotossensibilizagdo
hepatdogena em ruminantes®. A causa principal da
fotossensibilizagdo hepatdgena em bovinos € a ingestdo da
toxina esporidesmina, presente nos esporos do fungo
Pithomyces chartarum®®.

O principal efeito toxico da esporidesmina deve-se
a ocorréncia da peroxidagdo de lipideos e da carboxilagdo
de proteinas presentes nas células, resultantes da
quantidade excessiva de radicais livres®. Entretanto,
alguns pesquisadores tém atribuido como causa da
intoxicagdo as saponinas esterdides litogé€nicas presentes
nas espécies de Brachiaria sp.'%!"V. Essas saponinas, ao
serem metabolizadas no organismo animal formam sais
insoluveis que se depositam sob a forma de cristais no

sistema biliar'?. Os cristais causam inflamagio e obstrucio
do sistema biliar, provocando necrose dos hepatocitos
periportais e resultando em ictericia, fotossensibilizagdo e
hepatite. 9.

O estresse oxidativo pode ser definido como um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos
oxidantes", ocasionando alteragdes no balango redox ¢
controle ou danos moleculares, com consequente alteragdo
funcional e prejuizo das fungdes vitais em varios 6rgdos e
tecidos. 1. Do ponto de vista funcional, o dano oxidativo
promove alteragoes sobre a fluidez, permeabilidade e
fungdo metabolica, o que resulta em um incremento em sua
fragilidade da membrana eritrocitria®. Dentre os
mamiferos, os bovinos exibem uma particularidade, na
qual apresentam uma menor susceptibilidade a agdo dos
radicais livres!'®, em decorréncia da composi¢do e
organizag¢do da membrana eritrocitaria que contém baixas
quantidades de fosfatidilcolina®'®, um fosfolipidio
altamente peroxidavel.

Devido ao transporte de oxigénio realizado pela
hemoglobina, os eritrocitos estdo constantemente expostos
as espécies reativas de oxigénio (ERQ) 1. O eritrdcito
apresenta em sua membrana grande nimero de grupos
sulfidrilas, que ao serem oxidados resultam em
desnaturacao das proteinas de membrana. Nesse processo,
pode ocorrer lesdo intracelular, com oxidagdo da
hemoglobina a meta-hemoglobina, que precipita e forma os
corptsculos de Heinz(8202D,

Para evitar os danos causados pela peroxidagdo, as
células possuem sistema de defesa antioxidante composto
pelas enzimas superdxido-dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GSHpx) ??. Os agentes
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antioxidantes ndo enzimaticos sdo constituidos pelo acido
ascorbico, vitamina E pela glutationa-redutase (GSH-Rd),
glutationa reduzida (GSH), carotenos, acido urico,
proteinas quelantes de metais de transi¢do, dentre outros®.

Um dos métodos de avaliagdo de peroxidagdo
lipidica nas biomembranas de eritrocitos ¢ a mensuragdo
das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
que quantificam o teor de malondialderdo (MDA) gerado
na peroxidagdo de lipideos de 4cidos graxos
polinsaturados®+2529,

O emprego de antioxidantes adicionados a ragdo
ofertada aos animais tem constituido uma opgao eficiente
de melhoramento no sistema produtivo. Sua utilizagao tem
propiciado aos animais melhora na sanidade, reprodugéo e
na produgdo (conversdo alimentar e ganho de peso)©27%:

Nesse contexto, objetivou-se com o presente estudo
avaliar se a suplementagdo de diferentes fontes de
antioxidantes na dieta de bovinos confinados alimentados
com feno de Brachiaria sp poderia evitar a ocorréncia de
estresse oxidativo sobre os eritrdcitos.

Material e métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Goias
(UFQG) e foi registrado sob o nimero 360/2010. O estudo
foi desenvolvido na Fazenda Tomé Pinto de propriedade da
Escola de Veterindria e Zootecnia da UFG, localizada no
municipio de Sao Francisco de Goias, Estado de Goias,
distante 110 km da capital.

Foram utilizados 40 bovinos machos, ndo castrados
¢ de peso médio inicial de 360 Kg e idade entre 24 ¢ 36
meses, criados em pastos de Brachiaria sp. Os animais
foram divididos em cinco grupos, com oito animais cada,
que receberam os seguintes tratamentos: Grupo 1 (Gl =
GC) - controle (sem suplementagio); Grupo 2 (G2 = Se +
Vit.E) - suplementacao com 2g de acetato de a-tocoferol
(1000UI Vitamina FE/animal/dia) e 10g de selénio
metionina (10mg de selénio/animal/dia); Grupo 3 (G3 =
Zn) - suplementacdo de 6g na forma de zinco metionina
(600mg de zinco/animal/dia); Grupo 4 (G4 = Se) -
suplementagdo com 10g na forma de selénio metionina
(10mg de selénio/animal/dia) e Grupo 5 (G5 = Vit.E) -
suplementagao com 2g de acetato de a-tocoferol (1000UI
Vitamina E/animal/dia).

Ap0s a constituigdo dos grupos, os animais foram
encaminhados aos seus respectivos piquetes, com area de
15m? /animal, com area sombreada, cochos e bebedouros,
e fornecimento de dieta duas vezes ao dia, as 8:00 e as
15:00 horas. O fornecimento de volumoso (feno de capim
Brachiaria sp.) e a dgua foram ad libitum. O concentrado
(racao) foi balanceado de acordo com a andlise
bromatolégica do feno ofertado (Quadro 1), com base na
estimativa de um ganho diario de 0,880kg/dia e para
atender as exigéncias nutricionais dos animais®. O
concentrado formulado (Integral Nutricdo Animal,
Goiania, GO) teve uma concentragdo de 34% de proteina e
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71% de nutrientes digestiveis totais (NDT), sendo os
principais constituintes, farelo de soja, farelo de milho e
mistura mineral (Quadro 2).) Os bovinos permaneceram
confinados por 119 dias, sendo 14 de adaptagdo e 105 de
experimento.

Quadro 1. Valores médios da composic¢ao bromatologica do feno
de capim Brachiaria sp. utilizado no experimento

Parametros % DP
Matéria seca 94,43 2,34
Nutrientes digestiveis totais 55,13 14,29
Proteina bruta 1,43 0,27
Fibra detergente acida 37,3 8,51
Fibra detergente neutra 72,36 5,06

Quadro 2. Composi¢do da ragdo total formulada com base na
matéria seca utilizada para alimentar os animais dos diferentes
grupos experimentais

Ingredientes % em matéria seca
Feno capim Brachiaria sp 70
Milho moido 20,5
Farelo de soja 45% 7,5
Minerais' 2

No periodo de experimentacdo ocorreu a
suplementagdo com antioxidantes a dieta por um periodo
de 105 dias. Os antioxidantes foram pesados diariamente
em uma balanga de precisio (Shimadzu®, modelo AY 220),
em copos descartaveis, de forma a propiciar que cada
animal recebesse a quantidade diaria de antioxidante,
conforme o seu tratamento no cocho. Para melhorar o
consumo da quantidade fornecida, era colocado sobre o
antioxidante um pouco de ra¢do, com a oferta individual
por animal. Os mesmos eram monitorados até a ingestao do
antioxidante e do concentrado na sua totalidade, impedindo
que outro bovino se aproximasse do cocho. A alimentagdo
foi fornecida sob a forma de dieta total, sendo que as sobras
de alimentos foram pesadas e¢ descartadas diariamente
antes do fornecimento matinal, para se determinar o
consumo de alimento pelo grupo e evitar que as sobras ndo
ultrapassassem mais de 10% do total fornecido.

Para a colheita das amostras, os bovinos foram
mantidos em estagdo ¢ contidos no brete. As amostras
sanguineas foram obtidas a cada 28 dias (0, 28, 56, 84 ¢ 105
dias) por meio de puncdo da jugular em tubos contendo
EDTA a 10% (écido etilediaminotetracético, sal dissodico)
e tubos com heparina.

Em seguida a colheita, os tubos foram armazenados
em caixas térmicas a 10°C e encaminhados ao laboratério
pelo periodo maximo de duas horas para a realizagdo do
hemograma ¢ obtengdo do hemolisado. Ap6s a obtengdo
das aliquotas para a mensuragdo do TBARS e dos
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antioxidantes: SOD, CAT, grupamento tiois, glutationas),
as amostras foram armazenadas no freezer a -80°C.

As amostras destinadas ao eritrograma foram
processadas & medida que chegavam ao laboratério, ndo
ultrapassando seis horas a partir do momento da colheita.
Avaliou-se a contagem total de eritrocitos e a hemoglobina
em equipamento semiautomatico (BC 2800 VET, Mindray,
Shenzhen). O volume globular (VG) foi obtido por meio de
microcentrifugagéo pela técnica de microhematocrito©®?.

A analise do TBARS nas amostras foi determinando
de acordo com a metodologia proposta por Esterbauer e
Cheeseman®?, As avalia¢cdes de GSH-T ¢ GSH-Px foram
determinadas pelas técnicas descritas por Tietze®? e
Bayoumi e Rosalk®, respectivamente. A atividade da SOD
foi realizada segundo os procedimentos propostos por
Beutler®. A CAT foi estabelecida pelo método proposto
por Aebi®,

Os dados foram submetidos a estatistica descritiva e
posteriormente, foram analisados por analise de variancia
(ANOVA), empregando-se o teste de Tukey, por meio do
software Statistical Analysis System (SAS v.9.3, Cary,
North Carolina), com grau de significancia de 5%.

Resultados

Os valores médios dos eritrocitos, da hemoglobina
e do volume globular estdo descritos na Tabela 1. Nao
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houve diferenca da suplementacdo entre os grupos
experimentais (p<0,05). Os resultados referentes a quarta
colheita foram descartados em virtude do equipamento nao
estar devidamente calibrado no dia da execugdo dos
exames laboratoriais.

Na avaliagdo hematoldgica (eritrocitos,
hemoglobina e VG) foram encontradas alteragdes
numéricas nos parametros mensurados, porém essas
alteragdes ndo produziram diferengas entre os diferentes
tratamentos. As diferencas foram observadas somente
dentro de cada grupo, entre 0os momentos experimentais.
Na 2% colheita, a contagem de eritrocitos em G4 apresentou
menores resultados que Gl e G3 (p<0,05). Na
determina¢do de hemoglobina, nessa mesma colheita,
houve variagdes significativas (p<0,05) em que o maior
valor encontrado foi em G3 e o menor em G4. O volume
globular (%) ndo apresentou variacdes significativas
(p>0,05) no periodo experimental.

Na determinacdo de TBARS (Tabela 2) ao analisar
as colheitas realizadas, verificou-se que houve interagao
grupos/tempo (p<0,05), em que o G2 apresentou menores
resultados em relacdo aos demais grupos 28, 56 e 105 dias.
Foram identificadas diferencas (p<0,05) entre as médias
dos grupos avaliados, de modo que G3 apresentou a maior
média de concentracdo de TBARS entre os tratamentos € o
G2 a menor. As médias marginais entre as colheitas foram
semelhantes (p>0,05).

Tabela 1. Médias (X= média em cada momento ¢ Média = média geral considerando todos os momentos) de eritrocitos, hemoglobina
e volume globular de bovinos da raga Nelore alimentados com feno Brachiaria sp. e suplementados com antioxidantes (G1- Grupo
controle, G2- Grupo selénio e vitamina E, G3- Grupo zinco, G4- Grupo selénio e G5- Grupo vitamina E)

Colheitas Eritrocitos (x10%ul) Hemoglobina (g/dL) Volume globular (%)
X Meédia X Meédia X Meédia
1° (Basal) 7,74 11,96 36,48
2° 8,21* ) 11,9548° ) 39,24* )
Gl . 7,.81° . 11,37 . 37,68°
3° 8,01* 10,99* 38,84%
5° 7,274 10,584" 36,15
1° (Basal) 7,33 11,78 35,09
20 7,440 11,064 36,68"
2 7,35 11,05* 36,67
G 3° 7,490 ’ 10,614 ’ 37,994 67
5° Tl 2 10,737 36,914
1° (Basal) 7,51 11,74 35,98
2° 8,421 12,324 40,954
G3 . 7,928 . 11,44° . 38,52¢
3° 7,85% 10,74* 38,55%
5° 7,58%" 11,018 38,60
1° (Basal) 7,45 11,65 34,95
2° 7,338 10,358 34,41
G4 . 7,38¢ . 10,68° . 35,43
3° 7,470 10,24* 35,96*
50 7,26%" 10,464" 36,38*"
1° (Basal) 8,09 12,45 36,28
2° 7,9148 11,0648 36,66
4 11,42° 46°
a3 3° 8,124 8 11,054 ’ 39,11* 3746
5° 7,564" 11,114 37,80
Média 7,66 11,19 37,15
Probabilidade 0,471 0,528 0,215

Médias seguidas de letras mintisculas diferentes nas colunas indicam diferenga significativa entre grupos experimentais. Médias seguidas de letras maiusculas diferentes com
asterisco (*) nas colunas indicam diferenca significativa entre os momentos experimentais dentro de cada grupo
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Tabela 2. Médias da concentrag@o de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (nM/gHb) em eritrdcitos de bovinos da raga Nelore
alimentados com feno Brachiaria sp. e suplementados com antioxidantes (G1- Grupo controle, G2- Grupo selénio e vitamina E, G3-

Grupo zinco, G4- Grupo selénio e G5- Grupo vitamina E)

Colheitas G1 G2 G3 G4 G5 Média Grupo Tempo Interacdo
1 (Dia 0) 22,38 19,98 23,58 21,13 21,72 21,76*
2 (28 dias) 21,18 18,628 22,88 22,632 21,90 21,44*
3 (56 dias) 23,54 18,93¢ 23,26 20,558¢ 22,2348 21,70* <0,0001 0,1079 0,001
4 (84 dias) 21,44 20,912 22,684 22,124 22,38 21,90°
5 (105 dias) 21,808 21,458 23,68 22,2348 22,6948 22,37
Média 21,998 19,98¢ 23,124 21,888 22,3048

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes nas linhas indica diferenga significativa entre grupos experimentais. Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas
colunas indica diferenga significativa entre colheita. Médias seguidas de letras maiusculas diferentes com asterisco (*) nas linhas indicam diferenga significativa entre grupos

experimentais em fungdo das colheitas

Na avalia¢do da atividade enzimatica da GSH-T
(Tabela 3), nao foi observada interacdo em relacdo grupo/
tempo (p>0,05). Verificou-se diferenca significativa entre
as médias dos grupos (p<0,05), sendo que o G5

apresentou o menor valor médio e o G1 o mais elevado.
No entanto, entre as colheitas ndo houve diferenca
significativa (p>0,05).

Tabela 3. Médias de glutationa total (uM/gHb) em eritrocitos de bovinos da raga Nelore alimentados com feno Brachiaria sp. e
suplementados com antioxidantes (G1- Grupo controle, G2- Grupo selénio e vitamina E, G3- Grupo zinco, G4- Grupo selénio e G5-

Grupo vitamina E)

Colheitas Gl G2 G3 G4 G5 Média Grupo Tempo Interagio
1 (Basal) 42,58 42,85 44,86 44,19 41,18 43,13%
2 (28 dias) 43,714" 42,63 43,134 42,042 41,03 42,512
3 (56 dias) 45,26 40,974 46,094 4427 40,452 43.41° 0,0112 0,4867 0,9196
4 (84 dias) 45,834 42,014 43,782 45,482 42,54~ 43,93%
5 (105 dias) 43,622 42,914 42,81 44,18* 39,054 42,520
Média 44,60~ 42,1348 43,9548 44,0048 40,778

Médias seguidas de letras maitisculas diferentes nas linhas indica diferenga significativa entre grupos experimentais. Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas
colunas indica diferenga significativa entre colheita. Médias seguidas de letras maiusculas diferentes com asterisco (*) nas linhas indicam diferenga significativa entre grupos

experimentais em fungdo das colheitas

Na determinagao da atividade enzimatica de GSH-
Px houve interagdo em relagdo grupo/tempo (p<0,05),
com diferenca significativa em todos os momentos de
colheita. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
grupos experimentais, sendo que o G3 apresentou o
menor valor médio ¢ o G2 os maiores (Tabela 4).
Considerando os momentos de colheita, verificou-se as
maiores médias no dia 56 e as menores aos 28 ¢ 84 dias
(p<0,05), entretanto, sem diferenga significativa (p>0,05)
entre o inicio e o fim do estudo.

Na mensuracdo da SOD foi observada interacdo
em relagdo grupo/tempo (p<0,05) nos valores médios,
verificou-se diferenca significativa entre os grupos
experimentais 56, 84 e 105 dias (Tabela 5). Foram

identificadas diferengas (p<0,05) entre os grupos
avaliados, em que G3 apresentou o valor médio inferior
aos dos demais tratamentos e que G1 e G4 apresentaram
as médias mais elevadas. As médias marginais entre as
colheitas foram semelhantes (p>0,05).

A determinagdo da CAT apresentou interagdo em
relacdo grupo/tempo (p<0,05) nos grupos experimentais
somente aos 84 e 105 dias (Tabela 6). Constatou-se, que
no G3, o valor médio foi superior (p<0,05) aos demais
tratamentos, enquanto o G2 apresentou 0s menores
valores (p<0,05). As médias marginais entre as colheitas
foram similares (p>0,05).
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Tabela 4. Médias de glutationa peroxidase (UI/gHb) em eritrocitos de bovinos da raga Nelore alimentados com feno Brachiaria sp. e
suplementados com antioxidantes (G1- Grupo controle, G2- Grupo selénio e vitamina E, G3- Grupo zinco, G4- Grupo selénio e G5-

Grupo vitamina E)

Colheitas G1 G2 G3 G4 G5 Média Grupo Tempo Interagio
1 (Basal) 0,67 0,82 0,58 0,76 0,71 0,71
2 (28 dias) 0,665 0,79 0,53¢ 0,6385¢ 0,674 0,66°
3 (56 dias) 0,698 0,834 0,618 0,758 0,874 0,75% <0,0001 0,0022 0,0352
4 (84 dias) 0,625 0,862 0,528 0,675 0,685 0,67°
5 (105 dias) 0,7248" 0,822 0,608 0,708 0,79 0,73
Média 0,68" 0,824 0,56¢ 0,68" 0,7548

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes nas linhas indica diferenga significativa entre grupos experimentais. Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas
colunas indica diferenca significativa entre colheita. Médias seguidas de letras maitisculas diferentes com asterisco (*) nas linhas indicam diferenca significativa entre grupos

experimentais em fungdo das colheitas

Tabela 5. Médias de super(;xido dismutase (Ul/mgHb) em eritrocitos de bovinos da raga Nelore alimentados com feno Brachiaria sp.
e submetidos a tratamento com diferentes antioxidantes (G1- Grupo controle, G2- Grupo selénio e vitamina E, G3- Grupo zinco, G4-
Grupo selénio e G5- Grupo vitamina E)

Colheitas G1 G2 G3 G4 GS Média Grupo Tempo Interagdo
1 (Basal) 276,38 280,38 267,25 264,5 265 270,70*
2 (28 dias) 278,124 265,374 253,87 275,122 266,622 267,82*
3 (56 dias) 290,874 279,878 255,00¢" 298,37 266,005¢" 278,02¢ <0,0001 0,0583 0,0125
4 (84 dias) 297,004 274,874 246,75 297,254 268,505¢ 276,87
5 (105 dias) 284,5018 279,508 239,50¢" 304,004 274,258 276,35*
Média 287,634 274,908 248,78¢ 293,694 268,848

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes nas linhas indica diferenga significativa entre grupos experimentais. Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas
colunas indica diferenga significativa entre colheita. Médias seguidas de letras maitisculas diferentes com asterisco (*) nas linhas indica diferenga significativa entre grupos

experimentais em fungdo das colheitas

Tabela 6. Médias de catalase (Ul/mgHDb) em eritrocitos bovinos da raga Nelore alimentados com feno Brachiaria sp. e submetidos a
tratamento com diferentes antioxidantes (G1- Grupo controle, G2- Grupo selénio ¢ vitamina E, G3- Grupo zinco, G4- Grupo selénio e

G5- Grupo vitamina E)

Colheitas G1 G2 G3 G4 G5 Média Grupo Tempo Interacdo
1 (Basal) 58,91 56,53 56,27 55,83 54,28 56,36*
2 (28 dias) 60,08~ 54,877 56,924 59,284 52,174 56,66*
3 (56 dias) 59,78~ 51,100 59,362 56,89 56,844 56,80*  <0,0001 0,8829 0,0087
4 (84 dias) 54,324 50,334 68,738 56,304 58,9548 57,82*
5 (105 dias) 53,134 51,074 66,885" 57,814 56,334 57,04°
Média 56,828 51,84¢ 62,974 57,7018 56,075¢

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes nas linhas indica diferenga significativa entre grupos experimentais. Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas
colunas indica diferenga significativa entre colheita. Médias seguidas de letras maitisculas diferentes com asterisco (*) nas linhas indica diferenga significativa entre grupos

experimentais em fungdo das colheitas

Discussao

O perfil eritrocitario dos animais durante todo o

experimento  manteve-se

referéncia®. Em estudos

contagem de eritrocitos®”

dentro

dos
anteriores,

limites

de

com bovinos
alimentados com capim Brachiaria sp observaram-se
resultados similares ao perfil hematologico para a

e na concentragdo de

hemoglobina para animais que receberam a suplementacéo
na ra¢do com selénio® e com vitamina E®®. Entretanto,

resultados divergentes foram observados em trabalho®”
com a suplementacdo de diferentes fontes de selénio
(organica e inorganica) em dietas de vacas leiteiras, em
que os valores médios de eritrocitos, hemoglobina e VG
foram maiores aos obtidos no grupo controle. Ensaios de
avaliacdo de lesdo oxidativa eritrocitaria®” concluiram
que, a associagdo de antioxidantes promove menos
alteragdes eritrocitarias com beneficios potenciais do
tratamento por meio da suplementagdo com
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antioxidantes sobre os eritrocitos.

A elevagao nos valores médios dos eritrocitos no
G3 poderia ser explicada pela fun¢do que o zinco exerce
na manutenc¢do da integridade das membranas celulares
dos eritrocitos“?. A acdo desempenhada por esse
microelemento favorece a associagdo das proteinas
presentes na membrana com os demais componentes do
citoesqueleto celular®), que por sua vez conferem a
protecdo antioxidante as membranas frente a oxidagdo de
lipideos e proteinas“? e antagoniza possiveis efeitos
deletérios por elementos i6nicos™.

A mensuragao de TBARS nos eritrocitos ao longo
do experimento evidenciou que durante as colheitas as
médias dos animais ndo apresentaram diferenca
significativa. Porém, constatou-se diferenga significativa
entre os tratamentos propostos (p<0,05). O
malondialdeido (MDA) ¢ um dos principais marcadores
da peroxidacao lipidica e por meio dele sdo mensuradas
as TBARS. O acréscimo na concentragdo sanguinea
desse marcador esta relacionado ao aumento da
peroxidagdo lipidica e dano oxidativo®?. Os animais que
receberam a suplementacdo de selénio e vitamina E
demonstraram  maior estabilidade lipidica. Em
experimento com suplementagdo isolada e associada de
selénio e vitamina E em bovinos“®? verificou-se a
melhoria no estado redox do sangue quando ocorreu a
associa¢do dos antioxidantes.

Os valores obtidos na mensuracao de TBARS nos
grupos  suplementados, demonstraram resultados
semelhantes aos observados em estudo com bovinos da
raca Simental“® com idade proxima a 20 meses
alimentados com ragdo e volumoso. Ensaios sobre a
influéncia de alguns antioxidantes (zinco e vitamina E, de
forma isolada e associada) sobre a peroxidacdo lipidica
no sangue de bovinos“”, observou-se que a associagdo
dos antioxidantes ocasionou a obtencdo de menores
indices de lipoperoxidagdo. Porém, os resultados obtidos
no presente estudo foram maiores aos encontrados na
literatura em animais suplementados com antioxidantes
ao se avaliar a lipoperoxidagdo em bovinos©®84530, Este
fato ocorreu provavelmente, pela utilizagdo de diferentes
metodologias e unidades de concentragdo que foram
empregadas na mensuragdo do MDA como indicador de
estresse oxidativo.

Cabe ressaltar também que a manutencdo dos
niveis de GSH-T deveu-se ao fato de que a glutationa em
maior concentragdo na maioria das células, inclusive nos
eritrocitos de mamiferos, estd sob a forma reduzida
(GSH). A deplegao dos niveis de GSH pode ocorrer
diretamente, por conjugagdo com radicais livres e,
indiretamente por inibidores da sua sintese e
regeneragao®'-?),

Como o consumo de GSH provavelmente ocorreu
apenas por sua propriedade antioxidante, a permanéncia
de altas concentra¢des de GSH nos eritrocitos contribuiu
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para a manutencdo dos niveis de GSH-T. Aliado a isso, a
manutengdo dos valores de GSH-T pode ter ocorrido
também em fungdo do “aumento compensatério” na
producdo de GSH por outros o6rgdos, na tentativa de
auxiliar o organismo a combater o aumento na produgao
das ERO®?. Essa geragdo excessiva de ERO pode
aumentar o grau de peroxidagdo lipidica e danos
celulares. Comportamento semelhante ao que ocorreu
neste estudo foi relatado por outros autores®?, ao
descreverem que a associacdo de selénio e vitamina E
proporcionaram aos bovinos analisados um sinergismo
entre o efeito dos antioxidantes administrados resultando
em menor efeitos deletérios sobre as células
eritrocitarias.

Ainda em relagdo a GSH, os resultados obtidos
neste ensaio para a suplementacdo isolada de selénio e
vitamina E foram menores aos encontrados em avaliacao
dos beneficios da suplementagdo de selénio em bovinos®
sobre a estabilidade da membrana dos eritrocitos. Em
experimento para analisar os efeitos da adicdo de
vitamina E em vacas em periodo de transi¢ao®®,
encontraram resultados maiores ¢ correlacdo negativa
entre a atividade enzimatica e o marcador de
lipoperoxidacdo. Acredita-se que essa divergéncia
ocorreu em virtude do sexo, da concentracdo de
antioxidante fornecido e do estado fisiologico dos
animais, além da metodologia empregada, com a
utilizacdo de reagentes comerciais diferentes dos
empregados neste estudo.

As médias de SOD entre as colheitas
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para os
grupos analisados em fungdo da variagdo na
concentragdo de H,O, provocada pela agdo da SOD,
indicando que houve ativacdo do ciclo redutor da
glutationa, em que os grupos suplementados com selénio
e vitamina E (G2), selénio (G4) e vitamina E (G5)
apresentaram valores crescentes ao longo das colheitas.
Pesquisadores ao trabalharem com mensuragdes de
estresse oxidativo em bovinos®¥, com dieta a base de
feno, verificaram por meio da atividade de SOD ¢ da
CAT resultados similares ao deste estudo, o que
demonstra que elevadas concentragdes de H,O, nado
produzem desequilibrio com os antioxidantes. Em
avaliagdo da influéncia de distirbios metabolicos sobre o
estresse oxidativo®® verificaram que a inclusdo de
vitamina E ndo propiciou alteracdes em SOD e GSH-Px.

A avaliacdo da atividade enzimatica da CAT
promoveu elevagdo nas médias do grupo que recebeu a
suplementagdo com zinco (G3) aos 84 e 105 dias. Essa
enzima apresenta um papel importante na avaliagdo do
estresse oxidativo, pois ela atua na neutralizagdo do H,O,
em altas concentragdes, formado por meio da dismutagdo
do radical O, promovida pela SOD. Entretanto, em
baixas concentragdes desse radical livre, a GSH atua
exercendo a neutralizagdo do H,0,®Y. Alguns autores®®
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relatam a importancia na determinacdo da inter-relacdo
entre as atividades dessas enzimas para avaliar os
mecanismos de defesa dos antioxidantes presentes no
organismo. A mensuracdo da atividade das enzimas
SOD, GSH-Px e CAT é comumente utilizada para avaliar
a capacidade de defesa do organismo contra a agdo das
EROs®?. As observagdes de variagdes entre as colheitas
para CAT foram analogas ao estudo para ruminantes®”,
indicando que essa variagdo € provavelmente atribuida a
condigdo de estresse.

A avaliagdo conjunta dos biomarcadores de
estresse oxidativo avaliados neste estudo revela que os
eritrocitos nao sofreram peroxidagdo lipidica, o que foi
confirmado principalmente pela ndo alteracdo dos
valores de TBARS nas células eritrocitarias.

Conclusao

A suplementagdo, de bovinos da raca Nelore
confinados e alimentados com feno de Brachiaria sp,
contendo antioxidantes, de forma isolada (zinco, selénio
e vitamina E) ou associada (selénio e vitamina E), ndo
altera o estresse oxidativo nos eritrocitos.
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