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Resumo

LEONARDO, A. P. Efeitos da vitamina E no desenvolvimento produtivo e reprodutivo
de machos ovinos Pantaneiros. 2019. 111f. Tese. Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande-MS, 2019.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da vitamina E (VE) intramuscular, em diferentes
doses, em machos Pantaneiros, sobre suas funcbes produtivas (qualidade da carne) e
reprodutivas (biometria e histologia testiculares, sémen, perfis bioquimico e hematoldgico,
concentracdes plasmaticas de testosterona e marcador de estresse oxidativo). Utilizaram-se 20
carneiros com idade meédia de 20 meses, que sofreram restricdo alimentar na fase de
peridesmame, distribuidos em grupos, recebendo um total de 400 Ul/4 mL de VE,
semanalmente, por 56 dias consecutivos, em diferentes volumes: GC (controle/sem
aplicacdo), G1 (uma aplicacdo de 4 mL), G2 (duas aplicacbes de 2 mL) e G3 (quatro
aplicacBes de 1 mL). A cada 14 dias, ao longo do experimento, era realizado o androldgico e
colhidas amostras de sémen e sangue, para analises de perfis bioquimicos (colesterol total,
triglicerideos, creatinina, fosfatase alcalina, proteinas totais, albumina, globulina, ureia,
alanino aminotransaminase - ALT, aspartato aminotransaminase - AST), hematologicos,
concentracOes de testosterona e malondialdeido e caracteristicas seminais, totalalizando-se
cinco momentos de coleta de dados. Aos 56 dias, os animais foram abatidos, retirando-se
deles os testiculos para biometria testicular e 0 muasculo longissimus thoracis et lumborum
(LTL) para posteriores analises da carne quanto a composi¢do quimica e fisica, peroxidacao
lipidica e acidos graxos. Colesterol total, alboumina, globulina e AST variaram ao longo do
experimento, tendo o G2 colesterol menor, enquanto a albumina mostrou-se maior. J& 0s
pardmetros hematoldgicos e as concentragdes plasmaticas de malondialdeido e testosterona
ndo foram influenciados pelo uso daVE. Dentre os parametros reprodutivos testados, as
caracteristicas seminais (turbilhdo, motilidade, vigor) mantiveram-se constantes nas diferentes
colheitas. No entanto, o nimero de células de Sertoli foi maior no G3, enquanto o nimero de
tubulos seminiferos ndo variou, assim como a biometria testicular pos-abate. Em relacdo a
qualidade da carne, os G1 e G2 apresentaram maiores teores de lipideos, enquanto G1 e G3
tiveram valores superiores para coloracdo A* (intensidade de vermelho) e C* (intensidade de
cor). A VE também ndo influenciou na peroxidacgdo lipidica; entretanto, mostrou um efeito
nos acidos graxos saturados e insaturados, pois 0 G2 apresentou menores teores de C17:0 e
C18:1. Conclui-se que a VE parenteral pode influenciar em alguns parametros bioquimicos do
sangue, mas nao no perfil hematol6gico, caracteristicas seminais e testiculares, exceto no
namero de células de Sertoli. No geral, a dose de 400 Ul nos diferentes volumes utilizados
foram insuficientes para justificar sua indicacdo como suplemento com fins antioxidativos.

Palavras-chave: ovinos. perfil sanguineo. qualidade de carne. tocoferol.



Abstract

LEONARDO, A. P. Effects of vitamin E on productive and reproductive development of
indigenous Pantaneiro rams. 2019. 111f. Tese. Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande-MS, 2019.

The objective of this study was to evaluate the effect of intramuscular vitamin E in different
doses in males Pantaneiros on their productive functions (meat quality) and reproductive
functions (testicular biometry and histology, semen, biochemical and hematological profiles,
plasma concentrations of testosterone and marker of oxidative stress). Twenty lambs with a
mean age of 20 months, who underwent food restriction in the periwearn phase, were divided
into groups, receiving a total of 400 IU / 4 mL of LV, weekly, for 56 consecutive days, in
different volumes: GC (control / without application), G1 (one 4 mL), G2 (two 2 mL
applications) and G3 (four 1 mL applications). Semen samples and blood samples were taken
every 14 days for the analysis of biochemical profiles (total cholesterol, triglycerides,
creatinine, alkaline phosphatase, total proteins, albumin, globulin, urea, alanine
aminotransaminase - ALT, aspartate aminotransaminase - AST), hematological, testosterone
and malondialdehyde concentrations and seminal characteristics, totaling 5 moments of data
collection. At 56 days, the animals were slaughtered, removing the testes for testicular
biometry and the longissimus thoracis et lumborum (LTL) muscle for further analysis of the
meat regarding chemical and physical composition, lipid peroxidation and fatty acids. Total
cholesterol, albumin, globulin and AST varied throughout the experiment, with lower G2
cholesterol, while albumin was higher. The hematological parameters and plasma
concentrations of malondialdehyde and testosterone were not influenced by the use of EV.
Among the reproductive parameters tested, the seminal characteristics (swirl, motility, vigor)
remained constant in the different harvests. However, the number of Sertoli cells was higher
in G3, while the number of seminiferous tubules did not vary, as well as the post-slaughter
testicular biometry. Regarding meat quality, G1 and G2 had higher lipid contents, while G1
and G3 had higher values for A * (red intensity) and C * (color intensity). VE also did not
influence lipid peroxidation; however, showed an effect on saturated and unsaturated fatty
acids, since G2 presented lower levels of C17: 0 and C18: 1. It was concluded that the
parenteral LV may influence some blood biochemical parameters, but not in the
hematological profile, seminal and testicular characteristics, except in the number of Sertoli
cells. In general, the dose of 400 IU in the different volumes used was insufficient to justify
its indication as an antioxidative supplement.

Key-words: blood profile. meat quality. sheep. tocopherol
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INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, grande importancia tem sido dada aos efeitos provocados pelo
estresse oxidativo em diferentes tipos celulares, incluindo os espermatozoides e células
sanguineas. Muitas das alteragdes que ocorrem no organismo podem ser causadas por
moléculas conhecidas como radicais livres. Essas moléculas sdo altamente reativas, e sua
reatividade se da por possuirem elétrons desemparelhados. A formacdo de radicais livres in
vivo ocorre via acdo catalitica de enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons
que ocorrem no metabolismo celular (fatores enddgenos) e pela exposicdo a fatores exdgenos
(Rao et al., 2011; Liochev, 2013). O estresse oxidativo pode levar também a um aumento da
lipoperoxidacdo (LPO), da perda por gotejamento e da descoloracdo da carne de cordeiros
(Faustman et al., 1998). Situacbes adversas, como 0 estresse em confinamento e desafios
nutricionais impostos aos animais com o objetivo de melhorar a conversao alimentar, fazem
com que o metabolismo animal se modifique para manter suas funcgdes fisioldgicas em

completa homeostase (Silva et al., 2014).

A utilizacdo de antioxidantes na dieta de ruminantes é uma alternativa que objetiva
melhorar os parametros reprodutivos desses animais, e € feita, em sua maior parte, através de
suplementacédo oral (Maia & Bicudo, 2009). Entretanto, sabe-se que a utilizacdo por via oral,
tratando-se de ruminantes, encontra um grande desafio, 0 metabolismo no rimen. Parte da
absorcdo desses suplementos nos ruminantes acaba sendo prejudicado pela flora ruminal
(Finch & Turner, 1996; NRC, 2007), sendo necessario que, para melhor aproveitamento
desses compostos, o trato gastrointestinal seja evitado.

A vitamina E é um nutriente lipossoltvel essencial (Zuo et al., 2014), mas o0s
mamiferos ndo sdo capazes de sintetiza-la (Alvarez et al., 2014). A vitamina E, juntamente
com o selénio, sdo considerados importantes agentes antioxidantes e vém sendo utilizados
para otimizar os parametros espermaticos de alguns reprodutores, sendo a exigéncia
necessaria diaria da vitamina E de 200 Ul para ovinos adultos reprodutores (NRC, 2007;
Mahmoud et al.,, 2013; Ahsan et al., 2014). Xavier (2007), estudando o efeito da
suplementacédo de vitamina E e selénio em caprinos submetidos a insulagdo escrotal, percebeu
que o aporte nutricional retardou os efeitos deletérios aos testiculos apds 18 dias de insulagéo,
mostrando que a suplementagdo vitaminica e mineral também é efetiva para casos de
degeneracgédo, como ja referido por NRC (2007) e Cheeke & Dierenfeld (2010). A vitamina E
também protege os tecidos de dano oxidativo. Ela é depositada na membrana celular onde

protege os acidos graxos poli-insaturados da membrana contra a oxidacgdo, e este efeito
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protetor da suplementacgdo é verificado também na carne (Kasapidou et al., 2012; Berthelot et
al., 2014).

Os ovinos Pantaneiros, como sao popularmente conhecidos alguns dos exemplares de
ovinos encontrados no Estado de Mato Grosso do Sul, apresentam fenotipos caracteristicos,
adquiridos por sua adaptacdo ao bioma Pantanal (Gomes et al., 2007), originados atraves do
acasalamento de muitas racas ovinas trazidas por colonizadores desde o descobrimento do
Brasil (Mariante & Cavalcante, 2006). Essa raca € considerada autoctone, ou seja, ragas que
passaram por muitos anos de evolucédo, o que lhes permitiu total adaptacdo ao meio ambiente
em suas diversidades e peculiaridades, integrando-se, assim, ao ecossistema (Brito, 2013).
Essas ragas, normalmente, possuem menor ganho de peso ao crescimento e producédo de leite
do que racas especializadas; todavia, quando se leva em consideracdo caracteres de
sobrevivéncia, fertilidade e longevidade, elas tendem a mostrar um desempenho melhor
(Henson, 1992).

Estes animais Pantaneiros se aproximam, fenotipicamente, das racas lanadas do Sul e
deslanadas do Nordeste, o que sugere serem linhagens evolutivas, ou raca, distinta dos ovinos
ja descritos no Brasil (Gomes et al., 2007). Sdo animais bastante rusticos e adaptados as
condicBes climéticas, de solo e de pastagens Sul-Mato-Grossenses. Suas caracteristicas
produtivas e reprodutivas vém sendo gradativamente estudadas; entretanto, ainda pouco se
conhece sobre os seus padr@es hematoldgicos e seminais, especialmente em condicGes
restritas de crescimento frente aos efeitos das variacdes climaticas na alimenta¢do,como secas
intensas por falta de chuva ou frio rigoroso, ocasionando baixa oferta de pastagem natural nas
diferentes fases da cadeia produtiva do rebanho (cordeiros, ovelhas prenhes e machos
reprodutores).

O manejo efetivo para reproducdo e o conhecimento reprodutivo de uma determinada
raca é essencial para a produtividade de rebanhos ovinos, tendo-se em conta uma visdo da
populagdo envolvida no custo de producdo, especialmente quando da definicdo de
caracteristicas intrinsecas a um grupo racial local, como o Pantaneiro. Tendo em vista estas
informacoes, a utilizacdo de antioxidantes como a vitamina E, por via parenteral, para ovinos
Pantaneiros, pelo seu facil manuseio e manejo a campo, em um determinado periodo e dose,
pode vir a contribuir com a eficiéncia produtiva e reprodutiva de machos ovinos, melhorando
as caracteristicas relacionadas a elas.

O objetivo dessa tese foi de avaliar a influéncia da suplementacdo parenteral com
vitamina E (400 Ul) em diferentes volumes e frequéncias de aplicacdo sobre as funcdes

produtivas e reprodutivas (biometria e histologia testiculares, sémen, perfil bioquimico,
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concentrag0es hormonais, marcadores de estresse oxidativo) e a qualidade da carne em

machos ovinos Pantaneiros adultos que sofreram restri¢do alimentar no periodo peridesmame.

2.0. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Vitamina E: um pouco da histéria

Antigamente, os cientistas, para descobrir o exato beneficio que um alimento em
particular poderia fornecer, simulavam condigdes de deficiéncia de nutrientes em animais.
Esses experimentos consistiam em alimentar os animais com um determinado tipo de
alimento por um longo periodo de tempo. Em todas as situacdes, 0s animais apresentavam
salde debilitada, alguns ficavam seriamente doentes e outros, inclusive, morriam. Os que
ficavam doentes iam sendo suplementados com varios nutrientes, até se tornarem saudaveis
novamente. O bioquimico britanico Sir Frederick Gowland Hopkins, prémio Nobel de
Quimica, por volta de 1900, concluiu, através de suas pesquisas, que 0 corpo humano, para
sobreviver, necessitava de uma determinada quantidade de substancias especificas. J& o
bioquimico polonés Kazimierz Funk, em 1912, realizando um experimento com arroz,
conduziu a primeira formulacdo do conceito de vitaminas. Somente ap0s trés décadas dessas
descobertas, € que 0s quimicos comecaram a sintetizar as vitaminas que hoje estdo
disponiveis no mercado. Dentre as vérias classes conhecidas, a vitamina E tem sido descrita
como a vitamina da fertilidade, segundo observacdes cientificas em animais. Em 1922,
Herbert McLean Evans (1882-1971) e Katharine J. Scott Bishop (1889-1976) observaram que
a auséncia de um fator alimenticio lipossoltvel na dieta, presente nas folhas verdes e sementes
de trigo, resultava, na rata gestante, em reabsor¢do embrionaria ou morte fetal, enquanto a
ovulagéo e a concepcdo continuavam a ocorrer normalmente. A deficiéncia de vitamina E em
ratos machos resultou em alteracdo do epitélio seminifero. A vitamina E, também recebe o
nome de tocoferol, das palavras gregas tocos, que significa nascimento, e pherein, que
significa transportar (Cheeke & Dierenfeld, 2010). Em 1936, as primeiras formulacdes de
vitamina E foram obtidas pela extracdo do 6leo de gérmen de trigo, por H. Evans e sua
equipe. A sintese foi realizada posteriormente, em 1938, pelo quimico suico Paul Karrer
(Aditivosingredientes, 2010).

2.2. Vitamina E: estrutura quimica

A designacdo vitamina E é utilizada para uma familia de oito moléculas de estrutura
semelhante. Estas substancias pertencem a dois grupos de compostos, os tocoferdis e o0s
tocotriendis. O primeiro grupo é derivado do tocol e apresenta uma cadeia lateral saturada

contendo 16 atomos de carbono, que inclui quatro dos oito compostos, sendo eles o a-
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tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol e o &-tocoferol (Nelson & Cox, 2011; Jiang, 2014). A
diferencga entre estas moléculas reside na quantidade de grupos metil que substituem o anel
aromatico do tocol. Os quatro tocoferdis consistem de um anel cromanol, com padrdes
diferentes de substituicdo de grupos metil nas posi¢des 5, 7 e 8 do grupo principal (a, B, o, V),
e uma cadeia lateral fitil com 16 carbonos saturados. Os tocoferdis possuem trés centros
quirais nos carbonos 2, 4’ ¢ 8’, e os isdmeros de ocorréncia natural tem a configuracdo R nas
trés posicoes. Os outros quatro compostos sdo o0s tocotriendis, que possuem o mesmo padrdo
de substituicdo no anel cromanol, com uma cadeia lateral isoprenoide com 16 carbonos
insaturados e ligacdes duplas nas posicdes 3°, 7 e 11°, como demonstrado na Figura 1

(Schneider, 2005; Cheeke & Dierenfeld, 2010; Rao et al., 2011).

tocoferois

tocotriendis

Figura 1. Estrutura quimica de tocoferdis e tocotriendis.
Fonte: Adaptado de Angelo & Jorge (2007)

Sua principal atividade fisiologica é a acgdo antioxidante, sendo o a-tocoferol a
isoforma com maior atividade (Traber & Packer, 1995; Jiang, 2014). De forma abundante, a
vitamina E est4 presente nas membranas bioldgicas, onde exerce a fungdo de protecdo aos
acidos graxos poli-insaturados (PUFASs) da LPO, contribuindo, assim, para a manutengédo da
integridade e estabilidade de estruturas celulares (Vannucchi et al., 1997; Vannucchi et al.,
1999; Nelson & Cox, 2011). O a-tocoferol reage com radicais peroxila e hidroxila, impedindo
a propagacao das reacGes em cadeia induzidas pelos radicais livres (Traber, 1997; Jiang,
2014).
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2.3. Vitamina E: Metabolismo

De todos os tocoferois e tocotriendis encontrados nos alimentos, o a-tocoferol é a
principal molécula absorvida que supre as necessidades de vitamina E (Jiang, 2014). Apds sua
absorcéo, ele é secretado pelo intestino em quilomicrons, e os remanescentes de quilomicron
sdo capturados pelo figado, que secreta o a-tocoferol em VLDL (lipoproteinas de muita baixa
densidade) (Traber et al.,, 1988; Jiang, 2014). O metabolismo das VLDL resulta na
incorporagdo do a-tocoferol pelas LDL (lipoproteinas de baixa densidade) e HDL
(lipoproteinas de alta densidade) (Traber et al., 1992; Kayden & Traber, 1993). O mecanismo
de acdo de vitaminas lipossoltveis é dependente da formacdo de micelas para transporte
através das membranas intestinais, onde as vitaminas sdo incorporadas em lipoproteinas e
secretadas na linfa intestinal para distribuicdo por outros tecidos (Alvarez et al., 2014).
Quando se trata do tipo de suplementacdo, a resposta da vitamina E depende da forma como
foi administrada ao animal (sintética ou natural), da composicéo e dos ingredientes da dieta
basal, especialmente na parte de concentrados (se predominio de carboidratos ou de
gorduras), pois uma maior concentracdo plasmatica da mesma pode indicar uma perda
reduzida no rumen ou uma alta taxa de hidrolise e absorcdo dos ésteres de vitamina E
suplementados (Berthelot et al., 2014).

Todos os tipos de vitamina E encontrados apresentam fungdes antioxidantes similares
(doacdo de atomos H* dentro de uma ordem de magnitude), mas os ndo-a-tocoferdis séo
pouco reconhecidos pela proteina transportadora de a-tocoferol (a-TTP). Sendo assim, a a-
TTP ¢ responsavel pela manutengdo das concentragdes de a-tocoferol plasmaticas (Traber et
al., 1990; Zuo et al., 2014) e teciduais, pois ela é necessaria para transportar tocoferois do
lisossoma para a membrana plasmatica antes da secrecdo de vitamina E dos hepatdcitos
(Jiang, 2014). Na falta dessa proteina, a via usual desse composto resulta no acimulo
lisossomal de a-tocoferol e na sua excrecdo, em vez da secregdo do mesmo no plasma (Traber
et al., 1993). Os diferentes tipos de vitamina E sdo oxidados pelas enzimas citocromo P450
(CYP) (Brigelius-Flohe & Traber, 1999), e eliminados, na maior parte, na bile, por via fecal,
como tocoferil-hidroquinona conjugado com acido glucurénico. Somente cerca de 1% ¢é
excretado na urina como &cido tocoferénico, também conjugado (Kiyose et al., 2001; Jiang,
2014), como visto na Figura 2. O gene para a a-TTP é expresso no figado, coracao, baco,

pulmdes, musculo longissimus e musculos gluteos (Zuo et al., 2014).
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Figura 2. Metabolismo da vitamina E.
Fonte: Adaptado de Gagné et al. (2008)

A vitamina E é um nutriente lipossoltvel essencial, absorvido pelo intestino, que
circula no corpo com lipoproteinas plasmaticas (Zuo et al., 2014), e se associa com as
membranas celulares, os depdsitos de lipideos e as lipoproteinas no sangue (Nelson & Cox,
2011). Os tocoferdis e tocotrienois sao amplamente distribuidos em plantas, ocorrendo
principalmente como alcoois livres em fragctes lipidicas de folhas verdes e sementes (NRC,
2007). No entanto, os mamiferos ndo sdo capazes de sintetizar vitamina E, principalmente na
forma de o-tocoferol, devendo recebé-la na alimentacdo (Alvarez et al., 2014) ou por via
parenteral.

Em sua forma a-tocoferol, a vitamina E exerce papel fundamental em processos
envolvendo fusdo de membrana, na liberacdo de compostos pré-formados de vesiculas,
liberacdo de neurotransmissores no sistema nervoso central, adesdo celular, endocitose,
reciclagem de vesiculas, fagocitose e fusdo de células e organelas (Xu et al., 2016). A reviséo
do NRC (2007) enfatiza a importancia da vitamina E na resposta imune, quando macréfagos e
neutréfilos produzem grandes quantidades de anion superoxido (O27) e peroxido de hidrogénio
(H202) a partir de moléculas de oxigénio, para destruir os micro-organismos, e também no
estimulo da funcéo linfocitéria (Cheeke & Dierenfeld, 2010).

2.4. Vitamina E: deficiéncia
Segundo Sauberlich (1999) e Cozzolino (2009), as concentragdes de tocoferol podem

ser medidas de diferentes formas, como pelo grau de hemdlise in vitro dos eritrocitos, pela
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concentracdo de tocoferol no plasma, soro, eritrocitos, linfocitos ou plaquetas, e pelas
medidas de produtos originados da LPO.

Baixos niveis de vitamina E no plasma podem ocorrer em condicGes clinicas agudas,
como traumas, sepse e processos inflamatérios (Asakura, 2006), e em situacdes de animais
alimentados com dietas carentes nesta substancia, inclusive em fémeas gestantes, refletindo-se
na transferéncia placentaria e no colostro e leite (NRC, 2007). A deficiéncia de vitamina E
induz a LPO em diferentes condi¢6es clinicas, como nefrectomia, processos inflamatorios e
estresses agudos (Cordeiro et al., 2002).

O recém-nascido é mais vulneravel a deficiéncia de vitamina E, devido as suas
reduzidas reservas corporais e pobre digestdo, pois apresenta deterioracdo da absorcdo e
diminuicdo do transporte sanguineo pela baixa concentracdo de LDL no feto e no neonato
(Sokol, 1993). Em termos reprodutivos, a atrofia testicular e a degeneracdo do epitélio
germinal dos tdbulos seminiferos sdo, tambem, resultados frequentes da deficiéncia de
vitamina E (Wilson et al., 2003), assim como a reabsor¢do embrionéria e a retengdo de
placenta (NRC, 2007; Cheeke & Dierenfeld, 2010; Jovanovic et al., 2013).

Outras consequéncias da deficiéncia de vitamina E, relacionadas ao estresse oxidativo
resultante, incluem distrofia muscular, necrose hepéatica (com alteracdo na capacidade
sintética do figado), degeneracdo nervosa e hemolise (Pugh, 2004; NRC, 2007; Cheeke &
Dierenfeld, 2010).

2.5. Estresse oxidativo

A presenca dos radicais livres é critica para a manutencdo de muitas funcbes
fisioldgicas normais (Dias et al., 2010; Doshi et al., 2012; Agarwal et al., 2014). As células
reduzem o oxigénio e geram ATP na mitocondria, com liberagdo de radicais livres neste
processo (Rao et al., 2011). Radicais livres sdo agentes altamente reativos, contendo ao menos
um elétron desemparelhado em sua molécula, e sdo pro-oxidantes normais em organismos
aerobicos (Ferreira & Matsubara, 1997; Zhong & Zhou, 2013). Em sistemas biol6gicos, a
oxidacéo (perda de elétrons) ou a reducdo (aceitacdo de elétrons) séo as duas maiores formas
para desenvolvimento de radicais livres (Norberg & Arnér, 2001; Rao et al., 2011).

Os radicais livres também exercem um papel fundamental no sistema imunoldgico,
apresentando acgdo bactericida, fungicida, virdtica, formando uma potente barreira de defesa
do organismo frente a presenca de micro-organismos (Rahman, 2007). Alem disso, participam
na fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso acarreta efeitos prejudiciais, tais

como a LPO de membranas e oxidacao de proteinas (Rao et al., 2011; Silva et al., 2011). O
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desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, que resulta na inducdo de danos
celulares, gera o estresse oxidativo (Agarwal et al., 2014). O estresse oxidativo ocorre como
consequéncia da excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e sistemas de
defesa oxidativa enfraquecidos (Andrade et al., 2010; Agarwal et al., 2014).

ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo geradas e metabolizadas por todos os
sistemas bioldgicos aerdbicos, que necessitam do oxigénio para seu funcionamento normal
(Rao et al., 2011; Doshi et al., 2012). Contudo, quantidades excessivas de ROS séo nocivas as
suas fungdes e/ou a sua sobrevivéncia (Norberg & Arnér, 2001; Maia, 2002; Maia & Bicudo,
2009; Luz et al., 2011). Portanto, o funcionamento ideal do sistema aerobico depende de um
equilibrio gerado entre as quantidades de ROS produzidas e removidas pelo sistema
antioxidante celular (Maia & Bicudo, 2009; Andrade et al., 2010). O estresse oxidativo €,
inclusive, desencadeado por fatores ambientais, podendo ter efeitos antigonadotroficos e
antiesteroidogénicos (Agarwal et al., 2014; Kumar et al., 2015).

Como forma de protecdo contra as ROS, a célula possui um sistema de defesa
antioxidante. Antioxidantes sdo substancias ou moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas
capazes de prevenir, interceptar ou reparar a acao dos oxidantes, convertendo-0s em agua,
protegendo as células e o organismo dos efeitos nocivos ocasionados pela superproducéo de
ROS (Norberg & Arnér, 2001; Andrade et al., 2010; Luz et al., 2011). Substancias como 0s
antioxidantes tém capacidade de atrasar ou inibir as lesdes causadas pelos radicais livres, e
suas concentracGes podem aumentar devido a maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia
dos mecanismos antioxidantes, como uma estratégia de defesa do organismo contra o
potencial destruidor dos radicais livres (Ferreira & Matsubara, 1997; Rao et al., 2011).

Os antioxidantes enzimaticos sdo, também, denominados de agentes naturais, sendo a
primeira linha de defesa a atuar no organismo, reduzindo o excesso de ROS e prevenindo
danos a estrutura celular, como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationaperoxidase (GPx) (Andrade et al., 2010; Luz et al., 2011). Ja os antioxidantes ndo
enzimaticos, conhecidos como compostos de baixo peso molecular, incluem vitamina C,
vitamina A, a-tocoferol (a-TOH) ou vitamina E, acido a-lipoico, &cido Urico, zinco, taurina,
hipotaurina, coenzima Q10 e melatonina (Agarwal et al., 2008; Andrade et al., 2010; Carocho
& Ferreira, 2013; Zhong & Zhou, 2013).

Os efeitos provocados pelo estresse oxidativo em diferentes tipos celulares, incluindo
0s espermatozoides, vém sendo estudados. Algumas substancias presentes no plasma seminal,

guando em desequilibrio, podem causar danos as células espermaéticas e, assim, prejudicar a
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fertilidade ou, até mesmo, o inicio da puberdade ou maturacdo sexual, através do estresse
oxidativo (Maia & Bicudo, 2009; Camara et al., 2011).

O espermatozoide ovino, por conter alta concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs) em sua membrana plasmatica, € extremamente sensivel aos efeitos
nocivos das ROS, através da LPO, resultando em perda de motilidade e viabilidade
espermaticas (Kaya et al., 2001; Luz et al., 2011), podendo, assim, comprometer a fertilidade.
A LPO resulta na formacéo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos citotoxicos, tais como o
malondialdeido (MDA\), 4-hidroxynonenal e isoprostanos (Lima & Abdalla, 2001; Norberg &
Arnér, 2001), que alteram a estrutura, permeabilidade e fluidez da membrana, influenciando a
fertilidade (Maia & Bicudo, 2009; Yue et al., 2010; Camara et al., 2011). Este processo pode
ser avaliado e utilizado como indicador do estresse oxidativo celular, atraves dos produtos por
ele gerados, com a deteccdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), neste caso,
o0 MDA (Lima & Abdalla, 2001; Maia & Bicudo, 2009; Yue et al., 2010) e os nitritos,
originados do metabolismo de 6xido nitrico (NO). O NO ¢ importante na modula¢do da
funcdo reprodutiva masculina, tanto na espermatogénese quanto na esteroidogénese, entre
outras (Hong et al., 2010; Doshi et al., 2012).

2.6 Relagdo da vitamina E com a funcéo reprodutiva

O estresse oxidativo tem papel fundamental na fisiologia reprodutiva normal,
auxiliando a adaptacéo e regulagdo da transducdo de sinalizacéo intracelular (Yoshikawa &
Naito, 2008). A fertilidade dos machos € bastante influenciada pelo estresse oxidativo
(Agarwal & Prabakaran, 2005), e um baixo desempenho dos espermatozoides pode ser
provocado pela LPO, ocasionada por esse tipo de estresse (Arabi & Seidaie, 2008).0 tecido
testicular, em geral, torna-se um dos alvos do estresse oxidativo devido ao alto contetdo de
PUFAs, os lipidios de membrana (Mishra & Acharya, 2004). Em humanos, Pasqualotto et al.
(2000) relataram uma associacdo entre altos niveis de ROS no sémen com uma expressiva
reducdo da contagem de espermatozoides e na sua motilidade.

A defesa antioxidante, seja ela por enzimas ou ndo, tem como objetivo proteger as
células do desequilibrio dos agentes oxidantes (Halliwell & Gutteridge, 2015). A vitamina E
inibe a LPO das membranas e os danos gerados por ela aos diferentes tecidos, inclusive os
reprodutivos (Hong et al., 2009; Hong et al., 2010; Yue et al., 2010; Wei et al., 2016; Xu et
al., 2016), primeiramente por inibir a reacdo formadora de hidroperdxidos de lipideos
(LOOH) a partir dos radicais peroxil (LOO") que, por sua vez, sdo gerados desde o perdxido

de hidrogénio (H202). Como o LOO" é acumulado rapidamente e em altas concentragdes, 0
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fato da vitamina E se ligar rapida e facilmente a este radical, impedindo a continuacdo da
cadeia da LPO, torna-a um fator antioxidante importante para a célula, “quebrando a corrente”
da LPO, protegendo os espermatozoides contra danos oxidativos do DNA e da membrana
(Sikka, 2004; Hong et al., 2010; Yue et al., 2010).

E conhecido que a vitamina E atua em sinergismo com o selénio, especialmente nas
acoes antioxidantes (NRC, 2007; Mahmoud et al., 2013; Ahsan et al., 2014), melhorando a
performance reprodutiva de carneiros tratados com vitamina E e selénio, em termos de
tamanho testicular, qualidade seminal, concentracGes de testosterona, libido e niveis da
enzima glutationa redutase (Mahmoud et al.,, 2013). Além de ser reconhecida como
importante no sistema antioxidante do organismo, a vitamina E exerce outras fungoes
biolégicas ndo relacionadas a esta capacidade (NRC, 2007; Cheeke & Dierenfeld, 2010;
Ahsan et al., 2014; Xu et al., 2016), como regular a atividade de transcricdo e translacdo de
genes dependentes da enzima fosfoquinase C, inclusive na sintese de horménios esteroides
(Xu et al., 2016).

Para garantir a producdo efetiva de hormonios pelas células de Leydig e, assim, a
espermatogénese completa, os testiculos contam com um conjunto de enzimas antioxidantes
eliminadoras de radicais livres. Este sistema protege as células testiculares de uma possivel
LPO, sendo este fator uma das principais causas da baixa funcionalidade dos testiculos
(Aitken & Roman, 2008). Em cabritos suplementados por Hong et al. (2009) com vitamina E
na dieta por cinco meses, observou-se que, desde os trés meses de idade, houve um aumento
significativo na densidade numérica e no diametro de tubulos seminiferos e epididimais, no
namero de células espermatogénicas e na sua habilidade, ainda que sem afetar o peso
testicular, especialmente com doses de 80 e 320 Ul/animal/dia, refletindo-se em melhor
desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos destes animais. Naziroglu et al. (2003), estudando o
efeito da suplementacédo de vitamina E em ratos diabéticos, relatou uma protecao significativa
nos testiculos contra danos oxidativos. Nos testiculos, essa vitamina pode afetar a expressdo
de receptores e fatores de transcricdo em numerosas vias intracelulares, além de regular a
expressdo de genes relacionados ao metabolismo (Xu et al., 2016). Segundo Yue et al. (2010)
e Xu et al. (2016), esta vitamina engrandece os mecanismos de defesa antioxidantes nos
testiculos, removendo o excesso de radicais livres, por aumentar a expressdo génica de
enzimas antioxidantes e fatores ligados aos seus mecanismos de agéo, fatos ja referidos em
outros locais do organismo por NRC (2007) e Nelson & Cox (2011).

Lin et al. (2005) relataram que deficiéncias alimentares de vitamina E em machos em

crescimento causam degeneracdo das espermatogonias, resultando em baixas concentragdes
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de espermatozoides. Alguns estudos com vitamina E relataram aumento na produgéo total de
espermatozoides e na sua concentracdo em diferentes espécies (Brzezinska-Slebodzinska et
al., 1995; Yousef et al., 2003; Luo et al., 2004; Yue et al., 2010).

2.7 Relacgdo da vitamina E com a carne e acidos graxos da carne

E conhecido que a quantidade, o tipo de gordura ingerida e seus &cidos graxos (AGs)
modulam metabolismo, fisiologia e resposta imune em seres humanos e animais e, portanto,
mudancas na ingestdo desses AGs alteram o risco de varias doengas cronicas, particularmente
de doencas cardiovasculares (FAO, 2010). Neste contexto, as gorduras comestiveis de
ruminantes ndo parecem saudaveis, principalmente devido ao seu alto contetdo em gordura
saturada, reduzido em n-3 poli-insaturados e varidvel em AG-trans (Bessa et al., 2015).

A suplementacdo dietética com vitamina E, além de aumentar os niveis de a-tocoferol
no plasma, também incrementa as concentracfes desta vitamina nos musculos e na gordura,
neutralizando parcialmente a LPO (Kasapidou et al., 2012). Por ser um importante
antioxidante que protege os tecidos de danos oxidativos, ao ser depositado na membrana
celular, impede a LPO dos PUFAs da membrana (Kasapidou et al., 2009). Demirel et al.
(2004) relataram que dietas com alta suplementacdo de vitamina E proporcionaram protecao
adicional contra a LPO, aumentando a quantidade de PUFAs e diminuindo o contetudo de
AGs saturados monoenoicos no musculo, figado e tecido adiposo. De forma similar, Morel et
al. (2006) verificaram que a dieta com vitamina E pode reduzir a LPO na carne suina e nos
produtos de carne suina processada. Também foi relatado que a vitamina E, além de
estabilizar os PUFAs, foi um dos principais determinantes da qualidade da carne, quanto as
caracteristicas instrumentais (coloracao), particularmente em ruminantes (Wood et al., 2008;
Cheeke & Dierenfeld, 2010). Pompeu et al. (2018), trabalhando com suplementacdo de
vitamina E em frangos, aumentaram o contetdo desta vitamina no musculo, diminuiram a
LPO, mas ndo alteraram a concentracdo de PUFAs.

Liu et al. (2013) suplementaram cordeiros com vitamina E, encontrando que o
conteudo dela no musculo aumentou significativamente, de forma mais intensa nos animais
recebendo 200 Ul/dia, reduzindo o conteddo de AGs monossaturados e aumentando os AGs
mono-insaturados (MUFAS) e os AGs conjugados (CLA).

A suplementacdo oral de cordeiros com vitamina E, por Berthelot et al. (2014),
aumentou as concentragdes plasmaticas de a-tocoferol, mas sem modificar a composicdo de
AGs, como PUFAs n-3 e n-6, nem a performance de crescimento dos animais ou 0s
pardmetros de abate. O mecanismo de transformacéo da vitamina E dietética em vitamina E

muscular é influenciado por vérios fatores, incluindo a concentracdo na dieta, o tipo de
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masculo, e o tipo de vitamina E a ser usada (Liu et al.,1995). Ponnamplam et al. (2012) e
Suman et al. (2014), avaliando a carne de cordeiros suplementados com vitamina E e selénio,
encontraram estabilidade na cor da carne, LPO reduzida e diminuicdo na perda por
gotejamento. A vitamina E tem demonstrado atrasar a conversdo de oximioglobina em
metamioglobina e, assim, aumentar a vida de prateleira da carne de cordeiro (Ripoll et al.,
2013). Neste mesmo sentido, Guerra-Rivas et al. (2016) verificaram que a suplementagéo de
cordeiros com vitamina E reduziu a descoloracéo da carne e a LPO, e preveniu a deterioracdo
sensorial da mesma.

Caracteristicas da qualidade da carne, tais como cor e sabor, influenciam
drasticamente as suas propriedades sensoriais e sdo afetadas, diretamente, por processos
oxidativos (Embuscado, 2015). Segundo Pisoschi & Pop (2015), a lipoperoxidagdo tem
propriedades que destroem a estrutura da membrana, e perturbam os processos de transporte,
causando perdas na funcéo das organelas celulares. Em consequéncia, lipideos, pigmentos,
proteinas, carboidratos, vitaminas e a qualidade geral da carne sdo afetados, com resultados
indesejaveis de sabores desagradaveis, descoloracdo (desbotamento, escurecimento ou
degradacéo) e perdas nutritivas (Embuscado, 2015).

3.0. A atividade reprodutiva em machos ovinos

A atividade reprodutiva comeca com o inicio da puberdade, influenciando o ciclo de
producdo animal. Para a expressdo maxima da capacidade reprodutiva, é necessario que o
macho atinja a maturidade sexual (Gonzalez & Silva, 2006; Delgadillo, 2008; Gouletsou &
Fthenakis, 2010), fase na qual o animal apresenta instinto sexual (libido), capacidade de
monta e caracteristicas seminais condizentes com reproducdo plena (Hafez & Hafez, 2004;
Pugh, 2004). Fatores relacionados ao préprio animal, como raca, idade, peso corporal e
caracteristicas testiculares (Maia, 2002; Gouletsou & Fthenakis, 2010), assim como varia¢des
climaticas e tipo de alimento fornecido ao longo de sua criacdo e manutencdo, podem
influenciar as caracteristicas reprodutivas, acelerando ou retardando a entrada na puberdade e
a maturidade sexual (Emsen, 2005; Blache et al., 2008), bem como as respostas reprodutiva e
produtiva na vida adulta. Animais que recebem uma dieta pobre ou carente de algumas
substancias, em qualquer fase da vida, podem ter sua fertilidade comprometida, assim como o
seu potencial produtivo (NRC, 2007).

Nos machos, os primeiros sinais de atividade reprodutiva associam-se a um
incremento na secrecdo de testosterona, na espermatogénese e no comportamento sexual. O
tamanho testicular aumenta, de acordo com a raca, quando os cordeiros atingem media de 8-

10 semanas de idade e peso corporal médio de 16-20 kg, coincidindo com o aparecimento de
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espermatdcitos primarios e crescimento dos tibulos seminiferos (Delgadillo, 2008). Santos et
al. (2016), estudando cordeiros Pantaneiros com idade de aproximadamente 184 dias,
suplementados com glicerina bruta, obtiveram média de 28,6 cm de perimetro escrotal e 165
mL de volume para o testiculo esquerdo, e verificaram proliferacdo de células do epitélio
germinativo em desenvolvimento e producdo espermatica, indicativos de inicio da puberdade
nestes animais. Oliveira et al. (2014), caracterizando cordeiros Pantaneiros com cronologia
dentaria “dente de leite”, obtiveram peso médio de 29,5 kg, considerando-0s jovens e em
inicio de puberdade, assim com Santos et al. (2016).

O crescimento e a regressdo testiculares em carneiros estdo diretamente
correlacionados com modificagdes no peso corporal e na secrecdo de hormdnios metabdlicos,
como hormonio do crescimento (GH), insulina e fator de crescimento semelhante a insulina-1
(IGF-1; Blache et al., 2000). Carmona (2011), mensurando carneiros Pantaneiros com idades
entre 13 e 37 meses e pesos entre 38 (£8,2) e 62,5 kg (x1,4), em condi¢Oes naturais,
encontrou valores para a circunferéncia escrotal de 23 (minimo) a 37 cm (mé&ximo).
Restricbes na nutricdo durante as primeiras semanas de vida, pré-desmame, tem
consequéncias de longo prazo sobre a performance reprodutiva na idade adulta (Blache et al.,
2008).

As variacdes na qualidade seminal que ocorrem ao longo do ano parecem ser devidas a
influéncia do fotoperiodo e de outros fatores do meio ambiente, 0s quais ocasionam
modificacdes nos niveis circulantes de gonadotrofinas (FSH, LH) e testosterona, na conduta
reprodutiva do macho (libido), no didmetro testicular e epididimario e na sensibilidade a acéo
da testosterona (Hafez & Hafez, 2004; Delgadillo, 2008). Existem correlacdes fortes e diretas
entre plano de nutricdo, massa testicular e numero de espermatozoides por ejaculado, para
pequenos ruminantes (Blache et al., 2008; Martin et al., 2010). Fumagalli (2017), estudando
carneiros Pantaneiros na estacdo chuvosa, criados a pasto, com cerca de 30 meses de idade e
peso corporal de 557,91 kg, encontrou volume ejaculado de 1,60+0,4 mL e concentracéo
espermatica de 140,13 + 49,76 x 10° espermatozoides/mL. Ja na estacdo seca, esses mesmos
animais apresentaram peso corporal de 46,93+7,28 kg, volume ejaculado de 0,89+0,53mL e
concentragdo espermatica de 101,60+55,96 x 10° espermatozoides/mL. Ja& Monreal et al.
(2012), estudando o sémen de carneiros nativos do Mato Grosso do Sul com idade
aproximada de 12 meses, verificaram valores de 76% de motilidade progressiva e vigor
espermatico 4.

O ambiente social no qual os machos séo criados parece influenciar alguns aspectos de

seu comportamento reprodutivo, especialmente em carneiros pré-puberes, o que afetara a sua
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capacidade de servi¢co na vida adulta, ainda que sem influéncia sobre qualidade seminal e
concentragdes de testosterona, mas sim na sensibilidade a este esteroide (Ungerfeld &
Lacuesta, 2010).

4.0. Perfis hormonais e bioquimicos ligados ao metabolismo e a reproducédo de
carneiros
A composicao bioquimica do sangue reflete o equilibrio entre o ingresso, 0 egresso e a

metabolizacdo dos nutrientes (Silva et al., 2014). Um dos maiores reguladores da funcéo
reprodutiva € o estado metabdlico do animal, ou seja, a disponibilidade de nutrientes e energia
aos tecidos em um dado momento (Blache et al., 2006; Blache & Martin, 2009). O estado
metabolico depende da massa de alimento consumido, das reservas corporais e da taxa de
gasto de energia, com modificacdes em qualquer um destes fatores podendo influenciar a
capacidade reprodutiva (Blache et al., 2006).

Alguns hormonios e metabdlitos bioquimicos sanguineos (insulina, glicose, acidos
graxos volateis e certos aminoacidos) atuam como sinais metabolicos humorais que modulam
a secrecdo de gonadotrofinas e de GnRH, enquanto a leptina age como um indicador de longo
prazo do balanco das reservas energéticas (Blache et al., 2000; Blache et al., 2006; Quintero
& Ruiz-Cortez, 2008). Uma forma de se avaliar o status nutricional de um rebanho é através
da determinacao de alguns metabdlitos sanguineos (Peixoto & Osorio, 2007; Fernandes et al.,
2012).

Varios fatores internos e externos podem influenciar os parametros hematoldgicos e
bioguimicos, 0 que impacta na aplicacdo destas variaveis para inferir sobre a performance
produtiva dos animais (Bourgon et al., 2017). Os hormonios tireoideanos, por exemplo, séo
considerados indicadores do status metabdlico e nutricional dos animais (Todini, 2007).

O perfil energético do sangue inclui colesterol total, suas fragbes HDL e LDL e
triglicerideos, e fornecem base para avaliagdo do balanco energético, indicando o grau de
deposicdo e de mobilizacdo das reservas de energia na forma de gordura (Hossner, 2005;
Fernandes et al., 2012). A mobilizagdo de lipideos e o estresse oxidativo sdo parte de uma
complexa adaptacdo metabolica as demandas do animal (Miloud & Karima, 2015), pois a
biossintese do colesterol em acetato € um processo com alto gasto energético (Bourgon et al.,
2017). Os niveis de colesterol total plasmatico sdo indicadores adequados do total de lipideos
no plasma, pois correspondem a, aproximadamente, 30% do total e tem uma relacdo direta
com a alimentacdo do animal (Villa et al., 2009). Segundo Freitas Janior et al. (2010), o
aumento na concentracé@o de colesterol total no sangue ocorre em razao da elevacdo da demanda

necessaria para digestdo, absorcéo e transporte de acidos graxos de cadeia longa ingeridos, na
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forma de colesterol e lipoproteinas (Fernandes et al., 2012). Por outro lado, para Villa et al.
(2009), as concentracOes séricas de colesterol total e/ou lipoproteinas refletem o balango de
um momento mais proximo a avaliacdo sérica, ou seja, a alimentagéo recebida recentemente,
ao contrario do escore de condicdo corporal (ECC), que reflete o balanco de energia no
tempo. Quando a dieta € pobre em energia ou o0 animal esta sujeito ao estresse, ocorre a
mobilizacdo dos estoques de gordura, pela agdo do cortisol, estimulando a enzima lipase
horménio-sensivel, para determinar lipolise (Hossner, 2005). Neste sentido, niveis menores de
colesterol no sangue podem ser indicativos de reduzidas lipogénese, transporte lipidico e
biossintese de colesterol (Thrall et al., 2015; Bourgon et al., 2017).

Os triglicerideos servem, principalmente, como fonte de energia metabdlica celular,
acumulando-se no tecido adiposo (Thrall et al., 2015), seu principal local de metabolismo
enddgeno nos ruminantes, de onde sdo mobilizados em resposta as demandas de energia do
corpo (Espinoza et al., 2008), mas os ruminantes tém uma baixa capacidade de sintese desses
lipideos, especialmente em condi¢bes nutricionais proximas as naturais (Fernandes et al.,
2012). A suplementacdo de vitamina E (150-300 Ul/dia) por via oral, em machos bovinos
confinados, no experimento de Wei et al. (2016), aumentou as concentracBes plasmaticas de
triglicerideos e tendeu a aumentar as proteinas totais.

O perfil proteico abrange as concentracfes de proteinas totais, albumina, globulina,
creatinina e ureia. A determinacdo da concentracdo de proteinas totais permite avaliar o status
nutricional proteico dos animais, pois sua diminui¢cdo no plasma relaciona-se a deficiéncia
proteica na alimentacdo, se descartadas causas patoldgicas (Peixoto & Osério, 2007). A taxa
de sintese de proteinas esta diretamente relacionada com o estado nutricional do animal e com
a funcdo hepéatica (NRC, 2007; Thrall et al., 2015), e as concentragdes destas caracteristicas
sdo, reconhecidamente, maiores em animais jovens em relacdo aos adultos (Martin et al.,
2004; Meira Junior et al., 2009). As concentracdes de proteinas sericas, incluindo as de
albumina e globulina, sdo afetadas por numerosos fatores, e encontram-se reduzidas em casos
de parasitoses intensas (Braun et al., 2010).

A albumina sérica é considerada o indicador mais sensivel para determinar o status
nutricional proteico em longo prazo (Peixoto & Os6rio, 2007; Peixoto et al., 2010), pois as
mudangas ocorrem lentamente, sendo detectaveis em cerca de um més, devido a baixa
velocidade de sintese e degradacdo (Martin et al., 2004). Esta proteina controla o volume
sanguineo, por manter a pressdo oncética do compartimento sanguineo e, também, serve
como carreadora para moléculas de baixa solubilidade em &gua, isolando sua natureza

hidrofobica, tais como hormdnios solGveis em lipideos (como os esteroides), sais biliares,
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bilirrubina desconjugada, acidos graxos livres, calcio e outros ions e algumas drogas (Peixoto
& Osorio, 2007; Meira Janior et al., 2009; Djuricic et al., 2011). As concentracGes séricas de
albumina sofrem influéncia do fator etario, sendo maiores em animais mais jovens, em fase de
maior demanda metabdlica para crescimento (Martin et al., 2004; Peixoto & Osorio, 2010).
Normalmente, as alteragdes nas concentracdes de albumina acompanham-se de variagdes na
ureia sérica, pois, quando a albumina e a ureia diminuem, indicam deficiéncia proteica e,
quando a albumina diminui e os niveis de ureia permanecem normais ou estdo elevados,
associados a elevacdo de enzimas, isto pode ser indicativo de falha hepatica (Gonzalez &
Silva, 2006).

A ureia sanguinea é um indicador importante do suprimento e/ou da utilizacdo de
proteina alimentar em ovinos, especialmente em curto prazo, e esta diretamente relacionada
aos niveis proteicos da racdo e a relacdo energia/proteina da dieta (Peixoto e Osorio, 2007;
Peixoto et al., 2010), influenciada pelo status nutricional do animal, relacionada com
crescimento do tecido magro (Braun et al., 2010). Animais jovens podem ter uma melhor
capacidade de conversdo de nitrogénio em aminoacidos e proteinas, 0 que impacta na sua
performance produtiva (Bourgon et al., 2017).

A creatinina ¢ formada no musculo a partir da creatina fosfato por desidratacdo
irreversivel. Os niveis de creatinina plasmatica refletem a taxa de filtracdo glomerular, devido
a sua total excrecgdo renal, e niveis altos deste metabodlito indicam deficiéncia na funcéo renal
(Gonzalez & Silva, 2006; Nelson & Cox, 2011; Thrall et al., 2015). Existe uma correlacdo
positiva entre o conteddo corporal de creatina, que é dependente da massa muscular e do
ECC, e taxa de proteo6lise e utilizacdo de compostos enddgenos de nitrogénio (Caldeira et al.,
2007).

As enzimas hepéticas como fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase — AST
(TGO) e alanina aminotransferase — ALT (TGP) sdo indicativas das condi¢Ges hepéticas
(Thrall et al., 2015). A FA origina-se principalmente no figado mas, em animais jovens,
também em outros tecidos, e correlaciona-se ao crescimento dos animais e a ingestdo
alimentar (Bourgon et al., 2017). Os animais em crescimento tém maior atividade celular e
mitocondrial, principalmente nos osteoblastos, que se reflete também pela secrecdo de FA
(Zani et al., 2010). A enzima FA é expressa em grandes quantidades nos testiculos e
epididimos, e a sua quantificagdo pode ser utilizada como marcador para diferenciar
azoospermia verdadeira (altos niveis de FA) de falhas na ejaculagdo (baixos niveis de FA) e

azoospermia por bloqueio do ducto deferente (Turner & McDonnell, 2003).
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A AST é uma enzima que catalisa a transaminagdo de aspartato ¢ a-cetoglutarato em
oxalacetato e glutamato, mais abundante no figado e nos muasculos, sendo sua concentragao
indicativa de danos nesses tecidos (Silva et al., 2014; Thrall et al., 2015). Segundo Gonzélez
& Silva (2006), altas concentracdes de AST podem ser observadas em hepatite infecciosa e
toxica, cirrose, obstrucdo biliar e figado gorduroso, além de casos de hemolise, e por
deficiéncia de selénio/vitamina E no exercicio fisico intenso. Em ruminantes, a AST € um
bom indicador de funcionamento hepatico (Pugh, 2004; Santana et al., 2009; Silva et al.,
2014). Ja a ALT pode ser usada como um marcador de dano hepéatico em ovinos, aumentando
rapidamente, enquanto a FA tem menor especificidade nesta fungédo (Braun et al., 2010).

Os produtos da LPO, como o grupo aldeido (malondialdeido - MDA), ceto, hidroxi e
alguns outros formados durante este processo (Nair et al., 2005), podem causar danos ao
longo do tempo e levar a doencas degenerativas (Temple, 2000). Existe um equilibrio entre
producédo e remocgdo de ROS no sistema reprodutor masculino. Algumas dessas substancias
desempenham papel importante na funcdo espermatica normal, como na capacitacdo e na
fusdo ovocito-espermatozoide, mas podem causar alteraces patoldgicas quando ocorre
estresse oxidativo (Sikka et al.,1995), e a vitamina E pode participar destes processos como
um importante antioxidante (Doshi et al., 2012). J4 a LPO dos espermatozoides pode ocorrer
devido a sua alta concentracdo de PUFAs, aumentando a producdo de ROS e diminuindo a
eliminacdo desses compostos através do sistema antioxidante e, portanto, causando a LPO da
membrana espermatica e seu funcionamento anormal (lamir e Gagnon, 1995; Sikka et al.,
1995), com substancias decorrentes destes processos aparecendo no plasma seminal.

As modifica¢bes no status metabdlico podem atuar em algum dos trés niveis do eixo
reprodutivo dos carneiros (hipotalamo-hipéfise-testiculos), bem como sobre seus mecanismos
de retroalimentacdo (Blache et al., 2006), assim como sobre os eixos de controle metabdlico.
Uma das formas de modificar o status metabdlico é a adi¢do de diferentes ingredientes na
dieta, resultando em distintos modelos de fermentacdo ruminal e produtos de digestdo pds-
ruminal. Ao atingirem o sangue, estes produtos podem ter efeitos marcantes sobre as
concentragfes sanguineas, as quais, por sua vez, afetam as concentra¢fes de hormonios e 0
balanco de eixos hormonais, refletindo-se na composi¢do corporal (Roche et al., 2011),

incluindo o plasma sanguineo e seminal, assim como a carcaga dos animais.

5.0. Perfil hematologico
O estudo clinico do sangue através do hemograma é fundamental para avaliar a salde

dos animais e, por ele, detectar alteragbes de carater patologico ou ndo (Chaves, 2009;
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Bezerra et al., 2013). O sangue é um tecido liquido, composto pelo plasma e por células, os
glébulos vermelhos (hemacias ou eritrécitos), os glébulos brancos (leucécitos, neutréfilos,
eosinofilos, monacitos, linfocitos e basofilos; Antonelou et al., 2011), e as plaquetas. As
hemaécias carreiam, no seu interior, moléculas de hemoglobina, que sdo responsaveis pelo
transporte de oxigénio. A hemoglobina € utilizada como um marcador de higidez dos animais,
enquanto as células da série branca, sejam elas granuldcitos (eosindfilos) e células
mononucleares (linfécitos e mondcitos), podem indicar processos inflamatérios (quando ha
incremento nos leucdcitos e linfdcitos) e, mesmo, situacdes de estresse, com aumento de
eosindfilos e mondcitos (Pugh, 2004; Silva et al., 2014). As plaquetas sdo fundamentais para
0s processos de coagulacdo sanguinea (Pugh, 2004).

O volume globular e a hemoglobina estdo ligados a alimentacdo equilibrada e de
qualidade, principalmente em energia, fornecida aos animais em confinamento, produzindo
adequada quantidade de células sanguineas (Richardson et al., 2002), de forma a ndo afetar os
parametros hematolégicos (Bezerra et al., 2013). Touros avaliados por Contiero et al. (2018),
apresentaram correlacdo de parametros hematoldgicos com indices produtivos, com a idade
tendo efeito oposto as concentracdes de leucdcitos e linfécitos, fato também verificado por
Zani et al. (2010), em ovinos Dorper.

O quadro hematoldgico dos animais pode sofrer influéncia de fatores ambientais, tais
como o local em que os mesmos estdo alojados, o clima e a fase fisioldgica em que eles se
encontram (Bezerra et al., 2013). Na prética, a contagem de hemacias, a determinacdo do
hematocrito e da concentracdo de hemoglobina sdo Uteis na avaliacdo da anemia, que é
caracterizada por reducdo destes parametros (Silva et al., 2014).

Para Pereira (1996), os eritrécitos e os leucdcitos sofrem um continuo processo
oxidativo e, apesar de existir a protecdo antioxidante que reduz os riscos de danos causados
pelos radicais livres, esses organismos podem acabar sofrendo algum tipo de interferéncia,
pois a protecdo do agente antioxidante pode ser insuficiente. Os radicais livres, quando estéo
presentes no ambiente celular, podem, além de lesionar a membrana celular dos eritrocitos,
modificar as estruturas da membrana e de outros componentes celulares, como dos neutrofilos
(Cotran et al., 1994; Harvey, 1997). Além disso, em raz&o de sua funcao de transportadores de
oxigénio, 0s eritrocitos estdo particularmente vulneraveis aos radicais livres formados no
interior da celula durante os processos metabdlicos fisiologicos, principalmente aqueles
relacionados as fun¢des da hemoglobina (Harvey, 1997). Lee & Nieman (1993) sugerem que

a caréncia de vitamina E pode diminuir a sobrevida das células e prejudicar a efetividade da
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eritropoiese, e uma suplementacdo aos animais com vitamina E pode beneficiar o processo de
producdo dos eritrdcitos.

Os parametros hematoldgicos utilizados como referéncia em anélises laboratoriais,
como eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, plaquetas e leucécitos, sofrem influéncia de
fatores relacionados & idade, ao sexo, a nutri¢cdo, ao clima, a condi¢do corporal e a raca
(Chaves, 2009; Morais, 2009).

6.0. Caracteristicas organolépticas da carne

As constantes transformacfes que ocorrem no muasculo do animal apds o abate,
definem o produto carneo. A carne é utilizada como alimento de elevada qualidade nutricional
devido a sua funcdo plastica, influenciando na formacéo de novos tecidos e na regulacdo de
processos fisiologicos e organicos, aléem do fornecimento de energia (Pinheiro et al., 2009).

Dos compostos que fazem parte da carne, proteinas, lipideos e minerais, as proteinas
representam cerca de 18 a 22%, variando entre racas (Maturano, 2003). Os lipideos estdo
relacionados com a qualidade da carne, principalmente considerando-se sua distribuigdo na
carne, influenciando na textura, suculéncia e sabor (Menezes et al., 2009). Os animais mais
jovens apresentam uma proporcdo maior de agua e menor de proteinas, gordura e minerais na
carne, com o acumulo de gordura intramuscular e subcutanea menor em animais mais jovens
(Lawrie, 2005).

A cor da carne é uma das caracteristicas de apreciacdo do consumidor na hora da
compra, e desempenha um papel fundamental na avaliacdo sensorial. A coloracdo da carne é
determinada pela concentracdo de mioglobina, variando desde a coloracdo pdrpura até
vermelho brilhante, e pela formagdo de metamioglobina (coloragdo marrom) (Pinheiro et al.,
2009; Costa et al., 2011). A carne de cordeiro € caracterizada por ter uma cor rosada,
enguanto a carne do borrego tem uma cor mais forte, avermelhada (Osério et al., 2009).

Uma forma de medir a qualidade da carne € a perda de peso por coc¢do, medida que
esta relacionada ao rendimento da carne no momento do consumo, sendo influenciada pela
capacidade da carne em reter 4gua (Monte et al.,, 2007). Essa capacidade de retengéo
correlaciona-se a capacidade da carne de suportar aplicacdo de forgas externas como corte,
aquecimento, moagem ou pressdo. J& para medir a maciez da carne usa-se a forca de
cisalhamento (FC) (Menezes et al., 2009). Apés o abate, é necessario que o musculo tenha um
tempo de maturagédo para que sua maciez seja estabelecida; entretanto, outros fatores também
influenciam na FC, como manejo pré-abate, tempo de rigor-mortis, pH post-mortem, entre

outros. Zapata et al. (2000), estudando cordeiros mesticos, encontraram valores médios de
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4,74 kg-f para animais %2 Somalis Brasileiro x % Crioula, e 4,63 kg-f para animais % Santa
Inés x %2 Crioula.

As caracteristicas de maciez, como firmeza e sensagdes tacteis, estdo intimamente
relacionadas com a capacidade de retencdo de agua, pH, grau de gordura de cobertura e
caracteristicas do tecido conjuntivo e da fibra muscular (Fernandes et al., 2011; Zeola et al.,
2007). Uma carne de boa qualidade é considerada mais suculenta devido, em parte, ao
conteddo de gordura intramuscular e ndo a CRA (capacidade de retencdo de agua). Essa
quantidade de gordura intramuscular (de infiltragdo ou marmoreio) da carne é um dos fatores
determinantes da suculéncia. Entdo, assim, um cordeiro jovem pode apresentar carne menos
suculenta por ainda ndo ter alcancado a deposicdo de gordura intramuscular (Osorio et al.,
2009).
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Perfis sanguineos de carneiros Pantaneiros suplementados com vitamina E parenteral

Resumo
Os perfis metabolicos e hematologicos do sangue podem ser influenciados por fatores

externos e internos, como alimentacgdo, suplementacgdes e estresse. O objetivo deste trabalho
foi avaliar um possivel efeito agudo, prolongado e mantido da vitamina E (VE, a-tocoferol)
sobre parametros sanguineos bioquimicos e hematoldgicos de carneiros (£ 20 meses) que
sofreram estresse nutricional na fase peridesmame, suplementados por via intramuscular. Os
animais (n=20) foram divididos em grupos, recebendo um total de 4 mL de VE (1 mL/100 Ul
a-tocoferol) semanalmente, por 56 dias consecutivos, em diferentes volumes: GC
(controle/sem aplicacdo), G1 (uma aplicacdo de 4 mL de VE), G2 (duas aplicacBes de 2 mL
de VE) e G3 (quatro aplicacdes de 1 mL de VE). Colheu-se sangue ao longo do experimento
para analises de perfis bioquimicos (colesterol total, triglicerideos, creatinina, fosfatase
alcalina, proteinas totais, albumina, globulina, ureia, alanina aminotransferase - ALT,
aspartato aminotransferase - AST) e hematoldgicos. Alguns parametros sanguineos tiveram
variagcOes nas suas concentrag0es durante o experimento, como colesterol total, albumina,
globulina e AST. No G2, os niveis de colesterol foram menores (P<0,001), enquanto os de
albumina mostraram-se maiores (P<0,05). Os parametros hematoldgicos ndo sofreram
influéncia da vitamina E, permanecendo nos niveis de referéncia da espécie. Conclui-se que a
utilizacdo parenteral de 400 Ul de vitamina E parenteral, nas concentracfes e frequéncias de
aplicacdo utilizadas em carneiros Pantaneiros, ndo causou efeitos marcantes sobre perfil
hematoldgico. Ja no perfil bioquimico, a dose de 400 Ul em 4 mL subdividida em duas
aplicacdes de 2 mL influenciou em alguns parametros, como colesterol, creatinina, globulina
e AST.

Palavras-chave: a-tocoferol, colesterol, células sanguineas, parametros hematoldgicos.
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Blood profiles of indigenous Pantaneiro rams supplemented with vitamin E via
parenteral

Abstract

Metabolic and hematological blood profiles may be influenced by external and internal
factors such as diet, supplementation, and stress. The objective of this study was to evaluate a
possible prolonged and sustained effect of vitamin E (VE, a-tocopherol) on biochemical and
hematological blood parameters of sheep (£ 20 months) that underwent nutritional stress in
the peri-weaning phase supplemented by intramuscular route. The animals (n = 20) were
divided into groups, receiving a total of 4 mL of VE (1 mL / 100 IU-tocopherol) weekly, for
56 consecutive days, in different volumes: GC (control / without application), G1 (an
application of 4 mL of LV), G2 (two applications of 2 mL of LV) and G3 (four applications
of 1 mL of LV). Blood was collected throughout the experiment for analysis of biochemical
profiles (total cholesterol, triglycerides, creatinine, alkaline phosphatase, total proteins,
albumin, globulin, urea, alanine aminotransferase - ALT, aspartate aminotransferase - AST)
and haematological profiles. Some blood parameters had variations in their concentrations
during the experiment, such as total cholesterol, albumin, globulin and AST. In G2,
cholesterol levels were lower (P <0.001), while albumin levels were higher (P <0.05).
Hematological parameters were not influenced by vitamin E, remaining at the reference levels
of the species. It was concluded that the parenteral use of 400 IU of parenteral vitamin E at
the concentrations and frequencies of application in Pantaneiros sheep did not cause marked
effects on the hematological profile. In the biochemical profile, the dose of 400 IU in 4 mL
subdivided into two 2 mL applications influenced in some parameters, such as cholesterol,
creatinine, globulin and AST.

Key-words: a-tocopherol, blood cells, cholesterol, haematological parameters.
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Introducéo

A avaliacdo do status nutricional de um rebanho pode ser realizada através da
determinacdo de alguns metabolitos sanguineos (Peixoto e Osorio, 2007). As concentracdes
destes metabolitos sdo influenciadas por diferentes fatores, como alimentacdo e situacGes de
estresse em diferentes fases da vida, especialmente durante o desenvolvimento dos animais.
Os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo destes individuos podem, também, néo
ser efetivos, tornando-o susceptivel as alteracdes na sintese de alguns metabolitos ou, até
mesmo, a algum tipo de doenca (Rao et al., 2011). As concentracbes de metabolitos
bioguimicos no sangue também podem afetar as concentracbes hormonais e o balanco dos
seus eixos controladores, refletindo-se na composicéo corporal (Roche et al., 2011), incluindo
plasma sanguineo e seminal, podendo interferir diretamente na capacidade produtiva e
reprodutiva do animal (Blache et al., 2006).

A vitamina E ou tocoferol é um nutriente lipossoltvel essencial, reconhecido como
poderoso antioxidante (Jiang, 2014; Zuo et al., 2017). Sua presenca natural se da em
pastagens ou sementes de oleaginosas (NRC, 2007; Alvarez et al., 2014), porém, suas
concentracdes ndo sdo capazes de suprir as exigéncias nutricionais dos animais, sendo
necessaria uma suplementacao, visto que esta ndo é armazenada em grandes quantidades no
organismo, mas tem exigéncia diaria (NRC, 2007; Cheeke e Dierenfeld, 2010; Alvarez et al.,
2014). A acdo antioxidante da vitamina E inibe a lipoperoxidacdo (LPO) das membranas e 0s
danos por ela gerados aos tecidos (Hong et al., 2009; Yue et al., 2010; Jiang, 2014; Xu et al.,
2016). Ela também controla a biossintese hormonal, producdo de heme, integridade da
membrana dos eritrécitos, dificulta a agregracdo plaquetaria (Sikka, 2004; Cheeke e
Dierenfeld, 2010).

E comum a utilizacdo da vitamina E na alimentacdo animal em busca de respostas
fisioldgicas; entretanto, a adicdo de diferentes ingredientes na dieta resulta em distintos
modelos de fermentacdo ruminal e produtos de digestdo p6s-ruminal, os quais, ao atingirem o
sangue, podem ter efeitos marcantes ou néo sobre as concentragfes de metabdlitos sanguineos
(Roche et al., 2011). A suplementagdo oral didria com altas doses de vitamina E é realizada
(Wei et al., 2016), na tentativa de diminuir uma possivel interferéncia do rumen. Segundo
Brown (2003), durante a absorcdo para a corrente sanguinea e a passagem pelo figado, pode
haver reducdo da biodisponibilidade destes compostos. Uma absorcao efetiva da vitamina E
pode ser alcancada quando se evita o trato gastrointestinal, através do uso parenteral, j& que na

forma oral a perda é de praticamente 50% através das fezes (Traber, 2009). O objetivo deste
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estudo foi avaliar se a administracdo parenteral de 400 Ul de vitamina E, em diferentes
volumes e nimeros de aplicagdes, causaria efeitos agudos, prolongados e mantidos sobre 0s
parametros sanguineos de perfis bioquimicos e hematologicos de carneiros Pantaneiros nao

castrados e que sofreram estresse nutricional na fase peridesmame.
Materiais e métodos

O experimento foi conduzido em conformidade com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Grande Dourados (CEUA/UFGD), sob
0 nimero 19/2017.

Animais experimentais e local de experimento:

A partir do rebanho da Fazenda Escola da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil (latitude 22°13’16”S e longitude
54°48°20”W, altitude 430 metros), conduziu-se 0 experimento com 20 carneiros Pantaneiros
(cerca de 20 meses de idade), localmente adaptados, criados e mantidos em pastagem natural
(Brachiaria brizantha cv. Piatd), em condi¢fes ambientais desfavoraveis por seca intensa
durante o seu crescimento inicial (periodo de amamentacdo e desmame), com escore de
condigdo corporal (ECC; escala de 1-5; Pugh, 2004) inicial de 2,0+0,4 e peso vivo de
33,5+5,14 kg. Os animais foram, inicialmente, submetidos ao exame clinico geral e especial
(Pugh, 2004; Gouletsou e Fthenakis, 2010), para atestar sua condicdo de saude fisica e
reprodutiva, além de receberem vermifugacdo (monepantel, Zolvix®) antes da entrada no
confinamento.

Apds os exames fisicos, alocaram-se 0s 20 machos em baias individuais, dispostos de
forma aleatéria e ndo fixa, alimentando-os com uma dieta (Tabela 1) a base de 50% de
concentrado comercial (OviBochi®) e 50% de volumoso (feno de aveia e feno de capim
Brachiaria brizantha cv. Piatd), duas vezes ao dia (manha e tarde), com agua ad libitum, de
acordo com suas necessidades diérias para manutengdo (NRC, 2007).

O experimento ocorreu de fevereiro a maio de 2017, sendo os primeiros 30 dias de
adaptacdo a dieta, ao manejo e as instalagdes, seguidos por 56 dias de experimento.

Grupos experimentais:

Distribuiu-se, aleatoriamente, em um delineamento inteiramente casualizado, os 20

animais em quatro tratamentos, com cinco machos em cada um deles. Cada grupo recebeu

uma diferente frequéncia de aplicacdo para 400 Ul de vitamina E (a-tocoferol; Monovin-E®,
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Bravet), por via intramuscular, em momentos distintos, contidos no volume total semanal
recebido pelos animais de 4 mL, sendo que cada 1 mL continha 100 UI de a-tocoferol.
Considerou-se como dia 0 (Do) a data da primeira aplicacdo da vitamina E, visando avaliar
um efeito agudo e mantido da mesma. Os grupos foram os seguintes:

- Grupo controle (GC): nao recebeu vitamina E (0 UI de a-tocoferol);

- Grupo 1 (G1): recebeu uma injegéo intramuscular de vitamina E de 4 mL, contendo 400 Ul
de a-tocoferol, por semana, ao longo dos 56 dias do experimento;

- Grupo2 (G2): recebeu duas injecbes intramusculares de vitamina E de 2 mL, contendo 200
UI de a-tocoferol em cada uma delas, em dois dias seguidos, por semana, ao longo dos 56
dias do experimento;

- Grupo 3 (G3): recebeu quatro injecdes intramusculares de vitamina E de 1 mL, contendo
100 UI de a-tocoferol em cada uma delas, em quatro dias seguidos, ao longo dos 56 dias do
experimento.

Colheitas e quantificagdes de sangue:

A cada 14 dias, por 56 dias consecutivos, constituindo os momentos 14, 28, 42 e 56
dias (M1, M2s, M4z, Msg), colheu-se sangue dos animais por venopuncéo jugular, em tubos de
vacuo sem e com anticoagulante (EDTA), visando a obtencdo de soro e plasma para
realizacdo de hemograma e dosagens de perfis bioquimicos. As amostras colhidas foram
centrifugadas, e o soro e plasma obtidos ficaram estocados a -20°C até a realizacdo das
referidas dosagens.

As avaliacdes do hemograma foram realizadas em laboratério particular, em
Dourados, MS, Brasil, para os valores hematoldgicos referentes ao volume globular (VG) ou
hematdcrito, a concentracdo de hemoglobina (Hb), a contagem de hemacias (He), aos indices
hematimétricos Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM) e Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média (CHCM), nimero de plaquetas e a
contagem total e diferencial dos leucécitos (linfocitos, mondcitos, eosinéfilos), conforme
técnicas preconizadas por Birgel (1982).

Na quantificacdo dos perfis bioquimicos de colesterol total, creatinina, fosfatase
alcalina - FA, proteinas totais, albumina, globulina, ureia, alanina aminotransferase - ALT, e
aspartato aminotransferase — AST nas amostras sanguineas utilizaram-se Kits comerciais
(Bioclin — Albumina Monoreagente, Colesterol Monoreagente, Creatinina Cinética, Fosfatase
Alcalina Cinética, Proteinas Totais Monoreagente, Transaminase ALT (TGP) Cinética,

Transaminase AST (TGO) Cinética, Triglicérides Monoreagente, Uréia UV, Globulina), por
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colorimetria em um analisador multi-paramétrico Cobas, no Laboratério VetLab, Botucatu,
SP, Brasil.
Anélise estatistica

Inicialmente, todos os dados passaram pelo teste de normalidade Anderson-Darling,
sendo avaliados possiveis outliers. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (GLM)
e, quando verificados efeitos significativos dos tratamentos, aplicou-se teste de médias de
Bonferroni (P<0,05), utilizando-se 0 programa estatistico SPSS 13.0 (2005). Como efeito
fixo, estudou-se o numero de aplica¢bes (quatro tratamentos), em funcdo do tempo (quatro
periodos de avaliagdo com intervalos de 14 dias), para as varidveis dependentes dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos. Para os estudos em fungdo do tempo, considerou-se
como co-variavel o efeito de periodo. A aplicacdo de vitamina E foi, também, estudada
independentemente do numero de aplicacbes contrastada com o tratamento controle (4 mL
vitamina E x controle). Os resultados foram expressos em médias (%) e erro padréo.
Resultados

Ao inicio do experimento, 0s animais apresentaram peso corporal médio de 33,50 +
5,14 kg, com ECC médio de 2,0 + 0,4, atingindo 40,75 + 6,02 kg e 2,9+ 0,4 de ECC aos 56
dias de confinamento, sem diferencas estatisticas entre estes momentos (P>0,05).

O perfil hematologico dos carneiros pode ser visualizado na Tabela 2, mantendo-se, ao
longo do experimento, dentro dos intervalos de valores fisioldgicos definidos para espécie
ovina (heméacias = 9-17,5 x 10%uL; hematdcrito = 27-45%; hemoglobina = 9-15,8 g/dL;
VCM = 28-40 f/L; CHCM = 31-34%; plaquetas = 2,4-7,0 x10°/uL; leucécitos = 4.000-
12.000/uL; linfécitos = 2.000-9.000/uL; monécitos = 0-600/uL; eosinoéfilos = 0-1.000/uL;
Pugh 2004) sem nenhuma diferenca estatistica observada nos resultados obtidos (P>0,05). O
grupo experimental, o0s momentos e o contraste (controle x vitamina E) ndo influenciaram
(P>0,05) os parametros hematoldgicos referentes a concentracdo de hemécias, hematdcrito,
hemoglobina, VCM, CHCM, plaquetas e linf6citos. J& os leuctcitos sofreram alteracdes
significativas ao longo do tempo, apresentando efeito de periodo (P<0,05). Dentre os
leucocitos, mondcitos e eosinofilos houve uma grande variacdo, representada pelo erro
padrdo, mas sem influéncia do grupo experimental (P>0,05), apresentando somente diferenca
para 0 momento na concentragdo de mondcitos (P<0,05).

Na analise dos pardmetros bioquimicos, houve variacBes entre 0s grupos
experimentais e/ou entre 0s momentos de aplicagdo da vitamina E (Tabela 3). O colesterol
total (P<0,001), a albumina (P<0,01), as proteinas totais (P<0,05) e a AST (P<0,05) diferiram
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entre 0s grupos de tratamento, enquanto 0s outros parametros avaliados, globulina, FA,
creatinina, ureia e ALT ndo foram influenciados pelos tratamentos (P>0,05). As diferencas
entre grupos encontravam-se, principalmente, em relacdo ao G2, em que o colesterol total foi
menor, enquanto a AST mostrou-se maior neste mesmo grupo. A albumina e as proteinas
totais foram mais elevadas neste grupo em relacdo ao G3.

Quando se comparam 0s grupos de tratamentos dentro dos momentos de aplicagdo
(Figura 1), alguns parametros se destacam em relacdo aos outros. O colesterol total, no G2,
mostrou-se significativamente menor em relacdo aos demais nos momentos Mas
(49,4+1,89mg/dL; P<0,001) e Msg (57,2+3,51 mg/dL; P<0,05), sendo neste momento menor
em relacdo ao GC (88,4+3,51 mg/dL), mas pode-se observar um limite de significancia no
Ma2 (G2 = 60,5+2,56 mg/dL; P=0,057).

Nos momentos Mais (P<0,001) e My (P<0,05), as aplicagbes de vitamina E
influenciaram a creatinina significativamente no G1, com maior valor no Mais
(0,90+0,03mg/dL) e menor no Mag (0,72+0,03 mg/dL), neste ultimo momento em relagdo ao
GC (1,04+0,03 mg/dL).

As concentragdes de globulina no Mss mostraram-se maiores no G2 (4,07+0,09¢g/dL;
P<0,05), principalmente em relacdo ao G3 (3,32+0,09 g/dL). Ja os niveis de AST diferiram
entre 0s grupos também no Msg, em que o G2 foi maior (99,5+3,67 U/L; P<0,05) que o GC
(65,3+3,67 U/L), o que ja podia ser verificado como uma tendéncia no M4 (81,0+2,76 U/L;
P=0,077). Os outros parametros analisados ndo apresentaram diferencas entre si, quando

comparados dentro dos momentos.

Discussao

Os machos utilizados eram oriundos de um rebanho que sofreu restricGes alimentares
no periodo pré-pubere, decorrentes de uma estiagem ocorrida na regido. E conhecido que, em
ruminantes, o status metabdlico prévio influencia a resposta dos animais as variacdes
nutricionais, especialmente quando relacionadas aos niveis de energia, através da “memoria
metabolica”, a qual influenciara no controle da sintese e secrecdo de hormdnios metabdlicos
(Blache et al., 2006). Por este motivo, talvez, os animais ndo ganharam peso de forma
significativa até a idade de saida do confinamento, com um peso inicial médio de 33,50 + 5,14
kg e final de 40,75 + 6,02 kg, mas mantiveram suas condi¢des corporais estabilizadas, ja que
a dieta que receberam foi para manutengéo corporal, ainda que tivessem uma menor demanda

fisica pela condigéo de confinamento em baias.
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Serafim et al. (2016), avaliando as caracteristicas androldgicas e morfoldgicas de
carneiros Pantaneiros, encontraram nesses animais com idade de 24 meses (£10,4) um peso
médio de 41 kg (£8,5), valor proximo ao encontrado neste estudo. Em condicGes ideais de
dieta para a demanda do animal, o ECC também permaneceu relativamente constante (Blache
et al. 2000), como verificado neste experimento. Por outro lado, é importante considerar que a
manutencdo do peso corporal também é um fator compensatdrio em resposta a privacdo
sofrida por estes animais na fase inicial de vida.

Vaérios fatores internos e externos podem influenciar os parametros hematologicos e
bioguimicos, 0 que impacta na aplicacdo destas variaveis para inferir sobre a performance
produtiva dos animais (Bourgon et al., 2017). Ao analisar-se a Tabela 2, a vitamina E néo
demonstrou efeitos no perfil hematoldgico dos animais, j& que o0s tratamentos ndo
influenciaram em nenhum parametro analisado (exceto mondcitos). A hemoglobina, por
exemplo, é utilizada como um marcador de higidez dos animais, e percebe-se que eles
permaneceram saudaveis durante o periodo experimental, mesmo que tenham sofrido algum
tipo de estresse ao inicio do confinamento, pela mudanca de manejo. Também indica um
controle da carga parasitaria presente nestes animais, refletida pela auséncia de anemia,
evidenciada na concentracdo de hemoglobina e no hematdcrito. Em animais saudaveis, o
valor da hemoglobina, normalmente, corresponde a cerca de um terco do valor do hematdcrito
(Thrall et al., 2015), confirmado pelos dados da Tabela 2.

Ja as plaguetas, envolvidas nos processos de coagulacdo sanguinea, e as células da
série branca, sejam elas granulécitos (eosinofilos) e células mononucleares (linfécitos e
mondcitos), poderiam indicar processos inflamatérios com demandas por células de defesa (e
incremento nos leucécitos e linfécitos) e, mesmo, situacdes de estresse (inclusive por
parasitismo), com aumento de eosindfilos e mondcitos, fatos ndo evidenciados neste
experimento, pois estes parametros permaneceram dentro dos padrbes fisioldgicos
referenciados na literatura para a categoria animal (Pugh, 2004; Silva et al., 2014). A variacdo
verificada nos monadcitos pode refletir uma resposta dos animais a dor crénica da aplicagédo
intramuscular da vitamina E, cujo veiculo é uma solucdo oleosa, principalmente no G3, com
quatro aplicacGes, como citado por Thrall et al. (2015).

O estado metabolico depende da massa de alimento consumido, das reservas corporais
e da taxa de gasto de energia, com modificacbes em qualquer um destes fatores podendo
influenciar as capacidades produtiva e reprodutiva (Blache et al., 2006). Os parametros
bioquimicos mostrados na Tabela 3 também se mantiveram dentro dos limites esperados para

a espécie e categoria (Pugh, 2004; Silva et al., 2014), com alguns deles apresentando
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variag0es dentro destes limites. A suplementagdo com a vitamina E no G2 parece ter
influenciado as concentracbes de colesterol total, albumina, proteinas totais e AST, em
relacdo aos outros grupos experimentais, e colesterol total, creatinina, ureia e ALT com
relacdo aos momentos avaliados.

No perfil energético, incluem-se o colesterol total e os triglicerideos, que fornecem
base para avaliacdo do balango energético, indicando o grau de deposicdo e de mobilizacdo
das reservas de energia na forma de gordura (Hossner, 2005; Fernandes et al., 2012). O
colesterol total do G2 foi menor que o dos outros grupos, e isso manifestou-se
significativamente no Mg, com uma tendéncia de se manter menor no Ma2 e permanecendo
mais baixo no Mss (Figura 1). O colesterol € um importante componente das membranas
celulares dos animais e é precursor da sintese dos horménios esteroidais, da vitamina D e dos
acidos biliares (Thrall et al., 2015). Sabe-se que os niveis de colesterol total plasmatico sdo
indicadores adequados do total de lipideos no plasma, pois, segundo Villa et al. (2009),
correspondem a cerca de 30% do total e tém uma relagéo direta com a alimentacdo do animal,
com o que também concordam Fernandes et al. (2012). Os animais do G3 receberam a dose
semanal de 400 Ul de vitamina E subdividida em quatro injecbes num periodo de quatro dias
consecutivos; ja o G1 recebeu apenas uma dose semanal, com a maior quantidade de uma so6
vez, podendo, assim, ter sofrido um estresse mais intenso por este manejo, levando a maior
liberacdo de colesterol através da acdo do cortisol, via lipase hormdnio-sensivel, pois,
conforme Hossner (2005), a mobilizacdo dos estoques de gordura ocorre quando a ingestao de
energia na dieta esta reduzida ou quando o animal é sujeito ao estresse. No entanto, esse efeito
ndo foi acompanhado de modificacbes no leucograma, que poderiam ser esperadas em
resposta as situacdes estressantes (Thrall et al., 2015).

O aumento na concentracdo de colesterol total no sangue pode ocorrer em razdo da
elevacdo da demanda necessaria para digestdo, absorcao e transporte de acidos graxos de cadeia
longa ingeridos (Freitas Janior et al., 2010) na forma de colesterol e lipoproteinas (Fernandes et
al., 2012), e isto pode ter-se manifestado mais intensamente nos animais dos GC, G1 e G3. Além
disso, é importante salientar que as concentragdes sanguineas de colesterol total e/ou
lipoproteinas refletem o balango de um momento mais proximo a colheita, ou seja, a
alimentacéo recebida recentemente, ao contrario do ECC, que reflete o balanco de energia no
tempo (Villa et al., 2009). Por outro lado, niveis menores de colesterol no sangue podem ser
indicativos de reduzidas lipogénese, transporte lipidico e biossintese de colesterol (Bourgon et

al., 2017), uma vez que os herbivoros necessitam sintetizar o seu proprio colesterol (Thrall et
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al., 2015), o que poderia se refletir no ECC, fato ndo verificado nos resultados deste
experimento.

Os triglicerideos ndo apresentaram variacfes entre os grupos (P>0,05) ou entre o0s
momentos de aplicacdo, de forma distinta ao verificado para o colesterol total. Ja no
experimento de Wei et al. (2016), a suplementacédo de vitamina E (150-300 Ul/dia) por via
oral, em machos bovinos confinados, aumentou as concentra¢es plasmaéticas de triglicerideos
e tendeu a aumentar as proteinas totais. Os triglicerideos servem, principalmente, como fonte
de energia metabdlica celular, acumulando-se no tecido adiposo, seu principal local de
metabolismo enddgeno nos ruminantes, de onde sdo mobilizados em resposta as demandas de
energia do corpo (Espinoza et al., 2008), mas os ruminantes tém uma baixa capacidade de
sintese desses lipideos, especialmente em condi¢des nutricionais proximas as naturais
(Fernandes et al., 2012), como fornecida neste experimento.

O perfil proteico, que engloba os resultados de proteinas totais, albumina, globulina,
creatinina e ureia, apresentou algumas variacGes entre os grupos (Tabela 3) e entre os
momentos de aplicacdo (Figura 1). O estudo das proteinas totais permite avaliar o status
nutricional proteico dos animais, pois sua diminui¢do no plasma relaciona-se a deficiéncia
proteica na alimentacgdo, se descartadas causas patoldgicas (Peixoto e Osdério, 2007).

As proteinas totais, assim como a albumina, foram mais elevadas no G2 em relagdo ao
G3, e as concentracdes de globulina também estavam mais elevadas no G2 no Mss. As
concentracdes de proteinas sericas, inclusive albumina e globulina, sdo afetadas por
numerosos fatores (Braun et al., 2010), e sua quantificacdo pode fornecer subsidios para
avaliacdo das condigdes hepéaticas dos animais, pois a taxa de sintese de proteinas esta
diretamente relacionada com o estado nutricional do animal e com a funcéo hepética (NRC,
2007). Nos animais do G2, ainda gque o colesterol total estivesse mais elevado em relacdo aos
demais, a sintese de proteinas estava elevada (refletida pelas proteinas totais, albumina e
globulina), e isso poderia estar sendo mantido pela degradacdo de reservas lipidicas dos
mesmos, aumentando o colesterol circulante, em intensidade menor, que ndo levou a perda de
peso ou & manifestagdo clinica de cetoacidose.

Os valores de proteinas totais e de albumina sdo, reconhecidamente, maiores em
animais jovens em relacdo aos adultos (Martin et al., 2004; Meira Junior et al., 2009), como
0s carneiros deste experimento. Em casos de parasitoses intensas, as concentracfes de
proteinas totais e de albumina encontram-se reduzidas (Braun et al., 2010), associadas as
alteraces hematoldgicas citadas anteriormente; portanto, pode-se inferir que os animais dos

quatro grupos estavam com a carga parasitaria controlada.
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Os dois principais tipos de proteinas do plasma sdo albumina e globulinas. A albumina
sérica é considerada como o indicador mais sensivel para determinar o status nutricional
proteico em longo prazo (Peixoto e Osorio, 2007; Peixoto et al., 2010), sendo detectaveis em
cerca de um més, devido a baixa velocidade de sintese e degradacdo (Martin et al., 2004). Esta
mudanca lenta pode ser verificada no G2 com relagdo as globulinas, mais elevadas apenas no
ultimo momento de aplicacdo. A albumina, além de controlar o volume sanguineo, mantendo a
pressdo oncética do compartimento sanguineo, também serve como carreadora para moléculas
de baixa solubilidade em agua, isolando sua natureza hidrofobica, tais como horménios
soltveis em lipideos, sais biliares, bilirrubina conjugada, &cidos graxos livres, célcio e outros
ions e algumas drogas (Peixoto e Osdrio, 2007; Meira Junior et al., 2009; Djuricic et al., 2011).

A ureia sanguinea é um indicador importante do suprimento e/ou da utilizacdo de
proteina alimentar em ovinos, especialmente em curto prazo, e esta diretamente relacionada
aos niveis proteicos da racdo e a relacdo energia/proteina da dieta (Peixoto e Osério, 2007,
Peixoto et al., 2010), influenciada pelo status nutricional do animal, relacionada com
crescimento magro (Braun et al., 2010). No presente experimento, a ureia ndo apresentou
variacdes, pois 0s animais estudados, jovens, provavelmente apresentavam boa conversao da
proteina alimentar, resultando em niveis fisiologicos satisfatorios de ureia sanguinea,
referenciados na literatura, refletindo também adequada funcdo renal (Pugh, 2004; Santana et
al., 2009; Zani et al., 2010; Silva et al., 2014; Thrall et al., 2015). Animais jovens podem ter
uma melhor capacidade de conversdo de nitrogénio em aminoacidos e proteinas (Bourgon et
al., 2017). De forma distinta ao verificado nos animais que receberam a vitamina E, Gonzélez e
Silva (2006) afirmam que as alteracbes nas concentracbes de albumina, geralmente, sdo
acompanhadas por variacdes na ureia sérica, pois, quando as duas varidveis diminuem,
indicam deficiéncia proteica e, quando a albumina diminui e o0s niveis de ureia permanecem
normais ou elevados, associados ao aumento de enzimas, isto pode ser indicativo de falha
hepatica, condi¢des que ndo foram observadas neste experimento.

A creatinina é formada no mdsculo a partir da creatina fosfato por desidratacdo
irreversivel, e seus niveis sanguineos dependem da massa muscular e refletem a taxa de
filtracdo glomerular, devido a sua total excrecdo renal, com niveis altos deste metabolito
indicando deficiéncia na funcdo renal (Gonzalez e Silva, 2006; Thrall et al., 2015). Os
animais mostraram niveis mais elevados de creatinina nos grupos G1 e G2 em relacéo aos GC
e G3 no My, enquanto no Mg 0 GC foi maior que o G1, indicando uma variabilidade neste
pardmetro com relacdo aos grupos, especialmente G1 e GC, mas ainda dentro dos valores

médios referidos na literatura (Pugh, 2004; Santana et al., 2009; Zani et al., 2010; Silva et al.,
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2014). Caldeira et al. (2007) relatam que ha uma correlacdo positiva entre contetudo corporal
de creatinina, que é dependente da massa muscular e do ECC, e taxa de protedlise e utilizacéo
de compostos enddgenos de nitrogénio. Os carneiros estavam em ECC 2,0 + 0,4, o que pode
ter proporcionado uma baixa taxa de proteolise, em funcdo de menor massa muscular pela
prépria constituicdo corporal da raca Pantaneira, e pela maior utilizacdo de lipideos, além do
fato de estarem confinados, com menor demanda de atividade muscular, o que explicaria as
variacBes na creatinina sanguinea.

O perfil de enzimas hepéticas foi representado pelas concentracbes de FA, AST e
ALT, as quais refletem a funcdo hepatica e possiveis lesdes musculares (Thrall et al., 2015). A
FA origina-se principalmente no figado, mas em animais jovens também em outros tecidos, e
correlaciona-se ao crescimento dos animais e & ingestdo alimentar (Bourgon et al., 2017). Os
animais em crescimento tém uma maior atividade celular, e mitocondrial, que se reflete
também pela secrecdo de FA (Zani et al.,, 2010), a qual manteve-se dentro dos limites
fisioldgicos da espécie (Pugh, 2004; Zani et al., 2010) e sem variacGes entre 0S grupos
experimentais e 0os momentos de aplicacdo da vitamina E. A AST foi maior no G2,
especialmente no Msg em relagéo ao GC, mas com tendéncias nos M1 e Mas.

Ao avaliar-se o perfil bioquimico, percebe-se que as variacdes maiores ocorreram no
G2, inclusive com participacdo de respostas hepaticas, mas sem extrapolar os limites
fisioldgicos da espécie. A AST ¢ uma enzima que catalisa a transaminagdo de aspartato e a-
cetoglutarato em oxalacetato e glutamato, mais abundante no figado e nos musculos, sendo
sua concentracdo indicativa de danos nesses tecidos (Silva et al., 2014). Segundo Gonzélez e
Silva (2006), altas concentracbes de AST podem ser observadas em hepatite infecciosa e
toxica, cirrose, obstrucdo biliar e figado gorduroso, além de casos de hemolise, deficiéncia de
selénio/vitamina E no exercicio fisico intenso. Em ruminantes, a AST, é um bom indicador de
funcionamento hepatico e, embora 0s niveis desta enzima encontrados neste estudo tenham
sido estatisticamente diferentes entre si, 0s valores mantiveram-se dentro do normal esperado
em animais saudaveis (60 a 280 U/L; Pugh, 2004; Santana et al., 2009; Silva et al., 2014).

A ALT pode ser usada como um marcador de dano hepéatico em ovinos, aumentando
rapidamente, enquanto a FA tem menor especificidade nesta fungéo (Braun et al., 2010). As
duas enzimas apresentaram concentragdes normais para a espécie e categoria nos animais
estudados, indicando que estavam saudaveis.

Concluséo
Pode-se concluir que a utilizacdo parenteral de 400 Ul de vitamina E, nas frequéncias

e volumes de aplicagéo utilizadas em carneiros Pantaneiros que sofreram estresse nutricional



1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496
1497

61

na fase peridesmame, ndo causou efeitos marcantes sobre o perfil hematolégico. J& no perfil
bioquimico, a dose de 400 Ul subdividida em duas aplica¢bes de 2 mL influenciou em alguns
parametros, como colesterol, creatinina, globulina e AST, mas sem caracterizar alteragdes nos
animais. Novos estudos com doses maiores e/ou outras frequéncias de aplicacdo podem ajudar
a alcancar resultados melhores.
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Tabela 1- Teor de nutrientes da dieta basal, conforme o volumoso ou concentrado fornecidos
aos carneiros Pantaneiros (n=20), com cerca de 20 meses de idade, em confinamento,
suplementados ou ndo com vitamina E (a-tocoferol) por via parenteral.

Composicédo (% MS)?

Nutrientes Volumoso 50% Concentrado 50%
Matéria seca (MS) 93,0 93,3
Proteina bruta 3,7 13,9
Extrato etéreo 1,9 2,5
Cinzas 6,6 6,6
FDN 65,3 65,6
FDA 37,9 22,1

a\/alor nutricional dos alimentos calculado com base na matéria seca.
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Tabela 2- Parametros hematologicos médios dos carneiros jovens (cerca de 20 meses), em confinamento, suplementados ou ndo com vitamina E
(a-tocoferol) por via intramuscular, nos quatro grupos experimentais, na dose total de 400 Ul (100 mg/1 mL), considerando-se 0s momentos de
aplicacéo (14 dias — Mus, 28 dias — Mazs, 42 dias — M4> e 56 dias — Msg), ao longo de 56 dias de experimento.

Pardmetros Grupos experimentais Erro Valores de Efeitos P-valor
hematoldgicos Padrao Referéncia3
GC* G1* G2* G3* Grupos Momento Contraste

Ovs4dmL

Hemécias 12,01 11,74 12,63 11,74 0,15 9-158 0,203 0,175 0,713

(x10%/mL)

Hematdcrito 37,86 36,90 38,92 38,57 0,739 27-45 0,116 0,340 0,803

(%)

Hemoglobina 10,87 10,61 10,95 11,55 0,22 9-15 0,513 0,607 0,755

(g/dL)

vCMm! 32,35 31,42 31,47 32,21 0,27 28 - 40 0,520 0,659 0,309

(f/lL)

CHCM? 29,16 30,12 29,48 29,16 0,54 30-34 0,927 0,917 0,723

(%)

Plaquetas (x102) 407 399 334 382 18 100-800 0,505 P<0,05 0,397

Leucdcitos 7595 9875 9139 10072 407,17 4000 - 12000 0,119 0,130 P<0,05

(mm?)

Linfocitos 4019 5158 4964 4327 309,69 2500 - 7500 0,550 0,202 0,273

(mm?)

Mondcitos 20,13 67,9 46,4 123,1 15,30 0-750 0,085 P<0,05 0,073

(mm?)

Eosinofilos 609 1101 606 1058 93,77 0-1000 0,096 0,991 0,148

(mm?)

1 _ VCM- volume corpuscular médio. 2 — CHCM- Concentracdo de hemoglobina corpuscular média. *GC- grupo controle; G1- uma aplicacdo por semana;
G2- duas aplicac6es por semana; G3- quatro aplicagdes por semana. 3 — Adaptado de Feldman et al. (2000)
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Tabela 3 - Parametros bioquimicos médios do sangue de carneiros jovens (cerca de 20 meses), em confinamento, suplementados ou nd&o com
vitamina E (a-tocoferol) por via parenteral, nos diferentes grupos experimentais.

Pardmetros bioquimicos Grupos experimentais Erro Valores de Efeitos P — valor
Padréo Referéncia®
GC* Gl* G2* G3* Grupos Momentos Contraste
Ovs 4 mL

Colesterol total (mg/dL)  79,6% 73,1% 56,6° 77,82 1,74 52 -76 P<0,001 P<0,05 0,013
Triglicerideos 36,29 32,21 33,65 34,68 1,00 15,7 - 31,2 1,00 0,963 0,263
(mg/dL)
Albumina (g/dL) 3,4%® 3,5% 3,8? 3,3° 0,43 24-3,0 0,009 0,126 0,387
Proteinas Totais (g/dL) ~ 7,1%  7,3%® 7,52 7,00 0,51 6-75 0,015 0,358 0,263
Creatinina (mg/dL) 0,918 0,876 0,950 0,816 0,02 0-40 0,389 P<0,001 0,620
Globulina (g/dL) 3,7 3,7 3,8 3,7 0,04 35-57 0,913 0,926 0,899
Ureia (mg/dL) 47,3 48,6 51,2 51,0 1,21 17,12 — 42,18 0,613 P<0,001 0,281
Fosfatase alcalina (FA) 207,7  220,8 2143 2344 6,83 68 — 387 0,648 0,640 0,382
(UI/L)
AST! (U/L) 72,0°  79,1*®  86,1% 81,00 1,62 0-90 P<0,05 P<0,05 P<0,01
ALT%(U/L) 12,0 13,0 12,7 11,5 0,34 619 0,504 0,723 0,630

'Enzima aspartatoaminotransferase. 2- Enzima alanina aminotransferase. *°— letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre si (p<0,05).
*GC - controle;G1 - uma aplicagdo por semana — G1; G2 - duas aplicagdes por semana; G3 - quatro aplicagfes por semana. As dosagens totais eram de 400 Ul
(100 mg/1 mL), considerando-se os momentos de aplicagdo (14 dias — Mua, 28 dias — Mg, 42 dias — M4z € 56 dias — Msg). 3- Adaptado de Kaneko et al. (2008).
Adaptado de Gressler et al. (2015).



69

100
-
— B0 = —_
2 . =
B //;\---..,,_-""' B
T B
Z E
g % b =
8 ® 5
=0 - L)
a0 . r !
14 2B 4z 55
Momentos, Dias
4,1 Lz 4
4,0
— 3,5
=
R -
m 37 >
= =
E 3,6 E
@ 3,5
3,4
33 + T T b 0.4 4 ! ! !
14 - az - 14 2B az 55
Momentos/Dias Moment os Dias
=+ Controle = Grupol —k—Grupol Grupo 3

Figura 1 — Pardmetros bioguimicos do sangue (colesterol total — mg/dL; creatinina - g/dL; globulina —
g/dL; AST — U/L) de carneiros jovens, cerca de 20 meses de idade, em confinamento, que foram
influenciados (P<0,05) pela suplementacdo de vitamina E intramuscular em funcéo do tempo.

ab|_etras diferentes indicam diferencas estatisticas em um determinado momento.
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CAPITULO 2 - QUALIDADE DA CARNE E ALTERACOES NO PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS DO LOMBO DE CARNEIROS PANTANEIROS EM RESPOSTA

A VITAMINA E PARENTERAL

O artigo a seqguir esta redigido de

acordo com as exigéncias para

publicacdo
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na
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Qualidade da carne e alteragdes no perfil de acidos graxos do lombo de carneiros

Pantaneiros em resposta a vitamina E parenteral
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Qualidade da carne e alteragdes no perfil de acidos graxos do lombo de carneiros

Pantaneiros em resposta a vitamina E parenteral

Resumo

Estudou-se o efeito da vitamina E (VE) intramuscular sobre a qualidade da carne, estabilidade
oxidativa e perfil de &cidos graxos do lombo de ovinos machos nédo castrados. Os animais
foram divididos em grupos, recebendo um total de 400 Ul em 4 mL de VE (1 mL/100 Ul a-
tocoferol) semanalmente, por 56 dias consecutivos, em diferentes volumes: GC (controle/sem
aplicacdo), G1 (uma aplicagéo de 4 mL de VE), G2 (duas aplicacdes de 2 mL de VE) e G3
(quatro aplicacdes de 1 mL de VE). Apds o abate, colheu-se amostras do musculo longissimus
thoracis et lumborum para as analises quimicas, instrumentais e de &cidos graxos. Os G1 e G2
apresentaram maiores teores de gordura intramuscular (GI; p<0,05), enquanto o G3 teve
valores superiores para coloracdo A* (intensidade de vermelho) e C* (intensidade de cor)
(p<0,05). A vitamina E ndo influenciou na peroxidacdo lipidica (p=0,418); entretanto, teve
influéncia nos &cidos graxos saturados e insaturados, pois 0 G2 apresentou menor teor de
C17:0 e menor de C18:1 (p<0,05). Conclui-se que o uso da vitamina E parenteral influenciou
em alguns pardmetros qualitativos e nos &cidos graxos da carne de carneiros Pantaneiros. A
vitamina E, independente das frequéncias e volumes de aplicacdo estudadas, aumentou de
forma significativa o teor de GIl. A concentracdo de 400 Ul de a-tocoferol com duas
aplicacbes de 2 mL semanais foi a que mais interferiu nos acidos graxos, tendo efeitos

positivos como diminuicéo daqueles saturados e negativos como diminuigdo dos insaturados.

Palavras-chave: longissimus, ovinos, qualidade de carne, thars, tocoferol.
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Quality of meat and alterations in the fatty acid profile of lamb fillets Pantaneiros in
response to parenteral vitamin E

Abstract:

The effect of intramuscular vitamin E (VE) on the quality of the meat, oxidative stability and
fatty acid profile of the backbone of uncastrated males was studied. The animals were divided
in groups, receiving a total of 400 Ul at 4 mL of VE (1 mL / 100 IU a-tocopherol) weekly, for
56 consecutive days, in different volumes: GC (control / without application), G1 (a 4 mL
application of VE), G2 (two applications of 2 mL of VE) and G3 (four applications of 1 mL
of VE). After slaughter, samples of the longissimus thoracis et lumborum muscle were
collected for chemical, instrumental and fatty acid analyzes. The G1 and G2 presented higher
levels of intramuscular fat (Gl, p <0.05), while G3 had higher values for A* (intensity of red)
and C* (color intensity) (p <0.05) . Vitamin E did not influence lipid peroxidation (p =
0.418); however, had an influence on saturated and unsaturated fatty acids, since G2
presented a lower content of C17: 0 and lower than C18: 1 (p <0.05). It was concluded that
the use of parenteral vitamin E influenced some qualitative parameters and fatty acids of
Pantaneiros sheep meat. Vitamin E, regardless of the frequencies and application volume
studied, significantly altered the GI content. The concentration of 400 IU of a-tocopherol with
two applications of 2 mL weekly was the one that most interfered in the fatty acids, having
positive effects as a decrease of the saturated and negative as a decrease of the unsaturated

ones.

Key-words: longissimus, meat quality, ram, tbars, tocopherol.
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1. Introducéo

O uso da vitamina E tem sido reconhecido como uma importante fonte de nutriente
vitaminico, tanto para o crescimento como para a saude em geral de todas as espécies animais
(Maraba et al., 2018). Ainda segundo Maraba et al. (2018), quando se trata de animais
confinados, a utilizacdo dessa vitamina visa melhorar a performance e o desempenho dos
mesmos. Portanto, a suplementacdo com vitamina E em ovinos confinados pode, além de
reduzir o estresse social induzido pelas instalagcGes, também, melhorar o desempenho do
crescimento, parametros fisioldgicos e qualidade da carne.

A vitamina E ¢é sintetizada e encontrada primariamente nas plantas, ndo podendo ser
sintetizada pelos animais, e suas concentracbes nos tecidos corporais se ddo pela
disponibilidade da mesma na dieta (Silva et al., 2011; Jiang, 2014). A suplementacdo deste
composto pode ser feita tanto na forma natural quanto sintética, geralmente adicionado na
forma esterificada, como ésteres de acetato de a-tocoferol, tendo como resultado final um
produto altamente estavel ao oxigénio e com maior vida atil (Hope & Krennrich, 2000;
Trumbo et al., 2003; Botsoglou et al., 2003). Seu uso na forma dietética ajuda na estabilidade
da cor da carne, reducdo no teor de lipidios, diminuicdo da oxidagdo e menor perda por
gotejamento (Suman et al., 2014; Guerra-Rivas et al., 2016).

A vitamina E também tem demonstrado atrasar a conversdo de oximioglobina em
metamioglobina, e aumentar a vida util da carne de cordeiros (Ripoll et al., 2013; Guerra-
Rivas et al., 2016). Outro fator bastante importante, relacionado a qualidade da carne, é a
estabilidade dos acidos graxos, que € influenciada pela composi¢cdo dos tecidos musculares e
pelo tipo de dieta fornecida (Daley et al., 2010). A quantidade, o tipo de gordura, a
composi¢cdo dos acidos graxos e o estado oxidativo influenciam na qualidade da carne
(Ponnampalam et al., 2012). A peroxidacdo lipidica que ocorre naturalmente na carne é uma
das principais causas da deterioracdo da mesma durante o armazenamento, pois, além da
modificacdo de cor, ela também é responsavel por alteracbes no olfato, paladar e valor
nutricional (Morrissey et al., 1994; Atay et al., 2009).

O fato da vitamina E ser lipossolivel faz com que ela se acumule nas membranas
celulares, inibindo a oxidacdo natural dos &cidos graxos poli-insaturados que ocorre nas
camadas lipidicas destas membranas, eliminando os radicais livres gerados pela atividade
normal das enzimas oxidativas, tornando-a um poderoso antioxidante natural (Zeoula &
Geron, 2006). Esse fator antioxidante vem ao encontro da preocupacdo do consumidor de,

cada vez mais, comer um alimento mais saudavel. Os ovinos podem oferecer uma carne rica
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em &cidos graxos insaturados, 6mega-3, 6mega 6 e acido linoléico conjugado (CLA) (Maia et
al., 2012). Sabe-se, também, que a carne de ruminantes tem uma maior concentragdo de CLA
do gue os ndo-ruminantes e que, dentre 0os ruminantes, a carne de ovinos tem a maior
quantidade de CLA (Schmid et al., 2006). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar o
uso da vitamina E intramuscular e seus possiveis efeitos sobre a qualidade da carne de ovinos
machos Pantaneiros.
2. Materiais e métodos

O experimento ocorreu na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil (latitude 22°13°16”S e longitude 54°48°20”W, altitude
430 metros), nos meses de fevereiro a maio de 2018, sendo os 30 primeiros dias de adaptacao
as instalacdes, a dieta e a0 manejo experimental. Todo o manejo experimental foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFGD (CEUA/UFGD), sob o nimero
19/2017.

2.1. Animais, tratamentos e dieta

Utilizaram-se 20 carneiros Pantaneiros (+ 20 meses de idade), com escore de condi¢do
corporal (ECC) 2,9+0,4 (escala de 1-5; Pugh, 2004) e peso vivo (PV) 40,6+5,14 kg. Os
animais foram tratados contra parasitas internos e externos antes da entrada no confinamento.
2.2. Tratamentos

Distribuiram-se os animais (n=20), aleatoriamente, em um delineamento inteiramente
casualizado, em quatro tratamentos, com cinco machos em cada um deles. Cada grupo
recebeu uma diferente dose diaria de vitamina E (o-tocoferol; Monovin-E®, Bravet), por via
intramuscular no musculo semitendinoso, com um grupo servindo como controle, sem
tratamento. Considerou-se como dia 0 (Do) a data da primeira aplicacdo da vitamina E,
visando avaliar um efeito agudo e mantido da mesma. A dose total semanal recebida por
todos os animais dos grupos tratados foi de 400 Ul em 4 mL, sendo que cada 1 mL continha
100 UI de a-tocoferol. Os grupos foram os seguintes:
- Grupo controle (GC): nao recebeu vitamina E (0 UI de a-tocoferol);
- Grupo 1 (G1): recebeu uma injecdo intramuscular de vitamina E (4 mL contendo 400 Ul de
a-tocoferol) por semana, ao longo dos 56 dias do experimento;
- Grupo 2 (G2): recebeu duas injecdes intramusculares de vitamina E (2 mL contendo 200 Ul
de a-tocoferol em cada uma delas), em dois dias seguidos, por semana, ao longo dos 56 dias

do experimento;
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- Grupo 3 (G3): recebeu quatro inje¢des intramusculares de vitamina E (1 mL contendo 100
Ul de a-tocoferol e cada uma delas), em quatro dias seguidos, ao longo dos 56 dias do
experimento.

Os animais foram alimentados com uma dieta (Tabela 1) a base de 50% de
concentrado comercial (OviBochi®) e 50% de volumoso (feno de aveia e feno de capim
Brachiaria brizantha cv. Piatd), duas vezes ao dia (manha e tarde), com agua ad libitum, de
acordo com suas necessidades diarias para manutencdo (NRC, 2007). A cada 14 dias os
animais eram pesados e o0 seu ECC mensurado.

Tabela 1- Teor de nutrientes da dieta basal, conforme o volumoso ou concentrado

fornecidos aos carneiros Pantaneiros (n=20), com cerca de 20 meses de idade, em
confinamento, suplementados ou ndo com vitamina E (a-tocoferol) por via parenteral.

Nutrientes Composic¢do (% MS)?
Volumoso Concentrado
Matéria Seca 93 93.3
Proteina bruta 3.7 13.9
Extrato etéreo 1.90 25
Cinzas 6.6 6.6
FDN 65.3 65.6
FDA 37.9 22.1
Perfil de acidos graxos (% total)

C14:0 1.15 0.14
C15:0 0.27 0.06
C16:0 31.43 16.64
C16:1c9 0.43 0.23
C17:0 0.66 0.24
C18:0 2.26 3.43
C18:1¢c9 26.27 29.95
C18:1cl1 0.96 1.33
C18:2 n-6 19.47 44,05
C18:3n-3 11.31 2.73
C20:0 1.53 0.50
C22:0 2.05 0.35
C24:0 2.20 0.34
Saturados 41.55 21.71
Insaturados 58.45 78.29
Monoinsaturado 27.67 31.52
Poliinsaturados 30.78 46.78
n-6 19.47 44.05
n-3 11.31 2.73
n-6/n-3 1.72 16.16

a\/alor nutricional dos alimentos calculado com base na matéria seca.
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2.3. Abate e amostragem da carne

Ao final do experimento, realizou-se o abate de todos o0s carneiros. Todos oS
procedimentos de abate obedeceram as normas do Regulamento de Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal e Regulamento Técnico de Métodos de
Insensibilizagdo para o Abate Humanitario de Animais de Acougue (Brasil, 2000) do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Doze horas antes do abate, os animais
passaram por um jejum de solidos e, em seguida, foram pesados. Apos prévia insensibilizacéo
por eletronarcose, procedeu-se a seccdo das veias jugulares e das artérias carétidas para
sangria e, por fim, a evisceragdo. Apos o0 abate, as carcacas foram transferidas para a cdmara
fria a 4°C durante 24 horas, para resfriamento. Das meias carcacas esquerdas retirou-se 0s
musculos Longissimus thoracis et lumborum (LTL), os quais passaram por um toalet (retirada
de gordura e outros materiais carneos externos) e, em seguida, foram embaladas a vacuo e
congeladas para as posteriores analises.
2.4. Analise da composicao quimica

A composicdo centesimal foi realizada em duplicata no musculo LTL, sendo a
umidade calculada segundo o método 950.46 da A.O.A.C. (1990) e o nitrogénio total
determinado pelo método de Kjeldahl-micro (928.080; A.O.A.C., 1990). Calculou-se a
proteina bruta (PB) em funcédo dos teores de nitrogénio total, multiplicado pelo fator 6,25. O
extrato etéreo (EE) determinou-se segundo o item 960.39 e as cinzas pelo item 920.153 da
A.0.A.C. (1990).
2.5. Anédlise da coloracéo e pH da carne

A cor da carne foi analisada nas amostras apds 30 minutos de exposi¢do ao oxigénio,
para reacdo da mioglobina com o oxigénio atmosférico, de acordo com Cafieque & Safiudo
(2000). Analisaram-se os componentes luminosidade (L*), indice de vermelho (a*) e indice
de amarelo (b*) pelo colorimetro CR-400 com iluminante D65, angulo de visdo de 10° e
abertura de 8 mm de didmetro (KONICA MINOLTA Sensing Inc., Japan), sendo os valores
expressos no sistema de cor CIELAB, onde avaliou-se trés pontos da amostra e, desses
pontos, foi feita uma média. Calculou-se o angulo de tonalidade (h*) pela equacdo h*= tan-
1(b*/a*), e o indice de saturagdo (C*) a partir da equagdo C*= (a*2 + b*2) x 0,5 (Minolta,
1998). O pH foi registrado no muasculo logo apds o descongelamento, utilizando-se um
peagametro digital com sondas de penetracdo (modelo Testo 205 / 206).
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2.6. Analise da capacidade de retencdo de agua, forca de cisalhamento e perda por
coccao
A capacidade de retencdo de dgua (CRA) foi calculada segundo metodologia descrita

por Hamm (1960). Para a forca de cisalhamento (FC), prepararam-se as amostras conforme
método de Hopkings et al. (2010), sendo a medida de FC determinada pela utilizacdo do
texturdbmetro Texture Analyser TA-XT2i, com lamina de Warner-Bratzler. A perda por
cocgdo (PPC) foi determinada pela diferenca de peso das amostras cruas e cozidas, expressa
em porcentagem.
2.7. Andlise da peroxidacao lipidica

A concentracdo de malondialdeido (MDA) na carne foi quantificada pela mensuracao
das espécies reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS), como adaptado por Vital et al. (2016).
A amostra (5 g) foi misturada com acido tricloroacético (10 mL), homogeneizada no Ultra-
Turrax, e centrifugada (4.000 rpm) a 4°C por 15 min. O sobrenadante foi filtrado e misturado
com o reagente TBARS (1:1 v/v), e a mistura fervida (100°C) por 15 min., resfriada e, ent&o,
a absorbancia medida a 538 nm contra um padrdo MDA. Expressaram-se 0s resultados em mg
MDA kg de carne.

2.8. Andlise do perfil de acidos graxos

Os acidos graxos da carne foram analisados na forma de ésteres metilicos. Para esse
efeito, utilizou-se o método de transesterificacdo direta, reagindo-se 250 mg de carne
liofilizada com 3 mL de metdxido de sodio 0,5 N em metanol, durante 30 minutos a 50°C,
seguida de reacdo com 2 mL de acido cloridrico 1,25 M em metanol, durante 20 minutos a
80°C. Os éacidos graxos foram extraidos com hexano e o extrato seco com sulfato de sédio
anidro. No inicio da transesterificacdo, adicionou-se 1 mg de C19:0, utilizado como padrédo
interno. Os é&cidos graxos foram analisados por cromatografia gasosa com deteccdo por
ionizacdo de chama (GC-FID), utilizando-se um equipamento Shimadzu QP2010-plus
(Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado com uma coluna capilar de silica-fundida (SP-2560, 100
m % 0,25 mm x 0,20 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Durante a analise, mantiveram-se o
injetor e o detector a 220°C e 250°C, respetivamente. Utilizou-se hélio como gas de arraste a
fluxo constante de 1 mL/min., injetando-se 1 pL de amostra. A temperatura do forno foi
programada para iniciar a 50°C (mantida durante 1 minuto), aumentada depois a 50°C/min.
até aos 150°C (mantida durante 20 minutos), elevada a 1°C/min. até aos 190°C (mantida
durante 1 minuto) e, finalmente, aumentada a 2°C/min. até aos 220°C, no qual foi mantida
durante 30 minutos. A identificacdo dos acidos graxos foi feita por comparacdo com padrdes

comerciais (FAME mix 37 components, Supelco Inc., Bellefont, PA, USA). Adicionalmente,
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confirmaram-se as identificacdes dos &cidos graxos por espectrometria de massa, utilizando-
se um equipamento Shimadzu GC-MS QP2010 Plus (MS) (Shimadzu, Kyoto, Japan). As
condi¢des do cromatografo foram semelhantes as utilizadas no GC-FID, e as condic¢des do
MS foram: temperatura da fonte de ionizacdo, 200°C; temperatura da interface, 220°C;
energia de ionizagdo, 70 eV; scan. Os acidos gordos (AG) foram expressos em percentagem
do total de acidos gordos identificados (g/100 g Total AG). Na determinacdo dos indices
aterogenicidade e trombogenicidade utilizaram-se as expressdes propostas por Ulbricht &
Southgate (1991):
IA = ((12:0) + (4 x 14:0)+(16:0)/(C 06 )+ C®3 )+(CAGMI))
IT = (14:0+16:0+18:0)/((0,5 x Y AGMD)+(0,5 x > ®6)+(3 x > 03 )+ 03/> 6 ))

> w6= somatodrio dos acidos graxos da familia 6mega-6; > ®3= somatdrio dos acidos

graxos da familia dmega-3; > AGMI= somatdrio dos &cidos graxos monoinsaturados

3. Anélise estatistica
Para testar o efeito dos tratamentos utilizou-se o one-way Anova, com o GLM
(General Linear Model procedure of S.A.S. Institute, 2004). As diferencas entre 0s grupos

foram testadas através do teste de Tukey (p<0,05).
4. Resultados e Discussao

4.1. Composicdo quimica da carne

A anélise quimica da carne (Tabela 2) mostrou diferenca estatistica apenas para a
variavel gordura intramuscular (GI). Houve um aumento no teor de GI no LTL dos animais
que receberam a vitamina E, quando estes sdo comparados ao GC, o qual apresentou valor
inferior aos demais grupos tratados (p<0,05). Os grupos que receberam frequéncias menores
de aplicacdo, mas com volumes maiores por aplicacdo (G1 e G2), apresentaram concentracdo
de EE mais elevada na carne (p<0,05). Tendo em vista que as vitaminas lipossoliveis sao
armazenadas nos lipideos corporais (Nelson e Cox, 2011), os quais estdo sob controle dos
niveis circulantes de cortisol, era esperado que esses grupos apresentassem resultados
melhores, j& que o estresse por manipulagdo dos animais foi inferior e, subsequentemente, a
lipogénese seria menor (Lordelo et al., 2006). Os tocoferdis do plasma estdo ligados, quase
que totalmente, as lipoproteinas HDL (lipoproteinas de alta densidade) e LDL (lipoproteinas
de baixa densidade), e nele se encontram 80% a 90% de a-tocoferol (vitamina E) (Champe et
al., 2005), e elas levam a vitamina E para os musculos e demais tecidos. Umidade (U),

proteina e cinzas ndo foram influenciadas pelo uso da vitamina E parenteral; entretanto, o0s
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valores encontrados neste estudo ndo diferem de outros resultados referidos na literatura (Sun
et al., 2015; Monteschio et al., 2018).

Tabela 2- Efeito da vitamina E (a-tocoferol) de uso parenteral sobre a composicdo quimica
do musculo Longissimus thoracis et lumborum de carneiros Pantaneiros (n=20), com cerca de
20 meses de idade, mantidos em confinamento?

Composicéo (% MS)

Nutrientes GC Gl G2 G3 EMP3 p-valor
Umidade 75.84 75.02 74.96 75.39 0.16 0.162
Proteina bruta 16.63 16.79 16.07 16.81 0.83 0.061
GI? 2.02° 3.532 3.49? 2.68% 0.08 p<0.05
Cinzas 3.37 3.14 3.05 3.10 0.05 0.133

valor nutricional calculado com base na matéria seca. 2Gordura intramuscular. #*<Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).3Erro padrdo da média.

4.2. Cor, pH, capacidade de reten¢do de agua, forca de cisalhamento e perda por cocgao

Na Tabela 3 pode-se observar que ndo houve diferenca (p=0,427) entre os tratamentos
estudados para o pH da carne. No entanto, os valores obtidos mantiveram-se dentro dos
padrbes de normalidade (5,5-5,8; Majdoub-Mathlouthi et al., 2013). Quanto a cor da carne, 0s
tratamentos diferiram para intensidade de vermelho (a*) e croma (C*) (p<0,05), tendo o G3
apresentado melhores resultados (19,15 e 19,86), respectivamente, quando comparado ao GC
(15,00). A vitamina E tende a se armazenar nos musculos, tecido adiposo e figado (Nelson &
Cox, 2011) e, talvez, pelo fato do G3 ter recebido frequéncias maiores de aplicagdo da
vitamina, a sua atuacao tenha sido mais significativa na carne quando comparado ao GC.

Segundo Khliji et al. (2010) e Lee et al. (2014), as carnes de cordeiros de melhor
apresentacdo e aspecto saudavel sdo aquelas que recebem um valor igual ou superior a 9,5
para intensidade de vermelho, ou seja, carnes mais brilhantes, valores estes encontrados neste
estudo. Corroborando estes resultados, Camo et al. (2008) relacionam a intensidade de
vermelho e o0 croma da carne com a presenca de antioxidantes na dieta, ja que estes sdo
responsaveis pelo retardamento na formacdo das metamioglobinas, substancias que ddo uma
coloracgéo indesejavel na carne. Ainda, Bekhit e Faustman (2005) também afirmam que a alta
mioglobina resulta em mais cor vermelha no musculo esquelético.

Para o parametro luminosidade (L*), a média obtida nos grupos foi de 39,96, sem
influéncia da vitamina E (p>0,05); entretando, os valores encontrados estdo dentro daqueles
referidos por Khliji et al. (2010), que sdo de, no maximo, 44. Perda por cocgdo (PPC),
capacidade de retencdo de agua (CRA) e forca de cisalhamento (FC) ndo sofreram influéncia
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da vitamina E (p>0,05), e mantiveram-se dentro dos valores encontrados na literatura
(Monteschio et al., 2018).

Tabela 3 — Andlise instrumental da carne de machos ovinos Pantaneiros inteiros, com cerca
de 20 meses de idade, mantidos em confinamento, suplementados com vitamina E de uso
parenteral.

Varidveis Dose deVitamina E EMP1 p-valor
GC Gl G2 G3
pH 5.56 5.55 5.57 5.54 0.01 0.427
L* 38.93 39.96 38.63 37.71 0.59 0.630
a* 15.00P 17.83% 15.34° 19.152 0,58 0.050
b* 6.94 8.70 8.20 9.29 0.40 0.308
c* 16.55P 19.86%° 17.51% 21.312 0.74 0.049
h* 24.67 25.76 28.16 25.79 1.02 0.700
PPC 39.08 38.81 38.62 37.86 0.82 0.966
CRA 81.42 78.72 80.10 82.94 0.66 0.129
FC 3.54 2.35 2.94 2.95 0.20 0.211

L*= luminosidade; a*= intensidade de vermelho; b*= intensidade de amarelo; C*= intensidade da cor;
h*= Tonalidade da cor; PPC= peso por coc¢do; CRA= capacidade de retencdo de agua; FC= forga de
cisalhamento; CV% = Coeficiente de variacdo; **“letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (p<0,05). * Erro padrdo da média.

4.3. Perfil de acidos graxos da carne e peroxidacéo lipidica
4.3.1. Acidos graxos saturados

Em relacdo aos principais acidos graxos saturados (Tabela 4), palmitico (C16:0) e
estearico (C18:0) e suas proporc¢des no total de acidos graxos saturados (AGSSs), os resultados
encontrados neste experimento assemelharam-se aos de outros estudos (Sun et al., 2015;
Flakemore et al., 2017), sem refletir influéncia do uso da vitamina E nessas variaveis
(p>0,05). Ja os acidos graxos margarico (C17:0), isbmero do miristico (i-C:14:0) e ante-iso do
pentadecandico (a-C15:0) foram influenciados pela vitamina E (p<0,05). O G2 apresentou
menores concentracOes desses AGSs, diferindo (p<0,05) do GC.

Os AGSs miristico e palmitico sdo classificados como hipercolesterolémicos, ou seja,
aumentam a sintese de colesterol e favorecem o acimulo de LDL, tornando-se um fator de
risco para o aparecimento de doengas cardiovasculares (Chiara et al., 2002). Dentre todos os
acidos graxos saturados estudados, o acido miristico (C14:0) é o que tem efeito
hipercolesterolémico mais acentuado (French et al., 2003). O C18:0 é um derivado do &cido
oléico através da biohidrogenacdo no rimen (Harfoot & Hazlewood, 1988); entretanto, neste
estudo, o acido esteérico ndo variou entre os tratamentos (p>0,05). Normalmente, o excedente

do teor de gordura saturada encontrada na carne € o que mais preocupa; sendo assim, busca-se
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um equilibrio nutricional deste produto, diminuindo os &cidos graxos saturados e aumentando

o0s insaturados, principalmente os monoinsaturados (Liu, 2002).

Tabela 4 — Efeito da vitamina E (a-tocoferol) de uso parenteral sobre o perfil dos
acidos graxos saturados (%) do musculo Longissimus thoracis et lumborum de
carneiros Pantaneiros (n=20), com cerca de 20 meses de idade, mantidos em
confinamento.

Variaveis Dose de vitamina E EMP! p-valor
GC Gl G2 G3
C10:0 0.13 0.12 0.10 0.13 0.01 0.199
C12:0 0.06 0.05 0.05 0.06 0.01 0.727
i-C14:0 0.032 0.03% 0.02° 0.03% 0.01 0.021
C14:0 1.56 1.62 1.65 1.73 0.06 0.790
i-C15:0 0.12 0.12 0.09 0.12 0.01 0.276
a-C15:0 0.14 0.14 0.09 0.13 0.01 0.079
C15:0 0.25 0.24 0.19 0.24 0.04 0.068
i-C16:0 0.152 0.13% 0.11° 0.14% 0.01 0.050
C16:0 22.27 23.48 23.60 23.46 0.29 0.341
i-C17:0 0.52 0.44 0.42 0.44 0.01 0.066
a-C17.0  0.04 0.03 0.03 0.03 0.01 0.480
C17:0 0.852 0.872 0.72° 0.79% 0.02 0.006
i-C18:0 0.14 0.14 0.12 0.13 0.01 0.087
C18:0 17.42 18.27 16.35 17.10 0.42 0.461
C20:0 0.09 0.09 0.08 0.08 0.01 0.407
C22:0 0.04 0.03 0.04 0.03 0.01 0.095

Erro padréo da média. *“letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica
(p<0,05).

4.3.2. Acidos graxos insaturados

Em relacdo aos acidos graxos insaturados (AGIs) analisados no estudo (total de 29
AGls; Tabela 5), aproximadamente 21% foram influenciados pelo uso da vitamina E. Os
AGIs que diferiram estatisticamente (p<0,05) foram os oléicos C18:1 t6/t7/t8, C18:1 t10,
C18:1t12e C18:1 t16 e os 6megas 3 (n-3), 0 C20:5 n-3 (EPA) e 0 C22:6 n-3 (DHA). Para os
acidos graxos C18:1 t6/t7/t8, C18:1 t10,C18:1 t16, C20:5 n-3 e 0 C22:6 n-3, novamente 0 G2
apresentou menores concentragdes (p<0,05) quando comparado ao GC, repetindo 0 mesmo
comportamento dos AGSs. Ja para 0 acido graxo C18:1 t12, o G1 foi 0 que demonstrou
menor concentragdo em comparacdo ao GC (p<0,05). Correa (2004), cita que os &cidos
graxos monoinsaturados, principalmente o acido oléico (C18:1 ¢9), possuem efeito sobre a
hipercolesterolemia; entretanto, ndo diminuem os niveis do colesterol-HDL plasmatico e nem
provocam peroxidacdo lipidica, demonstrando o efeito positivo de dietas com altas

concentragOes destes acidos graxos. A vitamina E, de forma geral, parece ter influenciado
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negativamente nos grupos suplementados, fazendo com que as concentragdes destes acidos
graxos fossem reduzidas.

De acordo com Sposito et al. (2007), os acidos graxos n-3 reduzem a sintese hepatica
dos triacilglicerois atraves da diminuicdo da sintese das lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL), sendo considerados os mais importantes o eicosapentaenoico (EPA) e o
docosahexaenoico (DHA). Altas doses destes compostos (4 a 10g ao dia), na dieta de
humanos, reduzem as taxas de triglicérides e aumentam discretamente o colesterol ligado as
HDL. A carne de ruminantes é uma das principais fontes de CLA na dieta humana, e tem sido
muito estudada por possuir propriedades anticarcinogénicas (Schmid et al., 2006). Sua
concentracdo no tecido € muito pequena (2 a 5 mg/g de lipideos totais) e dependente do tipo
de dieta fornecida aos animais (Koba & Yanagita, 2013). Neste estudo, o uso da vitamina E
ndo influenciou significativamente os resultados (p>0,05), mas os valores encontrados
ficaram préximos aos relatados por Sun et al. (2015).

Em geral, os resultados encontrados neste estudo foram controversos a outros que
afirmaram uma relacdo positiva da vitamina E com os acidos graxos poli-insaturados,
apresentando maiores quantidades de AGIs (Zhao et al.,, 2013; Bellés et al., 2018),
justificados pelo fato da vitamina E proteger os AGIs intramusculares contra a peroxidacgao
lipidica aumentando, assim, as suas propor¢des na carne (Alvarez et al., 2009). Apesar dos
baixos valores de AGIs, estes mantiveram-se semelhantes aos resultados encontrados por
Berthelot et al. (2014) e Maraba et al. (2018).

Tabela 5 — Efeito da vitamina E (a-tocoferol) de uso parenteral sobre o perfil dos acidos
graxos insaturados (%) do masculo Longissimus thoracis et lumborum de carneiros
Pantaneiros (n=20), com cerca de 20 meses de idade, mantidos em confinamento.

Variaveis Dose de vitamina E EMP!  p-valor
GC Gl G2 G3

Cl14:1c9 0.04 0.04 0.05 0.05 0.01 0.751
C16:1c7 0.20 0.20 0.16 0.19 0.01 0.071
C16:1¢9 1.86 1.86 1.85 2.00 0.04 0.647
Cl7:1c 0.56 0.48 0.51 0.54 0.01 0.249
C18:1 0.252 0.262 0.20P 0.23% 0.01 0.006
C18:119 0.25 0.28 0.23 0.27 0.01 0.167
C18:1110 0.362 0.71% 0.30P 0.47° 0.04 0.002
C18:1t11 1.46 1.23 1.15 1.28 0.05 0.231
C18:1t12 0.25? 0.12° 0.19% 0.18% 0.02 0.019
C18:1¢9 3.80 4.01 4.06 3.85 0.54 0.280
C18:1cl11 1.00 0.89 1.04 1.02 0.03 0.158
C18:1c12 0.34 0.33 0.30 0.33 0.02 0.866
C18:1¢13 0.03 0.04 0.04 0.03 0.02 0.126
C18:1116 0.13% 0.13? 0.10° 0.122 0.01 0.045

C18:1cl15 0.09 0.08 0.08 0.08 0.01 0.667
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Tabela 5 — Efeito da vitamina E (a-tocoferol) de uso parenteral sobre o perfil dos acidos
graxos insaturados (%) do musculo Longissimus thoracis et lumborum de carneiros
Pantaneiros (n=20), com cerca de 20 meses de idade, mantidos em confinamento.

Variaveis Dose de vitamina E EMP!  p-valor
GC Gl G2 G3

C18:1t11c15 0.03 0.04 0.03 0.04 0.01 0.644
C18:2 0.48 0.45 0.45 0.48 0.01 0.757
C18:2n-6 5.78 3.78 4.81 5.28 0.31 0.128
C18:3n-6 0.39 0.28 0.34 0.04 0.01 0.112
CLA cot11 0.55 0.54 0.47 0.58 0.02 0.222
C20:1 0.08 0.09 0.09 0.08 0.01 0.482
C20:2 n-6 0.04 0.03 0.04 0.04 0.01 0.112
C20:3n-9 0.41 0.24 0.38 0.35 0.03 0.253
C20:3n-6 0.20 0.13 0.19 0.18 0.01 0.156
C20:4 n-6 2.41 1.32 1.091 1.92 0.16 0.123
C20:5n-3 0.282 0.15° 0.262 0.20% 0.02 0.039
C22:5n-6 0.06 0.03 0.04 0.04 0.01 0.247
C22:5n-3 0.52 0.29 0.45 0.40 0.03 0.096
C22:6 n-3 0.112 0.06° 0.09% 0.07% 0.01 0.017

'Erro padrdo da média. **“letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).

4.3.3. Somatoério dos acidos graxos, suas relacdes e TBARS

Quanto a peroxidacgdo lipidica, a variavel TBARS ndo foi influenciada pelo uso da
vitamina E (p>0,05). Antioxidantes sintéticos, como o a-tocoferol, sdo usados
tradicionalmente com a intencdo de atrasar ou impedir os efeitos negativos da peroxidacédo
lipidica em produtos carneos, pois agem diminuindo a formacdo de radicais lipidicos
iniciadores deste processo (Embuscado, 2015). Essa peroxidacdo lipidica destroi a estrutura
da membrana celular, perturba os processos de transporte e causa perdas na fungdo das
organelas celulares, podendo afetar a qualidade da carne, em particular a cor e o sabor
(Pisoschi & Pop, 2015). Entretanto, estes ndo foram os resultados encontrados neste trabalho.
Por outro lado, Zhao et al. (2018), estudando o efeito da presenca de substancias
antioxidantes, adicionaram bagaco de uva como fonte de antioxidante na dieta de carneiros e
encontraram valores préximos ao desse estudo.

As concentracdes totais dos tipos de &cidos graxos e suas relacdes tambeém ndo foram
influenciadas pela vitamina E; somente 0 G1 que apresentou menores concentragdes de acidos
graxos 6mega 3 em comparacdo ao GC; no entanto, os resultados obtidos estdo dentro
daqueles citados na literatura (Liu et al., 2013; Flakemore et al., 2017). Os indices de
aterogenicidade (I1A) e trombogenicidade (IT) ndo diferiram (p>0,05). Ulbricht & Southgate
(1991) propuseram como ideal um valor maximo de 1,27 para o IT, enquanto para o 1A é

ideal que ndo ultrapasse o valor de 0,72. Os valores encontrados para o IA neste estudo (+
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0,5) encontram-se dentro do recomendado, ao contréario de IT (£ 3,0), que foi muito mais
elevado. Os IA e IT indicam o potencial de estimulo a agregacdo plaquetéria, isto é, quanto
menores os valores de IA e IT, maior é a quantidade de acidos graxos anti-aterogénicos
presentes em determinado oOleo/gordura e, consequentemente, maior € o potencial de
prevencdo ao aparecimento de doengas coronarianas (Turan et al., 2007). Em média, a
proporcdo de n-6:n-3 encontrada no estudo foi de 6,44:1, sendo semelhante entre todos os
grupos (p=0,3276), situando-se fora dos padrdes recomendados pela Organizacdo Mundial da
Salde (2011), que seria entre 4:1 e 5:1. Os valores encontrados podem ser resultado da dieta
dos animais ndo ter sido exclusiva a pasto e com baixas quantidades de 18:3 n-3, elevando,
assim, o teor de n-6 (Simpoulos, 2002).

Tabela 6— Somatorios dos tipos de acidos graxos, suas relacdes (%) e resultados de TBARS
(mg MDA kg' de carne) do mdsculo Longissimus thoracis et lumborum de carneiros
Pantaneiros (n=20), com cerca de 20 meses de idade, mantidos em confinamento, sob o efeito
da vitamina E (a-tocoferol) de uso parenteral.

Variaveis Dose de vitamina E EMP!  p-valor
GC Gl G2 G3
Saturados 43.80 45,79 43.66 44.62 0.53 0.489
Insaturados 53.52 51.62 53.77 52.58 0.51 0.461
Monoinsaturados 44.88 46.83 46.85 45.39 0.50 0.419
Poli-insaturados 11.32 7.38 9.50 9.98 0.59 0.111
Poli/Sat 0.26 0.26 0.26 0.16 0.02 0.143
Monoi/Sat 1.03 1.02 1.08 1.06 0.02 0.735
Ins/Sat 1.22 1.18 1.23 1.13 0.03 0.496
n-6 8.54 5.35 7.01 7.50 0.05 0.123
n-3 1.302 0.77° 1.14% 1.03% 0.07 p<0.05
n-6/n-3 6.70 6.92 6.16 7.12 0.18 0.261
1A 0.51 0.52 0.55 0.53 0.01 0.785
IT 2.81 3.75 3.21 3.23 0.14 0.126
Thars 0.33 0.64 0.65 0.96 0.11 0.418

'Erro padrdo da média. **letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).

5. Concluséao

Este estudo mostrou que a suplementacdo parenteral com vitamina E influenciou
alguns parametros qualitativos da carne, como a gordura intramuscular, a cor e o perfil de
acidos graxos, mas foi incapaz de diminuir as concentracdes de agentes oxidantes com o
MDA. No geral, a dose testada de 400 Ul em 4 mL subdividida em 2 mL, foi a que melhor
apresentou resultados quanto a diminuicdo na concentracdo de gordura intramuscular e de
alguns acidos graxos saturados, mas também diminuiu a de alguns acidos graxos insaturados.
Entretanto, a diminuicdo dos insaturados ndo indica que a vitamina E possa provocar

alteracdes significativas na carne a ponto de ndo considera-la saudavel.
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Caracteristicas testiculares e seminais de carneiros Pantaneiros adultos suplementados

com vitamina E parenteral

Resumo
Analisaram-se 0s parametros testiculares (circunferéncia, comprimento, espessura, largura,

volume e peso), histologia (tubulos seminiferos e células de Sertoli), os parametros seminais
(volume, aspecto, turbilhonamento, motilidade, vigor e morfologia esperméticas), e as
concentracfes de malondialdeido (MDA) e testosterona no sangue de carneiros Pantaneiros
(x20 meses) que sofreram estresse nutricional na fase peridesmame suplementados com
vitamina E (VE) parenteral. Os carneiros (n=20) foram divididos em quatro grupos,
recebendo um total de 400 Ul em4mL de VE (1 mL/100 Ul a-tocoferol) semanalmente por 56
dias consecutivos, em diferentes volumes: GC (controle/sem aplicac¢do), G1 (1 aplicacdo de 4
mL de VE), G2 (2 aplicacdes de 2 mL de VE) e G3 (4 aplicacBes de 1 mL de VE). A cada 14
dias, durante os 56 dias experimentais, era feita a colheita do sangue e sémen dos animais,
para realizar as analises acima citadas. Apos 0s 56 dias os animais foram abatidos e coletados
seus testiculos para andlise de histologia e biometria testicular. Dentre os parametros
reprodutivos testados, as caracteristicas seminais mantiveram-se constantes nas diferentes
colheitas. Entretanto, a suplementacdo de vitamina E do G3 aumentou o nimero de células de
Sertoli (p<0,001); mas, nenhum dos grupos foi influenciado pela vitamina E na contagem dos
tibulos seminiferos, assim como a biometria testicular pds-abate. As concentracGes de
testosterona e malondialdeido no sangue também néo sofreram influéncia da vitamina E. Este
estudo indicou que as frequéncias de aplicacdo de VE utilizadas para a dose de 400 Ul néo
foram suficientes para influenciar os parametros seminais e testiculares, concentracdes de

MDA e testosterona sanguineas.

Palavras-chave: células de Sertoli, estresse oxidativo, ovino,sémen, testiculos.



2204
2205
2206
2207
2208
2209
2210
2211
2212
2213
2214
2215
2216
2217
2218
2219
2220
2221
2222
2223
2224
2225
2226
2227

95

Testicular and seminal characteristics of sheep adult Pantaneiro supplemented with

parenteral vitamin E

Abstract

Were analyzed the testicular parameters (circumference, length, thickness, width, volume and
weight), histology (seminiferous tubules and Sertoli cells), seminal parameters (volume,
appearance, swelling, motility, sperm vigor and morphology) concentrations of
malondialdehyde (MDA) and testosterone in the blood of Pantaneiros rams (x 20 months)
who underwent nutritional stress in the peridesmam phase supplemented with parenteral
vitamin E (VE). Sheep (n = 20) were divided into four groups, receiving a total of 400 IU in 4
mL of VE (1 mL /100 IU a-tocopherol) weekly for 56 consecutive days in different volumes:
GC (control / no application), G1 (1 application of 4 mL of LV), G2 (2 applications of 2 mL
of LV) and G3 (4 applications of 1 mL of LV). Every 14 days, during the 56 experimental
days, blood and semen were collected from the animals to perform the above analyzes. After
56 days, the animals were slaughtered and their testes collected for analysis of histology and
testicular biometry. Among the reproductive parameters tested, the seminal characteristics
remained constant in the different harvests. However, vitamin E supplementation of G3
increased the number of Sertoli cells (p <0.001); but none of the groups were influenced by
vitamin E in the seminiferous tubule counts, as well as the post-slaughter testicular biometry.
The concentrations of testosterone and malondialdehyde in the blood were also not influenced
by vitamin E. This study indicated that the frequencies of LV application used at the dose of
400 1U were not sufficient to influence the seminal and testicular parameters, MDA
concentrations and blood testosterone .

Key words: ovine, oxidative stress, semen, Sertoli cells, testes
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Introducéo

E possivel adotar-se praticas para melhorar a qualidade e a quantidade de sémen de
machos ovinos, através do uso de suplementos de vitaminas (lipossolUveis e/ou
hidrossoluveis) e outros elementos na dieta, a fim de potencializar a disseminacao da genética
de animais superiores e reduzir os custos de producdo de doses de sémen (Miloud & Karima,
2015). O crescimento e a regressdo testiculares em carneiros estdo diretamente
correlacionados com modificacdes no peso corporal e na secrecdo de hormoénios metabolicos
(Blache et al., 2000).

A fertilidade dos machos pode ser afetada pelo estresse oxidativo (Arabi & Seidae,
2008). Algumas substancias presentes no plasma seminal, quando em desequilibrio, podem
causar danos as células espermaticas e, assim, prejudicar a fertilidade ou, até mesmo, o inicio
da puberdade ou maturacdo sexual, através do estresse oxidativo (Maia & Bicudo, 2009). O
espermatozoide ovino, por conter uma alta concentracdo de &cidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) em sua membrana plasmaética, é extremamente sensivel aos efeitos nocivos das
espécies reativas de oxigénio (ROS), através da lipoperoxidacdo (LPO), resultando em perda
de motilidade e viabilidade espermaticas (Kaya et al., 2001), podendo assim, comprometer a
fertilidade. Isso justifica o fornecimento de suplementos aos machos, com fungéo
antioxidante, no intuito de melhorar o ambiente quimico testicular, e favorecer a
espermatogénese e a esteroidogénese.

O plasma seminal contém moléculas naturais que combatem as ROS que ocasionam
esse estresse. Moilanen et al. (1993) relataram ter encontrado no plasma seminal a presenca
de a-tocoferol e sistemas enzimaticos que reduzem algum tipo de dano oxidativo no plasma.

E conhecido que a vitamina E atua em sinergismo com o selénio, especialmente nas
acOes antioxidantes (NRC, 2007; Mahmoud et al., 2013; Ashan et al., 2014), melhorando a
performance reprodutiva de carneiros tratados com estas substancias, em termos de tamanho
testicular, qualidade seminal, concentracdes de testosterona, libido e niveis de glutationa
redutase (Mahmoud et al., 2013).

Atuando como um antioxidante lipossoluvel, a vitamina E (a-tocoferol) pode ser
encontrada nas membranas celulares, onde atua como agente protetor dos PUFAs de
membrana, protegendo-os da LPO (Luo et al., 2011). Luo et al. (2004) e Yue et al. (2010),
estudando a concentracdo espermatica de carneiros suplementados com vitamina E, puderam
comprovar que a suplementacdo deste composto trouxe um aumento nas concentracdes de
espermatozoides, protecdo contra possiveis danos causados pela LPO e incremento de indices

reprodutivos. Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar as respostas testiculares e do
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sémen de ovinos Pantaneiros adultos que sofreram estresse nutricional na fase peridesmame a

suplementacéo parenteral de 400 Ul de vitamina E com diferentes nimeros de aplicagoes.
Materiais e metodos

O experimento seguiu as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Grande Dourados (CEUA/UFGD), sob o nimero 19/2017.

Local de experimento e animais experimentais:

O experimento ocorreu na Fazenda Escola da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil (latitude 22°13’16”S e longitude
54°48°20”W, altitude 430 metros), utilizando 20 carneiros Pantaneiros jovens, com 20+2,8
meses de idade, escore de condicdo corporal (ECC; escala de 1-5; Pugh, 2004) 2,0+0,4 e peso
vivo (PV) 32,5 + 5,14 kg, oriundos do rebanho localmente adaptado desta fazenda. O peso e 0
ECC foram avaliados ao inicio e ao final do experimento.

Os animais foram criados e mantidos em pastagem natural (Brachiaria brizantha cv.
Piatd). Durante o seu crescimento inicial, nos periodos de amamentacao e desmame, passaram
por condi¢cBes ambientais desfavoraveis por seca intensa na regido. Uma vez selecionados
para o experimento, submeteu-se os carneiros, inicialmente, ao exame clinico geral e especial
(Pugh, 2004; Gouletsou e Fthenakis, 2010), para atestar sua condicdo de saude fisica e
reprodutiva, além de vermifuga-los (monepantel, Zolvix®) antes da entrada no confinamento.

Depois dos exames fisicos, distribuiram-se os 20 machos em baias individuais
aleatoriamente, dispostos de forma aleatéria e ndo fixa, alimentando-os com uma dieta
(Tabela 1) & base de 50% de concentrado comercial (OviBochi®) e 50% de volumoso (feno de
aveia e feno de capim Brachiaria brizantha cv. Piatd), fornecido duas vezes ao dia (manhéd e
tarde), com agua ad libitum, de acordo com suas necessidades diarias para manutencdo (NRC,
2007).

O periodo experimental ocorreu entre fevereiro e maio de 2017, com os primeiros 30
dias destinados a adaptacdo a dieta, a0 manejo e as instalacdes, seguidos por 56 dias de
colheitas experimentais.

Grupos experimentais:

Os 20 animais foram aleatoriamente distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos, tendo cinco machos em cada um deles. Cada grupo
recebeu uma diferente frequéncia de aplicacdo para 400 Ul de vitamina E(a-tocoferol,

Monovin-E®, Bravet), por via intramuscular, em momentos distintos, contidos no volume
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total semanal recebido pelos animais de 4mL, sendo que cada 1 mL continha 100 UI de a-
tocoferol. O dia 0 (Do) do experimento correspondeu a data da primeira aplicacéo da vitamina
E, visando avaliar um efeito agudo e mantido da mesma. Os grupos experimentais foram
assim distribuidos:
- Grupo controle (GC): nao recebeu vitamina E (0 UI de a-tocoferol);
- Grupo 1 (G1): recebeu uma injecdo intramuscular de vitamina E (4 mL contendo 400 Ul de
a-tocoferol) por semana, ao longo dos 56 dias do experimento;
- Grupo 2 (G2): recebeu duas injecdes intramusculares de vitamina E (2 mL contendo 200 Ul
de a-tocoferol em cada uma delas), em dois dias seguidos, por semana, ao longo dos 56 dias
do experimento;
- Grupo 3 (G3): recebeu quatro injecdes intramusculares de vitamina E (1 mL contendo 100
UI de a-tocoferol em cada uma delas), em quatro dias seguidos, ao longo dos 56 dias do
experimento.
Colheitas e quantificagdes do sangue, sémen e medida de circunferéncia escrotal:

A partir do Do, a cada 14 dias, por 56 dias consecutivos, constituindo os momentos 14,
28, 42 e 56 dias (Mo, M14, M2s, M42, Msg), obteve-se uma amostra de sangue por venopuncéo
jugular, mediu-se a circunferéncia escrotal (CE), com uso de fita métrica (cm) colocada no
maior didmetro da bolsa escrotal, e colheu-se sémen dos animais por eletroejaculacéo.

Logo ap0s cada colheita de sémen, fizeram-se as avaliagbes macro e microscopicas das
amostras (Evans & Maxwell, 1987; Mies Filho, 1987; CBRA, 2013), no proprio local e pelo
mesmo técnico, considerando-se volume (mL), aspecto (classificacdo 1 = aquoso; 2 = leitoso;
3 = cremoso), turbilhonamento (escala de 0-5), motilidade total (%) e vigor (escala de 1-5).
Para a determinacio da concentracdo espermatica (células espermaticas x10%/mL) preparou-se
uma diluicdo 1:400 com agua destilada, posteriormente contando-se as amostras no
Laboratorio da UFGD, em camara de Neubauer e sob objetiva de 40x. A avaliacdo da
morfologia espermatica ocorreu através da confec¢do de esfregacos (com diluicdo em solugédo
de formol salina), classificando-a em percentuais de defeitos maiores, menores e defeitos
totais (Blom, 1973).

A testosterona foi quantificada por radioimunoensaio (RIA) em fase s6lida, usando-se
Kits comerciais para testosterona (RIA Testosterone, direct IM1119, Immunotech, Prague,
Czech Republic), no Laboratério de Endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia— FMVZ, UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

Quantificou-se o nivel de peroxidacéo lipidica no plasma sanguineo, de forma indireta
(Nichi et al., 2007),no Laboratério Multiuso, FAMEZ, UFMS, Campo Grande, MS, Brasil,
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mensurando-se as espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), neste caso, sem a
inducdo de vitamina C e ferro. A leitura foi feita por espectrofotometria, em comprimento de
onda de 532 nm e os resultados comparados com uma curva padrdo, previamente
estabelecida, de malondialdeido (MDA), sendo a concentracdo do TBARS determinada
utilizando-se um coeficiente de extingdo molar do MDA (1,56 x10° x M mL1), e expressa em
ng MDA/mL.

Ao final dos 56 dias considerou-se uma media total de cada parametro avaliado em cada
tratamento para a analise dos dados.
Colheita de testiculos e epididimos e analise histoldgica:

No dia Ds7 ocorreu o abate dos machos, apos prévia insensibilizacdo por eletronarcose,
com descarga elétrica de 220 V por 8 segundos, seguida da seccdo das veias jugulares e das
artérias carétidas para sangria. Apés o abate, os testiculos foram retirados. Nos testiculos,
mediu-se o volume testicular real (VOLR) através do deslocamento de &gua (Krause, 1993).
Colocaram-se os testiculos em um béquer graduado contendo um volume de 4gua conhecido e
calculou-se 0 VOLR pelo volume de agua deslocado pelos testiculos. O comprimento
(COMP) e a largura testicular (LARG) foram mensurados usando o paquimetro, apos a
retirada da pele. Para medir o COMP, consideraram-se os testiculos, excluindo-se a cauda dos
epididimos no sentido dorso-ventral. A LARG foi medida na porcdo média do testiculo no
sentido latero-medial.

Logo apds, os testiculos foram colocados em solucdo de formalina tamponada 10%
para fixacdo, e encaminhados para a andlise histologica, no Laboratério de Histologia do
Instituto de Biociéncias da UFMS. Fixaram-se os fragmentos de testiculos em solucdo de
Bouin por 48 h. Posteriormente, o material foi destinado a rotina histolégica para inclusdo em
parafina. Obtiveram-se cortes de 5 um de espessura, 0s quais foram corados em hematoxilina-
eosina, para analises histoldgicas dos testiculos (Foley, 2001). Além disso, em 20 tubulos
seminiferos cortados transversalmente, realizou-se a quantificagdo dos ndcleos das células de
Sertoli, em objetiva 40x (Guerra et al., 2013).

Anélise estatistica

Todos os dados, inicialmente, passaram pelo teste de normalidade Anderson-Darling,
sendo avaliados possiveis outliers. Os dados foram, entdo, submetidos a anélise de variancia
(GLM) e, quando verificados efeitos significativos dos tratamentos, aplicou-se teste de médias
de Bonferroni (P<0,05), utilizando-se o programa estatistico SPSS 13.0 (2005). Como efeito
fixo, estudou-se o nimero de aplicacbes (quatro tratamentos), em funcdo do tempo (quatro

periodos de avaliagdo com intervalos de 14 dias), para as varidveis dependentes dos
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parametros seminais, CE e biometria testicular. Para os estudos em funcdo do tempo,
considerou-se como co-variavel o efeito de periodo. A aplicagdo de vitamina E foi, também,
estudada independentemente do nimero de aplicacdes contrastada com o tratamento controle
(4 mL vitamina E x controle). Os resultados foram expressos em médias (+) e erro padrao.

Na avaliacdo histoldgica, utilizou-se o teste de ANOVA de um critério para verificar
se havia diferenca entre os grupos (P<0,05), e teste de Tukey para localizar as diferencas.
Resultados e discussao

Os animais iniciaram o experimento com peso corporal médio de 33,50 + 5,14 kg e
com ECC médio de 2,0 £ 0,4, oriundos de um rebanho que sofreu restricbes alimentares no
periodo peridesmame, decorrentes de uma estiagem ocorrida na regido. Mesmo assim, ao final
dos 56 dias de experimento alcancaram peso de 40,75 £6,02 kg e ECC de 2,9+0,4, ainda que
sem diferencgas estatisticas entre estes momentos (P>0,05). Se comparados a outros animais de
ragas brasileiras, como a Santa Inés, poderiam ser considerados com baixo peso (Souza et al.,
2007), mas os animais Pantaneiros possuem porte pequeno e, neste caso especifico, é
importante considerar o histdrico de restricdo alimentar devido a seca no periodo em que eles
estavam a pasto, antes do confinamento. Serafim et al. (2016), encontraram um peso em
média de 41,0 kg em carneiros Pantaneiros com aproximadamente 24 meses de idade. Outro
fato relevante, nestes animais, é que o ECC elevou-se, na média, em 0,9 pontos, ainda que
sem variagcbes estatisticas nos diferentes momentos (P>0,05). Esses resultados séo
importantes, porque restricdes na nutricdo durante as primeiras semanas de vida, pré-
desmame, tem consequéncias de longo prazo sobre a performance reprodutiva na idade adulta
(Blache et al., 2008). Um dos maiores reguladores da funcdo reprodutiva é o estado
metabolico do animal, ou seja, a disponibilidade de nutrientes e energia aos tecidos em um
dado momento (Blache et al., 2006; Blache & Martin, 2009). O estado metabdlico depende da
massa de alimento consumido, das reservas corporais e da taxa de gasto de energia, com
modificagfes em qualquer um destes fatores podendo influenciar a capacidade reprodutiva
(Blache et al., 2006).

Neste estudo,as caracteristicas seminais dos carneiros, estudadas como média das
colheitas realizadas ao longo dos 56 dias de experimento, mantiveram-se similares para todas
as caracteristicas avaliadas (Tabela 1) nos quatro grupos experimentais (P>0,05), com
excecdo do aspecto do sémen, que se mostrou mais aquoso no G2 em relagdo aos demais
grupos (P<0,05), que apresentaram aspecto leitoso. Ao analisar-se os resultados completos do
exame de sémen, percebe-se que os animais apresentavam amostras de qualidade inferior a

média considerada ideal para a especie (padrdes minimos de volume de 0,5 mL, motilidade de
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65%, vigor 4, concentracdo de 3,0 x 10° espermatozoides/mL; Evans & Maxwell, 1987; Mies
Filho, 1987; CBRA, 2013; Delgadillo, 2008), provavelmente em decorréncia do estresse
metabolico ocorrido durante os seus estagios iniciais de crescimento, uma vez que suas
necessidades de manutencdo (NRC, 2007) foram supridas pela dieta durante o confinamento.

E conhecido que as restri¢des nutricionais, em quantidade e qualidade, desencadeiam
uma “memoria metabolica” (Blache et al., 2006; NRC, 2007), que se reflete na capacidade
produtiva e reprodutiva dos animais na vida adulta. Existem correlacGes fortes e diretas entre
plano de nutricdo, massa testicular e numero de espermatozoides por ejaculado, para
pequenos ruminantes (Blache et al., 2008; Martin et al., 2010), e isto € marcante ao observar-
se as médias das concentracBes espermaticas e dos resultados de vigor de todos 0s grupos
estudados, mais baixos que as médias citadas acima (Evans & Maxwell, 1987; Mies Filho,
1987; CBRA, 2013; Delgadillo, 2008). Ainda segundo estes mesmos autores, um sémen de
aspecto leitoso apresenta cerca de 3,0 x 10° espermatozoides/mL, como verificados nos
grupos GC, G1 e G3; ja um sémen aquoso, como apresentado pelos animais do G2, tem
concentracéo de apenas 0,7 x 10° espermatozoides/mL, e isso pode influenciar nos resultados
de fertilidade de rebanhos colocados em cobertura com estes machos e nas doses de sémen
que eles sdo capazes de produzir (Miloud & Karima, 2015). Martin et al. (2012) citam que 0s
componentes da dieta parecem ser responsaveis por relacionar o balango energético a funcéo
testicular, através de associagdes entre genotipo, estrutura (6rgdos), comunicacdo (sinais
qguimicos e neurais, sensores de nutrientes) e tempo (dinamica, memdria e programacdo
metabolicas).

A auséncia de variagcdes no sémen entre 0s grupos estudados contraria os resultados de
Yue et al. (2010), que concluiram que suplementacdo com a vitamina E tem um papel positivo
em melhorar a qualidade seminal por proteger a membrana das células testiculares e de suas
mitocondrias, por suas habilidades antioxidantes, inclusive com doses de 200 Ul/dia. Talvez a
quantidade utilizada no presente experimento, além dos diferentes fracionamentos, ndo tenha
sido capaz de promover este efeito antioxidante de forma adequada, no periodo estudado,
principalmente considerando-se o histérico metabdlico dos animais. Tanto Hong et al. (2009),
guanto Yue et al. (2010) afirmam que as respostas da vitamina E ndo sdo proporcionais as
concentragdes fornecidas.

Como néo houve interacdo entre momento de colheita e tratamento (P>0,05), os dados
da circunferéncia escrotal foram avaliados como médias dos cinco momentos, com valores de
29,30+3,93 cm no GC, 30,30+1,44 cm no G1, 28,60+1,34 cm no G2 e 29,20+1,48 cm no G3,

resultando numa média geral de 29,35+2,21cm entre todos os grupos (P>0,05). No mesmo
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grupamento genético, cordeiros entre 3 e 6 meses de idade, estudados por Santos et al. (2016),
obtiveram CE média de 28,6 cm, correlacionada positivamente com a biometria testicular.
Esses dados demonstram que o0s carneiros atingiram um desenvolvimento testicular
compativel com as medidas de outros animais do mesmo grupamento genético, considerando-
se a diferenca de idade entre os animais de Santos et al. (2016) e os do presente
experimento.Neste sentido, é conhecido que 0 crescimento e a regressdo testiculare em
carneiros estdo diretamente correlacionados com modificacdes no peso corporal e na secrecao
de horménios metabolicos (Blache et al., 2000), o que implica em seu potencial de cobertura
(Vifoles et al., 2012). Como os animais estudados sofreram restricdo nutricional nas fases
iniciais da vida, isto pode ter-se refletido no seu crescimento testicular, menor que o esperado
no grupamento genético se considerar-se 0s animais jovens de Santos et al. (2016).

A testosterona plasmatica mostrou-se semelhante entre os grupos (P>0,05), com
concentragdes de 5,16+0,59 ng/mL no GC, 5,96+0,59 ng/mL no G1, 4,91+0,59 ng/mL no G2
e 4,44+0,59 ng/mL no G3. Ao avaliarem-se 0os momentos de aplicagcdo, houve diferenga
(P<0,001); entretanto, quando se observa as diferentes aplicacdes dentro de cada periodo, as
diferentes frequéncias de aplicacdo da vitamina E ndo foram capazes de interferir
significativamente nas concentracdes da testosterona plasmatica, ou seja, os niveis foram
alterados, mas nao pelos tratamentos e, sim, em razdo do tempo decorrido, ndo ocorrendo uma
interacdo entre periodo e tratamento.

A concentracdo sanguinea de MDA, ndo variou entre os grupos (P>0,05), com médias
de 1,374+0,56 ng/mL no GC, 1,34+0,56 ng/mL no G1, 1,36+0,56 ng/mL no G2 e 1,62+0,56
ng/mL no G3. No entanto, ao longo dos momentos, 0 MDA apresentou variagdes (P<0,05), de
forma similar ao que ocorreu na testosterona plasmatica, mas, ao analisar-se o periodo
individualmente, também ndo se manifestaram diferencas, demonstrando ndo haver uma

interacdo entre periodo e tratamento.

Ao avaliar-se as concentracdes de testosterona plasmatica, ndo se verificaram
variacdes entre 0s grupos experimentais, indicando que todos os animais, inclusive 0s nédo
tratados, mantiveram sua atividade esteroidogénica testicular dentro da normalidade (Preston
et al., 2012). A ocorréncia de estresse oxidativo nos animais e o efeito antioxidante da
vitamina E, o MDA, assim como verificado na testosterona plasmatica, ndo diferiu entre os
grupos, e manteve-se dentro dos padrdes de referéncia para a espécie (Mohebbi-Fani et al.,

2011), indicando que o0s animais conseguiram manter o balango entre oxidantes e
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antioxidantes, a despeito do uso da vitamina E, refletido pela auséncia de diferengas entre o
GC e 0s grupos tratados.

Os dados obtidos na biometria testicular estdo apresentados na Tabela 3. Ndo houve
diferenca em nenhuma das medidas avaliadas para os quatro grupos experimentais (P>0,05),
considerando-se a média dos testiculos direito e esquerdo, e a simetria entre eles, pela alta
correlagéo existente, como relatado por Louvandini et al. (2008).

Na analise histoldgica dos tubulos seminiferos, contados em 100 segmentos, verificou-
se semelhanga entre todos os grupos testados (P>0,05) com médias + erro padrdo de
83,2+5,58 no GC, 79,2+5,45 no G1, 79,0+4,56 no G2, e 82,2+4,09 no G3. J& a contagem das
celulas de Sertoli em 20 tubulos seminiferos em corte transversal resultou em média + erro
padrdo de 175,75+4,98 para o GC, 169,60+5,79 para o G1, 153,75+8,03 para 0 G2, e
205,60+5,02 para 0 G3, tendo o G3 apresentado maior nimero de células de Sertoli nos seus
tibulos seminiferos em relacdo aos demais, com G1 (P<0,05), G2 e G3 (P<0,01),
demonstrando um efeito positivo da vitamina E aplicada em dose dividida em quatro dias
sobre os testiculos dos carneiros, ainda que ndo tenha se refletido em maior producao
espermética destes machos. De forma distinta, em cabritos suplementados por Hong et al.
(2009) com vitamina E na dieta por cinco meses, desde os trés meses de idade, houve um
aumento significativo na densidade numérica e no didmetro de tabulos seminiferos e
epididimais, no nimero de células espermatogénicas e na sua habilidade, ainda que sem afetar
0 peso testicular, especialmente com doses de 80 e 320 Ul/animal/dia, refletindo-se em um
melhor desenvolvimento dos 6rgédos reprodutivos destes animais.

Nos testiculos, a vitamina E pode afetar a expressdo de receptores e fatores de
transcricdo em numerosas vias intracelulares, além de regular a expressdo de genes
relacionados ao metabolismo (Xu et al., 2016). Segundo Arabi & Seidae (2008), Yue et al.
(2010) e Xu et al. (2016), esta vitamina engrandece os mecanismos de defesa antioxidantes
nos testiculos, removendo o excesso de radicais livres, por aumentar a expressdo génica de
enzimas antioxidantes e fatores ligados aos seus mecanismos de acao.

Hong et al. (2009) levantam a hipotese de que a suplementagdo com vitamina E, quando
atinge niveis mais elevados, como poderia ter ocorrido naqueles animais que tiveram a dose
aplicada em um namero menor de vezes, podem transferi-la para diversos tecidos ou expeli-la
do corpo. E importante, também, considerar-se a necessidade de que a suplementagio com
vitamina E seja acompanhada da utilizacdo de selénio, o qual tem efeito sobre as células

testiculares e sobre a secre¢do de horménios do eixo reprodutivo (Mahmoud et al., 2013).
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Concluséo

Pode-se concluir que a dose fornecida de vitamina E (400 Ul), nas frequéncias de
aplicacdo utilizadas neste estudo, ndo foi suficiente para melhorar os pardmetros seminais de
carneiros, mesmo tendo aumentado o numero de células de Sertoli nos testiculos dos animais
de um grupo. Sugere-se testar outras doses, frequéncias e tempos de aplicacdo que possam
propiciar uma maior protegéo testicular, de forma a se refletir em incrementos nas respostas
testiculares.
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Tabela 1- Teor de nutrientes da dieta basal, conforme o volumoso ou concentrado fornecidos
aos carneiros Pantaneiros (n=20), com cerca de 20 meses de idade, em confinamento,
suplementados ou ndo com vitamina E (a-tocoferol) por via parenteral.

Composicédo (% MS)?
Nutrientes Volumoso 50% Concentrado 50%
Matéria seca (MS) 93,0 93,3
Proteina bruta 3,7 13,9
Extrato etéreo 1,9 2,5
Cinzas 6,6 6,6
FDN 65,3 65,6
FDA 37,9 22,1

@Valor nutricional dos alimentos calculado com base na matéria seca.

Tabela 2 - Caracteristicas seminais de carneiros jovens (20 + 2,8 meses de idade), em
confinamento, suplementados ou ndo com vitamina E (a-tocoferol) por via parenteral, na dose
total de 400 Ul (100 mg/1 mL) por semana, durante 56 dias, Dourados, MS.

Grupos experimentais* Erro

Variaveis GC Gl G2 G3 Padréo P-valor
Aspecto (1-3) 1,96  196* 168" 208 0,050 0,035
Concentracéo 1,02 1,19 1,00 1,10 0,067 0,790
(x10%/mL)

Volume (mL) 0,608 0,625 1,004 0,776 0,079 0,287
Turbilhdo (0-5) 2,2 2,8 2,3 2,8 0,112 0,100
Motilidade (%) 60,0 67,5 55,4 65,2 1,728 0,076
Vigor (0-5) 3,0 3,4 3,0 3,2 0,076 0,207
Defeitos Totais (%) 17,3 20,8 21,3 24,1 1,172 0,233
Defeitos maiores (%) 14,0 16,1 15,5 21,0 1,067 0,114
Defeitos menores (%) 3,3 4,7 5,8 3,1 0,635 0,429

*GC = grupo controle, G1 = 1 dose de 4mL, G2 = 2 dose de 2 mL cada, G3 = 4 doses de 1 mL.
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Tabela 3 — Biometria testicular de carneiros jovens abatidos (20 = 2,8 meses de idade),
suplementados ou ndo com vitamina E (a-tocoferol) por via parenteral, na dose total de 400

Ul (100 mg/1 mL) por semana, durante 56 dias, Dourados, MS.

Grupos Experimentais*

Variaveis GC Gl G2 G3 Média I\/Ifgtrj?o P - valor
Padréo
Circunferéncia (cm) 18,67 18,30 17,50 17,45 17,96 0,262 0,309
Comprimento (cm) 9,43 9,53 8,50 9,23 9,200 0,158 0,099
Espessura (mm) 6,10 6,15 6,27 5,78 6,05 0,101 0,367
Largura (cm) 6,00 5,73 5,50 5,50 5,67 0,103 0,328
Volume (cmd) 217 210 177 178 195 8,170 0,180
Peso (Kg) 0,225 0,217 0,184 0,193 0,205 0,008 0,319

*GC = grupo controle, G1 = 1 dose de 4mL, G2 = 2 dose de 2 mL cada, G3 = 4 doses de 1 mL. Os dados estdo
apresentados como médias do somatorio dos testiculos direito e esquerdo.
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