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“O homem néo é nada além daquilo que a educacao faz dele”

- Immanuel Kant.

“E por isso que lutamos e trabalhamos muito, pois temos posto a nossa esperanga no Deus
Vivo, que é o Salvador de todos, especialmente dos que creem”
- 1 Timoteo 4:10
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RESUMO

Os bovinos estdo sujeitos a uma variedade de processos patologicos, tanto de origem
infecciosa, como de origem nao infeciosa. Estes processos geram grandes perdas
para a pecuaria leiteira pois resultam em queda na produtividade e no bem-estar
animal. Neste contexto, proteinas de fase aguda (PFA), em geral, tém suas
concentracdes séricas alteradas durante a ocorréncia de estados patolégicos diversos
e, por esse motivo, podem ser usadas como biomarcadores do estado inflamatério.
Desse modo, a presente pesquisa buscou evidenciar os efeitos da inclusdo dos 6leos
de algodao, girassol e soja, frente as concentracdes séricas das PFA, a fim de avaliar
se esta inclusdo na alimentacao de novilhas exercera acéo sobre o estado inflamatério
dos animais. Foram selecionadas 16 novilhas mesticas. Estas, foram alocadas em 4
grupos: grupo controle, grupo alimentado com 6leo de algodéao, grupo alimentado com
Oleo de girassol e grupo alimentado com 6leo de soja, todos os 6Oleos incluidos a 4%
da matéria seca da dieta. Os resultados observados no presente trabalho evidenciam
gue a inclusdo de 6leos na dieta de novilhas leiteiras pode influenciar o estado
inflamatorio, uma vez que se reduziram as concentracdes de ceruloplasmina,
principalmente quando se consideram as dietas em que foram incluidos o6leos de
girassol e soja. Esta inclusdo de Oleos ainda proporcionou um aumento das
concentracdes de apolipoproteina A4 e uma diminui¢do dos niveis de transferrina, ao

fim do experimento.

Palavras-chave: ceruloplasmina; apolipoproteina A4; estado inflamatério; nutricao de

ruminantes.



ABSTRACT

Bovines are subject to a variety of pathological processes, both of infectious origin and
non-infectious origin. These processes generate great losses for dairy farming as they
result in a drop in productivity and animal welfare. In this context, acute phase proteins
(APP), in general, have their serum concentrations altered during the occurrence of
different pathological states and, therefore, can be used as biomarkers of the
inflammatory state. Thus, this research aimed to evidence the effects of including
cottonseed, sunflower and soybean oils, against the serum concentrations of APP, in
order to assess whether this inclusion in the diet of heifers will exert an effect on the
inflammatory state of the animals. Sixteen crossbred heifers were selected. These
were divided into 4 groups: control group, group fed with cottonseed oil, group fed with
sunflower oil and group fed with soybean oil, all oils included at 4% of the diet's dry
matter. The results observed in this study show that the inclusion of oils in the diet of
dairy heifers can influence the inflammatory state, once ceruloplasmin concentrations
were reduced, especially when considering the diets in which sunflower and soybean
oils were included. This inclusion of oils also provided an increase in apolipoprotein A4

concentrations and a decrease in transferrin levels at the end of the experiment.

Keywords: ceruloplasmin; apolipoprotein A4; inflammatory state; ruminant nutrition.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Censo Agropecuério de 2017, o rebanho bovino brasileiro ja supera
a marca de 172 milh8es de cabecas, com um nimero que ultrapassa 11,5 milhdes de
vacas ordenhadas (IBGE, 2019). Considerada uma importante fonte de renda para
milhares de familias brasileiras, a cadeia produtiva de leite exerce um papel
fundamental na economia do pais, uma vez que emprega desde 0s setores envolvidos
no manejo dos animais, até aqueles que atuam na industria de alimentos (ROCHA;
CARVALHO; RESENDE, 2020).

Contudo, a producéo de leite ainda enfrenta desafios relacionados a saude e ao bem-
estar animal. Os periodos de transi¢do e lactacdo sdo considerados uns dos mais
desafiadores para vacas leiteiras, pois estes animais tendem a desenvolver um
balanco energético negativo (BEN), que leva a uma consideravel diminuicdo do
escore de condicao corporal e torna o inicio de lactacdo desafiador (ELBAZ et al.,
2019; LOCK; SOUZA, 2018; WELTER, 2015).

Autores mostram que a presenca de determinados acidos graxos na dieta de vacas
leiteiras tem potencial de minimizar o estado inflamatorio, bem como de aumentar a
densidade energética da dieta (ABOLGHASEMI et al., 2019; ELBAZ et al., 2019;
LOCK; SOUZA, 2018). Os éacidos graxos araquidonico e eicosapentaenoico,
sintetizados a partir de acidos linoleico e linolénico, s&do precursores de
prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos, compostos estes que possuem funcdes
fisiolégicas e regulatérias importantes, inclusive relacionadas aos processos
inflamatorios (PALMQUIST; MATTOS, 2011).

Entretanto, a inclusédo de lipideos na dieta deve ser realizada de forma controlada,
uma vez que ela pode ser danosa para 0s microrganismos ruminais (KOZLOSKI,
2002; PALMQUIST; MATTOS, 2011). Montagner et al. (2017) afirmam em seu
trabalho que a avaliacdo das concentracdes das proteinas de fase aguda (PFA) se faz
importante neste periodo de transicdo, uma vez que auxiliam na avaliacdo do quadro

clinico.

A presente pesquisa busca avaliar os efeitos da adicao dos 6leos de algodéo, girassol
e soja, frente as concentragdes séricas das PFA, no intuito de avaliar se esta incluséo
na alimentacdo de bovinos exercerd uma acdo sobre o estado inflamatério dos

animais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BOVINOCULTURA LEITERA
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Uma das principais atividades econdmicas do Brasil € a bovinocultura. Destaca-se,

dentro da producdo de bovinos, a cadeia produtiva de leite e derivados, a qual é

considerada uma importante fonte de renda e empregos para milhdes de brasileiros.

O Brasil é considerado o terceiro maior produtor de leite do mundo, e esta apenas

atrds dos Estados Unidos e da india, com o Estado de Minas Gerais sendo

considerado, historicamente, o maior produtor de leite do pais (ROCHA; CARVALHO;

RESENDE, 2020).

A producdo leiteira no Brasil tem crescido constantemente a cada década e, de acordo

com o Censo Agropecuario de 2017, ultrapassou a marca de 30 bilhdes de litros

produzidos (Figura 1). Os dados ainda apontam uma redugdo do numero de vacas

ordenhadas, apesar do aumento da producdo, comparando com resultados obtidos

no Censo Agropecuario de 2006, o que indica um aumento de produtividade do

rebanho nacional, totalizando 2621 litros por ano (IBGE, 2019).

Figura 1 - Producéo de leite de vaca no Brasil de 1970 a 2017.
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De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), a
producéo de leite brasileira e mundial aumentou em 2020 (FAO, 2021). Apesar de
obter bons resultados quanto aos indices de producéo leiteira por vaca a cada ano,
esses dados ainda sdo considerados bem inferiores quando comparados a outros
paises, o que indica que o Brasil possui um grande potencial para ser explorado na
cadeia produtiva de leite (ROCHA; CARVALHO; RESENDE, 2020).

Alguns dos principais desafios pertinentes a producéo de leite estédo relacionados ao
conforto e bem-estar dos animais, ao atendimento das exigéncias nutricionais, a
correta estruturacdo do rebanho, a reproducao, a persisténcia de producéo leiteira
elevada, a um bom melhoramento genético e a um manejo adequado de patologias
(CAMARGO, 2018). A qualidade do leite produzido geralmente € aferida pelos 6rgaos
governamentais e pela industria leiteira por meio de testes que buscam avaliar as
condic¢des fisico-quimicas, a qualidade microbiologica, aléem da avaliagdo dos niveis
de células somaticas (ARAUJO, 2012).

Como ferramenta de auxilio a bovinocultura leiteira, a contagem de células somaticas
(CCS) é uma importante ferramenta para determinar a qualidade do leite cru, uma vez
gue esta relacionada a deteccdo de mastite subclinica no rebanho. Estas células
podem ser provenientes da descamacao do epitélio mamario ou ainda leucdcitos que
se destinam a regido dos tetos por conta do desenvolvimento de processos
infecciosos e/ou inflamatoérios. Esta avaliacdo é importante economicamente pois 0
aumento de CCS pode desencadear grandes perdas econdmicas associadas ao
descarte do leite, bem como afetar o bem-estar animal de vacas acometidas pela
mastite (ACOSTA et al., 2016; ARAUJO, 2012; SANTOS; NASCIMENTO; EDWARDS,
2016).

2.2 NUTRICAO ANIMAL

Os animais possuem exigéncias especificas de acidos graxos (AG) essenciais, uma
vez que estdo na forma de componentes de membranas celulares e como percussores
de moléculas regulatorias como, por exemplo, prostaglandinas. Os AG sao exigidos
para que se tenha um adequado funcionamento do metabolismo (PALMQUIST;
MATTOS, 2011).
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Os AG araquidonico (20:4 n-6) e eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) séo sintetizados
a partir dos acidos linoleico (18:2 n-6) e linolénico (18:3 n-3), respectivamente. O acido
araquidoénico e o EPA séo precursores de compostos eicosanoides que possuem
funcbBes fisioldgicas e regulatérias importantes, sao estes: prostaglandinas,
tromboxanas e leucotrienos (PALMQUIST; MATTOS, 2011).

Inicialmente, a inclusao de lipideos na alimentagéo de vacas leiteiras, possuia apenas
0 objetivo de aumentar a densidade energética da dieta, a fim de evitar a reducéo do
escore corporal no periodo pos-parto e melhorar a taxa de prenhes e de producédo de
leite (VALADARES FILHO; PINA, 2011; WELTER, 2015). Entretanto, a inclusdo de
lipideos na dieta desses animais ja apresenta ter mais funcionalidades, a exemplo do
fornecimento para vacas em quaisquer estagios de lactacao no intuito de melhorar a
gualidade do leite, especialmente para animais sujeitos a um balanco energético
negativo (BEN), no pds-parto imediato (LOCK; SOUZA, 2018; WELTER, 2015).

Apesar dos beneficios, a inclusdo em excesso de lipideos na dieta pode vir a reduzir
a fermentacao ruminal e o desenvolvimento da microbiota nesse 6rgao. Essa reducéao
pode ocorrer por conta da interacao dos lipidios com as fibras, impedindo a aderéncia
das bactérias ruminais e 0 acesso das enzimas fibroliticas ao alimento e também pela
caracteristica dos acidos graxos insaturados terem tendéncia a ter acao toxica sobre
as células bacterianas (KOZLOSKI, 2002). Além disso, a gordura é considerada um
potente estimulante de colecistoquinina (CCK), peptideo este que esta relacionado
com a sensacdao de saciedade. Pode ser entdo que o fornecimento de dietas ricas em
gordura tenha potencial regulador de consumo, uma vez que o0s niveis plasmaticos de
CCK tendem a aumentar (SILVA, 2011).

Se faz necessario lembrar que 0s microrganismos ruminais possuem um “mecanismo
de defesa” denominado bio-hidrogenacao, responsavel por converter AG insaturados
em saturados, 0s quais sdo menos téxicos. Apos isso, esses AG ainda podem reagir
com ions de calcio ruminais, formando sabdes insollveis e atoxicos (PALMQUIST,;
MATTOS, 2011).

Ressalta-se ainda que o valor energético de uma fonte lipidica tende a ser afetado
pela sua digestibilidade, pois, para as fontes lipidicas, a energia digestivel (ED) é

semelhante a energia metabolizavel (EM). Logo, uma fonte lipidica ideal € aquela em
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que se tem uma minima interferéncia sobre a fermentacdo ruminal e uma alta
digestibilidade no intestino delgado. O efeito mais sélido da inclusdo de lipideos na
dieta esta relacionado a diminui¢do das concentra¢des ruminais de amoénia. Pode-se
ainda aumentar os niveis de propionato e reduzir a metanogénese (VALADARES
FILHO; PINA, 2011).

Em geral, os acidos graxos de cadeia longa (AGCL) possuem uma certa toxicidade
para bactérias gram-positivas, mas acabam por ndo afetar as bactérias gram-
negativas ruminais. Ainda, AG insaturados com 18 &tomos de carbono sé&o
considerados potentes inibidores de bactérias metanogénicas. Portanto, se faz
necessario entender que o uso de lipideos na dieta de ruminantes tem um certo
potencial de causar reducéo de digestibilidade das fibras, entretanto possui efeitos
benéficos como a reducdo da metanogénese e das concentracbes de amdnia, bem
como aumento dos niveis de propionato (VALADARES FILHO; PINA, 2011).

2.3 ESTADO INFLAMATORIO

Do ponto de vista metabdlico, o periodo de lactacdo € um dos mais criticos para vacas
leiteiras de alta producao. A avaliacdo das fémeas na fase do peri-parto é importante
pois, nesse periodo, tendem a desenvolver muitas alteracdes metabdlicas e
fisiol6gicas, como a inflamacédo (PICCIONE et al., 2012; TANAKA et al., 2011). Nesse
contexto, o figado € um dos principais 6rgdos que executa funcdes importantes na
adaptacao metabdlica na fase do peri-parto (VAN DORLAND et al., 2009).

A inflamacéo € considerada um evento importante para o organismo dos animais, uma
vez que permite a sobrevivéncia do individuo em situacdes atipicas, de modo que se
obtenha a homeostase no local da lesdo (TIZARD, 2014). Quando ocorre uma
resposta fisioldgica a alguma lesdo ou infeccdo, uma inflamacao local é envolvida e
tem-se o inicio de uma sequéncia de eventos que levardo ao comeco de uma resposta
sistémica, denominada resposta de fase aguda. Por sua vez, esta resposta pode levar
a modificacdes qualitativas e quantitativas no perfil de proteinas presentes no sangue,

com destaque para as proteinas de fase aguda (PFA) (CECILIANI et al., 2012).

As PFA tém potencial de atuar em diversos aspectos da resposta sistémica a

inflamacgéo. Estas proteinas sédo produzidas no figado e em tecidos periféricos do
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corpo, como linfonodos e baco, sob influéncia da IL-1, da TNF-a e da IL-6 (Figura 2).
As PFA podem ter suas concentragfes sanguineas aumentadas ou diminuidas, a
depender da sua classificacdo, e podem ser utilizadas como biomarcadores de
patologias em ruminantes (CECILIANI et al.,, 2012; PETERSEN; NIELSEN;
HEEGAARD, 2004; STOCKHAM; SCOTT, 2011; TIZARD, 2014).

Figura 2 - Sintese das Proteinas de Fase Aguda.

PROTEINAS DE FASE AGUDA

|

SINTESE EXTRA-HEPATICA

SINTESE HEPATICA 1

HEPATOCITOS CELULAS EPITELIAIS TECIDO CONJUNTIVO

CELULAS ENDOTELIAIS

Fonte: Adaptado de JAIN et al., 2011.

2.3.1 AVALIACAO DAS PROTEINAS DO PLASMA E SORO SANGUINEO

Se faz comum a avaliacdo dos niveis plasmaticos e séricos de proteinas nos animais
domeésticos. Essa avaliacdo é proposta com o fim de se detectar possiveis alteracées
nas suas concentracbes no tecido sanguineo, em geral, de forma secundaria a
ocorréncia de algumas doencas. Em determinadas patologias, a alteracdo dos niveis
proteicos pode ser o0 Unico achado anormal. A afericdo de niveis proteicos especificos
regularmente apresenta informac¢des importantes acerca do caso presente, encurta a
lista de diagnésticos diferenciais e indica a presenca de uma patologia especifica
(ALISSON, 2015).
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Sao encontrados dois principais tipos de proteinas no plasma: albumina e globulinas.
A albumina é a mais abundante e uma das menores destas proteinas. No plasma
vascular, ela é responséavel por, aproximadamente, 75% da pressao oncGética.
Sintetizada pelo figado, a albumina alcanca a corrente sanguinea e tem como uma de
suas importantes funcdes, transportar AG livres, calcio, &cidos biliares, horménios e
medicamentos, com uma meia-vida plasmatica de mais ou menos 2 a 3 semanas em
bovinos (ALISSON, 2015; STOCKHAM; SCOTT, 2011).

As globulinas pertencem a um grupo heterogéneo de proteinas, com tamanhos bem
variaveis. Centenas de tipos de globulinas estdo presentes no plasma, entre elas
estao as proteinas do sistema complemento, fatores de coagulacéo, imunoglobulinas
(IgG, IgM, IgA, etc), enzimas diversas e diferentes proteinas transportadoras de
vitaminas, horménios, hemoglobina extracelular, ions metélicos e lipidios. A grande
maioria das globulinas sdo produzidas no tecido hepatico, com excecdo das
imunoglobulinas, que séo sintetizadas nos tecidos linfoides. As globulinas podem ser
classificadas em alfaglobulinas, betaglobulinas e gamaglobulinas, baseando-se em
suas mobilidades eletroforéticas (ALISSON, 2015; STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Como exemplos de constituintes da fracdo de alfaglobulinas, cita-se a ai-glicoproteina
acida, ceruloplasmina (transporta cobre), haptoglobina (transporta hemoglobina) e a
amiloide sérica A, dentre outras. Para a fracao de betaglobulinas, tem-se a transferrina
(transporta ferro), componentes do sistema complemento (C3 e C4) e fibrinogénio,
dentre outras. A fracdo de gamaglobulinas € formada, principalmente, por
imunoglobulinas (ALISSON, 2015).

As analises bioquimicas das proteinas podem ser realizadas tanto com amostras de
plasma, como com amostras de soro. Denomina-se plasma a parte liquida da amostra
de sangue centrifugada, colhida em tubo que contenha anticoagulante. Ja o soro pode
ser entendido como a parte liquida de uma amostra sanguinea coagulada, que possuli
as mesmas caracteristicas do plasma, mas € desprovido da presenca de fibrinogénio
e outras proteinas da coagulacdo. A escolha da melhor amostra dependera de qual
concentragéo proteica que se busca (ALISSON, 2015; STOCKHAM; SCOTT, 2011).
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A concentracao de albumina, em geral, € mensurada por meio de espectrofotometria,
a partir de métodos colorimétricos que utilizam o corante verde de bromocresol (VBC).
Entretanto, o VBC nao € especifico para albumina e pode ser que este se ligue a
algumas globulinas, superestimando os valores de albumina quando estes estdo
muito baixos (< 1g/dL). A qualidade da ligacdo do VBC a albumina dependera da
concentracdo da mesma na amostra. Esta capacidade de ligacdo também ir4
depender da espécie analisada, uma vez que, por exemplo, a ligacdo do VBC a
albumina bovina € bem mais forte que a que ocorre com amostras caninas ou felinas
(ALISSON, 2015; STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Uma das formas de se determinar as concentracdes das globulinas € o método de
eletroforese de proteinas séricas. A distribuicdo eletroforética de proteinas sera
possivel com a aplicacdo de uma pequena quantidade da amostra de soro na
extremidade da matriz do gel a ser utilizado na eletroforese. Apds isso, se aplica uma
corrente elétrica que permitira uma migracdo das proteinas do soro em taxas que
dependerédo da carga e do tamanho de cada proteina (ALISSON, 2015; STOCKHAM,;
SCOTT, 2011).

O gel é corado e varias fracOes proteicas podem ser vistas, detectadas por um
densitbmetro. Sdo calculadas as concentracdes de cada fracao proteica, a partir da
concentracdo de proteinas totais da amostra. Isso permitirA uma separacdo das
globulinas em varias fracées, como alfaglobulinas, betaglobulinas e gamaglobulinas
(ALISSON, 2015; STOCKHAM; SCOTT, 2011).

E comum que se observe alteragbes nas concentrages proteicas no sangue, que
podem estar relacionadas ao aumento ou diminuicdo de certas proteinas. Estas
alteracdoes estdo relacionadas a anormalidades nos niveis de albumina e/ou
globulinas, de modo que a interpretacdo de alteracdes nos teores de proteinas
dependera de qual é a principal proteina da amostra que se encontra alterada
(ALISSON, 2015).

2.3.2 PROTEINAS DE FASE AGUDA

Durante uma resposta sistémica a um processo inflamatorio, as concentracdes

plasmaticas de muitas proteinas tendem a se alterar de forma significativa. Em sua
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maioria, estas proteinas sdo denominadas proteinas de fase aguda (PFA). Existem
trés principais grupos proteicos que tém suas concentracOes alteradas em
decorréncia da inflamacéao: as proteinas de fase aguda positivas (pPFA), as proteinas
de fase aguda negativas (nPFA) e as proteinas de resposta tardia (ALISSON, 2015;
STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Em geral, 0 aumento das concentragdes de PFA no sangue néo leva a um quadro de
hiperproteinemia. A resposta aguda ao processo inflamatério acaba por levar a
liberacdo de diversas citocinas no local da inflamacéo, como a interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Estas citocinas irdo
interferir na producdo de PFA pelo figado, de modo a aumentar ou diminuir suas
concentragdes (ALISSON, 2015).

As pPFA séo proteinas que, diante de um processo inflamatorio, sofrem um aumento
de suas concentracdes séricas ou plasmaticas. Esta elevacao de suas concentracdes
se da por conta do aumento da producédo pelos hepatocitos apds serem estimulados
por citocinas, como a IL-6 e IL-1. Algumas destas proteinas, como a proteina C reativa
e a amiloide sérica A, aumentam suas concentracfes em menos de um dia apos o
inicio dos estimulos inflamatérios, ja outras tendem a aumentar seus niveis séricos
apos dois dias do inicio do processo inflamatorio. Algumas das principais pPFA e suas
funcdes serdo descritas a seguir (STOCKHAM; SCOTT, 2011; TIZARD, 2014).

A haptoglobina € a principal pPFA para bovinos (ECKERSALL; BELL, 2010; TIZARD,
2014). Esta, se liga a dimeros livres de hemoglobina presentes na circulacdo e, por
consequéncia, indisponibiliza o ferro para microrganismos. A haptoglobina sé esta
presente no soro de animais que apresentem alguma resposta de fase aguda
cursante. Seus niveis se apresentam abaixo de 0,1 mg/dL em condi¢cdes de
normalidade e podem atingir ou superar esse nimero em alguns dias ap0s o estimulo
inflamatério (CECILIANI et al., 2012; PETERSEN; NIELSEN; HEEGAARD, 2004;
STOCKHAM; SCOTT, 2011).

A ai-glicoproteina &acida € uma pPFA que possui diversas atividades anti-
inflamatorias. Esta, pode atuar como uma proteina de transporte plasmatico além de

ter potencial imunomodulador na resposta inflamatéria. Em ruminantes, ela esta mais
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relacionada a processos cronicos e apresenta uma resposta moderada, com
concentragbes que aumentam de forma lenta e que permanecem elevadas por mais
tempo (CECILIANI et al.,, 2012; ECKERSALL; BELL, 2010; STOCKHAM; SCOTT,
2011).

A ceruloplasmina € uma pPFA que possui acdo enzimatica e antioxidante. Transporta
cobre e auxilia na conversdo de ferro da forma ferrosa em férrica para que seja
transportado no plasma em associagcdo com a transferrina. A ceruloplasmina ainda
tem funcéo importante nos processos de cicatrizacdo e producédo de colageno (JAIN;
GAUTAM; NASEEM, 2011; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008; STOCKHAM;
SCOTT, 2011). A a2-macroglobulina € uma pPFA que apresenta uma resposta
moderada e possui atividade antiprotease, de modo que inibe a atividade de enzimas
proteoliticas que séo liberadas pelas células inflamatérias durante um quadro de

inflamacéo, o que reduz danos aos tecidos adjacentes (ECKERSALL, 2008).

A apolipoproteina Al e a apolipoproteina A4 sdo componentes da lipoproteina de alta
densidade (HDL). O HDL desenvolve um importante papel no transporte do colesterol,
uma vez que este remove o excesso desta molécula das células periféricas e leva ao
figado para seu catabolismo. Em condi¢cbes normais, ainda pode desempenhar um
papel antioxidante, anti-inflamatério e anti-infeccioso. Entende-se entéo que os efeitos
benéficos do HDL sdo altamente dependentes da apolipoproteina Al e da
apolipoproteina A4, que individualmente ainda possuem atuacfes bem amplas no
organismo (FIELDING; FIELDING, 1995; KIM et al., 2013; RYE; BARTER, 2008).

As nPFA sao proteinas que, durante um processo inflamatorio, sofrem diminuicao das
suas concentracoes séricas ou plasmaticas. As suas concentracfes tendem a diminuir
em decorréncia da sua baixa producéo pelos hepatécitos, estimulados por citocinas
como IL-1 e IL-6. A albumina e a transferrina sdo os principais exemplos de nPFA
(ALISSON, 2015; STOCKHAM; SCOTT, 2011; TIZARD, 2014).

A albumina é considerada a principal proteina envolvida no funcionamento da presséo
coloidosmotica, bem como, atua como fonte de aminoacidos e transporta diversas
substancias, como cétions e drogas. A interpretacdo da sua diminuicdo como nPFA é

relativamente dificil, uma vez que esta pode estar relacionada a sua sintese, consumo
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ou destruicdo. Em geral, sua diminuicdo como nPFA apresenta-se de forma gradual
e € mais perceptivel em quadros cronicos. A transferrina é considerada a principal
proteina de transporte de ferro e suas concentra¢des tendem a diminuir quando h&a
um quadro inflamat6rio em curso. Em situa¢ées que ocorram deficiéncia de ferro, pode
haver um aumento de suas concentracbes (ECKERSALL, 2008; STOCKHAM;
SCOTT, 2011).

As proteinas de resposta tardia sdo aquelas cujas concentracdes séricas ou
plasmaticas se alteram a partir de uma a trés semanas ap0s o inicio do quadro
inflamatdrio. As principais proteinas de resposta tardia sdo as imunoglobulinas e as
proteinas do complemento. Produzidas pelos linfécitos B, as imunoglobulinas séo
classificadas por suas cadeias pesadas, como, por exemplo: 1gG, IgA, IgE e IgM
(STOCKHAM; SCOTT, 2011).

A 1gG é a classe de imunoglobulina que estd em maior concentragdo no soro. S&ao
responsaveis por desempenhar a resposta humoral do organismo, apresentadas em
duas subunidades: IgG de cadeia leve, com peso molecular de 25 kDa, e a IgG de
cadeia pesada, com 50 kDa de peso molecular (Figura 3). Algumas de suas funcdes
estdo relacionadas a opsonizacdo de microrganismos, a fixacdo do sistema
complemento e a aglutinacédo de bactérias (GERSHWIN, 2008; MURPHY, 2014).

Figura 3 - Estrutura da Imunoglobulina G evidenciando as cadeias leves (amarelas) e

pesadas (verdes), aos pares.

Fonte: Adaptado de Murphy, 2014.
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2.4 ELETROFORESE E MENSURACAO DE PROTEINAS DE FASE AGUDA

Ha algum tempo, tem crescido como uma ferramenta de diagnostico laboratorial para
pacientes veterinarios, a classificacdo das proteinas do soro. O perfil destas proteinas
é definido, em sua maioria, por meio do uso da eletroforese de proteinas séricas. De
modo geral, a eletroforese é utilizada para separar macromoléculas de misturas
complexas a partir da aplicacao de um campo elétrico. Estas moléculas, com destaque
as proteinas, irdo se deslocar em velocidades diferentes, a depender das suas
caracteristicas proprias e das particularidades do gel utilizado (CERON; CALDIN;
MARTINEZ-SUBIELA, 2010).

A presenca de proteinas em concentragdes anormais no sangue € denominada de
disproteinemia. Essa condic&o esta relacionada a ocorréncia de uma hiperproteinemia
ou a uma hipoproteinemia, estas que, por sua vez, podem ser classificadas em
seletivas ou ndo seletivas. As seletivas remetem a uma situacao em que as proteinas
totais estdo aumentadas ou diminuidas, mas algumas fracfes proteicas estdo maiores
ou menores do que outras. As ndo seletivas estéo relacionadas a um quadro em que
todas as fracbes proteicas estdo, em conjunto, aumentadas ou diminuidas
(STOCKHAM; SCOTT, 2011).

A fim de se categorizar uma disproteinemia como seletiva ou ndo seletiva, pode ser
necessaria a realizacdo de uma eletroforese de proteinas séricas para avaliar 0os
niveis relativos de determinados grupos de proteinas, em especial, as globulinas. As
disproteinemias mais frequentes estdo relacionados a quadros de desidratacéo
(hemoconcentracdo) e durante a ocorréncia de processos inflamatérios. Os trés
principais grupos de proteinas cujas concentracfes plasmaticas se alteram em
decorréncia de um processo inflamatorio sdo as pPFA, as nPFA e as proteinas de
resposta tardia (STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Varios tipos de eletroforese estédo disponiveis, uma delas é a eletroforese em gel de
poliacrilamida. Esta técnica separa mais fracbes de proteinas séricas do que com
outras substancias de suporte, o gel é transparente (0 que permite uma analise por
densitometria) e é considerado menos fragil que o gel de agarose, também
comumente utilizado (CERON; CALDIN;: MARTINEZ-SUBIELA, 2010).
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Um sistema tipico de eletroforese é composto, basicamente, por cinco componentes:
(1) solucéo tampao; (2) dois eletrodos de platina ou carbono, cuja polaridade sera
determinada pelo modo que estes estarao ligados a fonte de energia; (3) sistema de
eletroforese, onde a separacdo das proteinas ocorre; (4) uma cobertura, para
minimizar a evaporacgio e proteger o sistema; e (5) uma fonte de energia (CERON;
CALDIN; MARTINEZ-SUBIELA, 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos demonstram o efeito advindo de acidos graxos, especialmente da
série n-3, sobre o estado inflamatério. De modo geral, acidos graxos da série 6mega
3 desempenham papel como precursores de sinalizadores anti-inflamatoérios, com
destaque para os &cidos graxos eicosapentaendico (EPA) e docosa-hexaendico
(DHA). Os bovinos estdo sujeitos a uma miriade de processos patolégicos, tanto os
de origem infecciosa, causados por virus, bactérias ou outros microrganismos, como
os de origem néo infeciosa, como as desordens metabdlicas comuns no peri-parto,
relacionadas ao balanco energético negativo. Tais processos patolégicos geram
grandes perdas para a pecuaria leiteira pois resultam em queda na produtividade e no
bem-estar animal. Neste contexto, proteinas de fase aguda, como a haptoglobina, a
ceruloplasmina, a transferrina, a glicoproteina &cida, a apoliproteina A4, a
apoliproteina Al, entre outras, em geral tém sua concentracao sérica alterada durante
a ocorréncia de estados patologicos diversos e, por esse motivo, podem ser usadas
como biomarcadores do estado inflamatério (AKBAR et al., 2015; ALISSON, 2015;
ELBAZ et al., 2019; MONTAGNER et al., 2017). Desse modo, a presente pesquisa
busca evidenciar os efeitos da incluséo dos Oleos de algodao, girassol e soja, frente
as concentracdes séricas das proteinas de fase aguda, a fim de avaliar se esta
inclusdo na alimentacdo de bovinos exercerd uma acao sobre o estado inflamatorio

dos animais.



30

4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar o efeito da inclusdo de 6leos na alimentacdo de bovinos sobre o estado

inflamatério dos animais.

4.2 ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da inclusdo de diferentes tipos de 6leo, com diferentes perfis de
acidos graxos, na alimentacao de novilhas leiteiras sobre o estado inflamatério

pela quantificacdo de proteinas de fase aguda no soro;

e Avaliar o efeito da inclusdo dos Oleos de algodao, girassol e soja sobre a
concentracdo seérica das proteinas de fase aguda: albumina, ceruloplasmina,
transferrina, glicoproteina &cida, apoliproteina A4, apoliproteina Al, alfa 2

macroglobulina, 1IgG de cadeia leve, IgG de cadeia pesada e haptoglobina.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho consiste de uma pesquisa experimental que objetivou avaliar o
efeito da incluséo de 6leos na alimentacao de bovinos sobre o estado inflamatério dos
animais. O estudo foi realizado com 16 novilhas leiteiras, as quais receberam dietas
acrescidas de 6leos vegetais (algodédo, girassol e soja) a fim de se observar efeitos
sobre a inflamacédo, por meio da avaliacdo de PFA. Por sua vez, essa avaliagdo
ocorreu no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da Escola de Veterinaria, na
Universidade Federal de Minas Gerais e no Laboratorio de Pesquisa em Patologia
Clinica, do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, campus
Vigosa/MG.

5.2 METODOLOGIA DE OBTENCAO DE DADOS
5.2.1 LOCACOES

A realizacao da fase de campo do estudo, com administracdo das dietas e colheita do
material sanguineo, ocorreu na Fazenda Experimental da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), campus Florestal/MG. Os procedimentos laboratoriais que envolveram
analise de albumina foram realizados no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria
da Escola de Veterinaria, na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As
analises laboratoriais das PFA foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Patologia Clinica, do Departamento de Veterinaria da UFV, campus Vicosa/MG. Por
fim, as andlises estatisticas foram realizadas no Departamento de Estatistica e

Informatica da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), em Recife/PE.
5.2.2 ANIMAIS

Selecionou-se 16 bezerras mesticas (holandés-zebu), as quais pertenciam ao
rebanho do Setor de Bovinocultura Leiteira da UFV, campus Florestal/MG,
desmamadas 60 dias ap0s o0 nascimento. As médias de idade e peso das bezerras

sao de 7,3 £ 2,1 meses e 250,67 £ 26,44kg, respectivamente.
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Os animais passaram por um periodo de 15 dias de adaptacdo a dieta base e as
instalagdes. No primeiro dia da adaptacgdo, foram vacinados (Poli-Star®, Vallee™, lote
11/19) com o fim de se promover uma prevencdo ao Botulismo (tipos C e D),
Carbunculo Sintomético, Gangrena Gasosa, Enterotoxemia, Doenca do Rim Polposo
e Morte Subita das Ruminantes. Na mesma data, os animais foram vermifugados com
solugao injetavel a base de Doramectin a 1% (Dectomax®, Zoetis™) para a prevencao
de parasitos gastrintestinais e pulmonares, além de ectoparasitos (miiases, bernes,
carrapatos, piolhos, 4caros e moscas).

5.2.3 INSTALACOES

As bezerras foram mantidas em confinamento, alojadas em 8 baias com éarea de
44,2m?, aos pares. As dimensdes das baias sdo: area coberta com 6m de
comprimento, 3,3m de largura, 4m de pé direito em seu ponto mais alto, solario com
7,4m de comprimento e 3,3m de largura. A area coberta possuia telhas de ceramica,
piso de concreto, bebedouro automatico de alvenaria, além de comedouros de
alvenaria com trés reparticbes (duas para alimentos e uma para suplementacao
mineral). A area desprovida de cobertura permitia aos animais um contato direto com

o0 solo e promovia ventilacdo natural, por conta da circulacdo normal do ar (Figura 4).

Figura 4 - Bezerras utilizadas em suas respectivas baias.

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.2.4 DIETA BASAL

A dieta basal foi composta de silagem de milho e concentrado. Ambos os
componentes foram produzidos no préprio setor de bovinocultura da UFV, campus
Florestal/MG. O concentrado foi preparado em misturador automatico MFW
Maquinas® modelo MRO 500 Plus e era composto por fubéd de milho, farelo de soja e
suplemento vitaminico-mineral para mistura (NC Bovilac 50, Master Alimentos®). A

composicao nutricional dos ingredientes da dieta basal esta exposta na Tabela 1.

Tabela 1 - Composic¢ao nutricional dos ingredientes da dieta basal.

Silagem Fubéa de Farelo de Suplemento
ftem de Milho Milho Soja Vit.-Min.2

Matéria seca 30,7 88,0 89,0 95,0
Matéria mineralt 4,3 1,60 7,30 100,0
Proteina brutat 7,0 10,0 AL afe
Extrato etéreo? 2,3 4,3 15 0,0
Fibra det. neutro* 58,0 9,0 15,0 0,0
Fibra det. acido? 33,0 3,0 10,0 0,0
Célciot* 0,30 0,03 0,30 19,5
Fosforot! 0,19 0,30 0,68 5,0

1porcentagem na matéria seca; 2NC Bovilac 50, Master Alimentos®

Em sua composicdo, o suplemento possui aditivo antioxidante (BHT), monensina,
bicarbonato de sédio, calcario calcitico, cloreto de sédio, fosfato bicalcico, iodato de
célcio, monoxido de manganés, 6xido de magnésio, 6xido de zinco, selenito de sadio,
sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de ferro, vitamina A, vitamina D3, vitamina
E e caulim. Conforme detalhado pelo fabricante, os niveis de garantia do suplemento
vitaminico-mineral, que foi utilizado para o preparo do concentrado, estdo expostos
na Tabela 2.
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Tabela 2 - Niveis de garantia por quilograma do suplemento mineral-vitaminico NC
Bovilac 50, Master Alimentos®?

Componente

Nivel de garantia

Calcio (Min. / Max)

195,09g/210,0g

Cobre (Min.) 557,5 mg
Cobalto (Min.) 12,5 mg
Ferro (Min.) 62,50 mg
Flaor (Max.) 500 mg
Fosforo (Min.) 509

lodo (Min.) 31,5 mg
Magnésio (Min.) 43,09
Manganés (Min.) 1.812,5 mg
Monensina (Min.) 360,0 mg
Selénio (Min.) 14,5 mg
Vitamina A (Min.) 200.000 UI
Vitamina D3 (Min.) 50.000 Ul
Vitamina E (Min.) 1.250 Ul
Sodio (Min.) 65,0 g
Zinco (Min.) 2.125,0 mg
BHT (Min.) 100,0 mg

ldados informados pelo fabricante.

A silagem foi fornecida a vontade, duas vezes ao dia, as 8:00h e as 16:00h, juntamente
com o concentrado, que era misturado no cocho no momento do fornecimento. Além
do suplemento mineral que foi inserido no concentrado, conforme descrito
anteriormente, outra mistura mineral de pronto uso (Mineralalpha 75, Alpha Nutricdo
Animal®) foi disponibilizada a vontade para as novilhas em cocho individual no interior
de cada baia. A composicdo desta segunda mistura mineral é apresentada da
seguinte forma: calcério calcitico, cloreto de sédio, fosfato bicalcico, enxofre ventilado,
iodato de célcio, 6xido de magnésio, 6xido de zinco, selenito de sdodio, sulfato de
cobalto, sulfato de cobre, sulfato de manganés, sulfato de ferro e cromo. Os niveis de
garantia informados pelo fabricante desta mistura mineral estdo expostos na Tabela
3.
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Tabela 3 - Niveis de garantia por quilograma da mistura mineral Mineralalpha 75,

Alpha Nutricdo Animal®?

Componente

Nivel de garantia

Calcio (Min. / Max)
Cobre (Min.)
Cobalto (Min.)
Cromo (Min.)
Enxofre (Min.)
Ferro (Min.)
Fldor (Max.)
Fosforo (Min.)
lodo (Min.)
Magnésio (Min.)
Manganés (Min.)
Selénio (Min.)
Saédio (Min.)
Zinco (Min.)

135,09g/165,09g
1.500,0 mg
100 mg
30,0 mg
26,09
2.000,0 mg
780,0 mg
78,049
80,0 mg
20,09
2.000 mg
30,0 mg
114,09
5.000 mg

1dados informados pelo fabricante.

5.2.5 TRATAMENTOS

Conforme descrito anteriormente, todas as bezerras passaram por um periodo de

adaptacao a dieta base e as instalacdes por 15 dias (dia -15 ao dia 0). Apés sorteio,

0s animais foram alocados em quatro grupos, 0s quais receberam os tratamentos por

30 dias (dia 0 ao dia +30).

No dia 0, apds a colheita das amostras de sangue, as 16 novilhas foram distribuidas

aleatoriamente em quatro tratamentos: dieta basal sem inclusdo de 6leo (T1), dieta

basal com inclusao de 4% de 6leo de algodao (Flor de Algodao®, Icofort™) na matéria

seca (T2); dieta basal com inclusdo de 4% de 6leo de girassol (Liza®, Cargill™) na

matéria seca (T3); dieta basal com inclusdo de 4% o6leo de soja (Liza®, Cargill™) na

matéria seca (T4).
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De acordo com o fabricante do éleo de algoddo, os seguintes ingredientes estédo
presentes na sua formulacdo: Oleo vegetal refinado de semente de algodao,
antioxidante TBHQ, acido citrico e antiespumante dimetilpolisiloxano. Ja para o caso
do dleo de soja, o fabricante informa que seu produto se trata de 6leo 100% puro e
refinado de soja geneticamente modificada (Agrobacterium tumefaciens e Bacillus
thuringiensis). Para o 6leo de girassol, o fabricante apresenta seu produto como o
Unico ingrediente presente na embalagem. As composi¢des nutricionais apresentadas

pelos fabricantes dos 6leos que foram utilizados estdo expostas na Tabela 4.

Tabela 4 - Composicdo nutricional (por¢cao de 13 mL ou 1 colher de sopa) dos 6leos

gue serao utilizados?

Parametro Oleo de Algoddo? Oleo de Girassol®  Oleo de Soja*
Valor energético 108 Kcal 108 Kcal 108 Kcal
Carboidratos 0Og 0g 0g
Proteinas 0Og 0Og 0g
Gorduras totais 12 g 12 g 12 g
Gorduras
3,19 129 2049

saturadas
Gorduras trans N&o contém N&o contém N&o contém
Gorduras .

. 2,39 N&o informa 294¢g
monoinsaturadas
Gorduras poli- .
_ 6,49 N&o informa 719
insaturadas
Acido linolénico 0,19 N&o informa N&o informa
Acido linoléico 6,39 N&o informa N&o informa
Colesterol 0g N&o informa 0g
Fibra alimentar 0g 0g 0g
Sodio 0 mg 0Og 0g
Vitamina E 4,3 mg 4,8 mg 1,7 mg

!dados informados no rétulo de cada frasco; ?Flor de Algodao®, Icofort™;

Cargill™

3Liza®, Cargill™; 4Liza®,
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Os oleos eram acrescentados ao concentrado apenas no momento do fornecimento,
em recipiente individualizado para cada tipo de Oleo. Misturava-se com auxilio de
batedeira (M.K. Eletrodomésticos Mondial S.A., modelo Pratica Black 350 W), em
velocidade maxima por no minimo 2 minutos, até a completa homogeneizagdo. A
escolha para que se realizasse a mistura do 6leo ao concentrado apenas no momento
de seu fornecimento foi determinada com o intuito de se evitar perdas na qualidade
do material, em especial, decorrentes de processos de rancificacdo e também para

garantir um fornecimento adequado de 6leo diariamente aos animais.

Os critérios exigidos para a selecdo dos 6leos foram suas caracteristicas qualitativas,
guantitativas e de diversidade, no que se refere aos seus perfis de 4cidos graxos. Com
isso, buscou-se utilizar 6leos que tivessem aplicabilidade na rotina dos criadores de
bovinos, com énfase no preco e na disponibilidade de mercado destes produtos,

conforme exposto na Tabela 5.

Tabela 5 - Composicdo em acidos graxos (% em peso, do total de acidos graxos)! e

preco de aquisicao no varejo dos 6leos de algodao, girassol e soja (R$/900mL)2.

Acido graxo?3 Oleo de algoddo  Oleo de girassol Oleo de soja
14:0 0,80 0,08 0,20
16:0 20,13 8,36 11,35
18:0 3,10 5,03 4,15
20:0 0,20 0,43 0,15
22:0 0,00 0,00 0,00
Total de saturados 24,23 13,90 15,85
14:1 0,00 0,04 0,00
16:1 1,43 0,05 0,05
18:1 22,86 27,65 25,30
18:2 50,16 56,30 50,60
18:3 1,32 2,06 8,20
Total de insaturados 75,77 86,10 84,15
Preco 4,99 6,98 4,09

!Adaptado de Fonseca & Gutierrez (1974). 26leo de algod&o, Flor de Algod&ao®, Icofort™; oleo de
girassol, Liza®, Cargill™; oleo de soja Liza®, Cargill™. 3NUmero de atomos de carbono: nimero de
duplas ligagGes.
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Nos tratamentos que receberam 6leos, as quantidades fornecidas de volumosos e

concentrados foram ajustadas no intuito de se obter dietas isoprotéicas (14% de PB

na MS) e isoenergéticas (71% de NDT na MS). A composi¢cao dos ingredientes

presentes na dieta de forma percentual, foi calculada com base nas exigéncias

nutricionais e na composi¢cdo dos alimentos estabelecidas pelo NRC (2001), com o

auxilio do software Spartan Ration Evaluator/Balancer for Dairy Cattle, Michigan State

University (Tabela 6).

Tabela 6 - Composicao percentual das dietas experimentais nos quatro tratamentos

(T1 aT4).

Ingredientes

T1

T2

T3

T4

Silagem de milho

49,5 % da MS

65,5 % da MS

65,5 % da MS

65,5 % da MS

Fuba de milho 32,3%daMS | 92%daMS | 92%daMS | 9,2% daMS
Farelo de soja 16,4 % daMS | 18,7 % da MS | 18,7 % da MS | 18,7 % da MS
Sup. Mineral* 1,8 % da MS 2,4 % da MS 2,4 % da MS 2,4 % da MS
Oleo de algod&do - 4,2 % da MS - -

Oleo de girassol - - 4,2 % da MS -

Oleo de soja - - - 4,2 % da MS
PB (% na MS) 14,70 14,60 14,60 14,60
'(El\hc'\gl";‘lz;er,\‘fg) 1,66 1,67 1,67 1,67
(El\hcil";‘EBOMS) 1,11 1,19 1,19 1,19
NDT (% na MS) 71,90 71,50 71,50 71,50
MS total (%) 45,8 39,8 39,8 39,8
FDA (% na MS) 18,90 23,80 23,80 23,80
FDN (% na MS) 34,10 41,60 41,60 41,60

EE (% na MS) 2,80 6,30 6,30 6,30
MM (% na MS) 5,70 6,80 6,80 6,80
Célcio (% na MS) 0,56 0,73 0,73 0,73
Fésforo (% na MS) 0,40 0,40 0,40 0,40

1 NC Bovilac 50, Master Alimentos®
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5.2.6 OBTENCAO DE AMOSTRAS DE SANGUE

As coletas das amostras de sangue foram realizadas em cada animal nos dias 0, +15
e +30, em relag&o ao inicio dos tratamentos. Os animais eram conduzidos por meio
de corredores, das instalacdes em que ficavam alojadas até o local de contencdo. A
contencéo foi realizada em equipamento de dupla fungéo: balanca eletronica e tronco

de contenc¢éo (Coimma®, modelo convencional).

Com os animais alocados no tronco de contencéo, realizou-se a limpeza e antissepsia
com alcool 70% da regido ventral da base da cauda. Com puncédo da veia coccigea,
um volume de sangue de 8mL foi colhido, com agulha estéril para coleta a vacuo
25x0,8 mm (Shandong Weigao Group Medical Polymer Co., Ltd., China), o qual era
alocado em tubos com ativador de coagulo, de tampa vermelha (Figura 5).

Figura 5 - Contencao das novilhas e colheita de sangue na veia coccigea.

Fonte: Gentilmente cedida pelo Prof. Nélio Cunha Gongalves.

As amostras de sangue foram transportadas, nos seus respectivos tubos, em isopor
com gelo reciclavel até o Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Escola de
Veterinaria da UFMG. Os tubos com ativador de coagulo foram centrifugados por 6
minutos a 4000rpm. Apés a centrifugacdo, o soro era pipetado e posto em tubos

Eppendorf de 0,5mL e congelados a -20°C, para analises posteriores.
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5.2.7 ANALISE DE ALBUMINA

Conforme descrito anteriormente, os procedimentos laboratoriais que envolveram
andlise de albumina foram realizados no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria
da Escola de Veterinaria, na UFMG.

As concentracdes séricas de albumina foram determinadas por colorimetria, por meio
do uso do analisador bioquimico Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic Systems™,
Suica), exposto na Figura 6. O aparelho foi programado manualmente com auxilio do
calibrador Autocal H® (BioTécnica®) e, apds isso, foi testado com soro controle
Quantinorm® (BioTécnica®). Feito isso, pipetou-se o0 reagente de albumina
(BioTécnica®), o que finaliza a preparac¢éo do analisador bioquimico.

Figura 6 - Analisador bioquimico Cobas Mira Plus®.

Fonte: Arquivo pessoal.

As amostras de soro dos animais foram aquecidas em aparelho de banho seco
(modelo K80-S02®, Kasvi™), até que alcancassem a temperatura de 37°C. Apés isso,
eram alocadas no analisador bioquimico Cobas Mira Plus® para a andlise de
albumina. Em um sé momento, as amostras dos trés tempos do estudo (0, +15 e +30),
de todos os tratamentos, foram analisadas.
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5.2.8 ANALISE DAS PROTEINAS DE FASE AGUDA

Para as andlises laboratoriais das PFA, as amostras foram transportadas até o
Laboratorio de Pesquisa em Patologia Clinica, do Departamento de Veterinaria da
UFV, campus Vigcosa/MG, em isopor com gelo reciclavel, devidamente congeladas.

A fim de se determinar os niveis séricos das diferentes proteinas a serem estudadas,
realizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), conforme a técnica descrita por Laemmli (1970) modificada. A corrida foi
realizada no sistema vertical de eletroforese Protean Il Xl, Vertical Eletrophoresis
Cells® (Bio-Rad, Estados Unidos) (Figura 7). Para se preparar o gel, no quarto
superior do aparato de polimerizacéo, a fim de que se ocorresse o empilhamento das
proteinas, utilizou-se gel de poliacrilamida a 4%. A partir dai se utilizou a concentracéao
de 10% de poliacrilamida. Para o fracionamento das proteinas, foram realizadas
preparacoes pela diluicdo de 10uL de cada amostra de soro sanguineo em 30uL de
tampéao-fosfato (PBS) e 20uL de tampao de amostra.

Figura 7 - Cuba para eletroforese acoplada a fonte de energia.

Fonte: Gentilmente cedida pelo Prof. Nélio Cunha Gongalves.
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Posteriormente, as preparacdes foram aquecidas em agua em ebulicdo por 10
minutos. A cada procedimento de separacao de proteinas, uma aliquota de 10uL de
cada preparacao foi pipetada em 17 de um total de 20 cavidades no gel de corrida.
Nas outras trés cavidades restantes, foram pipetadas: (a) 20uL de um padréo
comercial, com proteinas de peso molecular conhecido (Precision Plus Protein™
Standards, BIO-RAD, Estados Unidos); (b) 10uL de um preparo com a proteina
albumina sérica bovina (BSA) isolada; (c) 10uL de um soro controle com proteinas de
pesos moleculares conhecidos, determinados por espectrometria de massa no Nucleo
de Analises de Biomoléculas (NUBIOMOL), da UFV, em espectrometro de massas
MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization), com separador de ions por tempo
de voo (TOF/TOF), modelo Ultraflex Il (Brucker Daltonics®).

Apo6s a deposicéo das solugdes nas cavidades do gel, todo o conjunto do sistema de
eletroforese foi montado, incluindo a adicdo de solucdo tampdo de amostra nas
extremidades inferior e superior da cuba. A passagem de corrente elétrica foi entdo
iniciada a 100 Volts, por meio da fonte elétrica modelo PowerPac™ Basic (300V,
400mA, 75W) (BioRad, Estados Unidos). Passadas 1 hora do inicio da corrida, com
as amostras ja presentes no gel de separacéo, a corrente elétrica foi aumentada em
50% do valor inicial, indo para 150 Volts. Apés mais 60 minutos, a voltagem foi entdo

aumentada para 200 Volts, valor em que permaneceu até o fim da corrida.

Ao término da corrida, o gel era retirado da placa e mergulhado em solucéo de azul
de Coomassie® R-250 a 0,2%. Foi submetido a movimentacao horizontal constante
em agitador de laboratério orbital, modelo Laboshake (Gerhardt GmbH & Co. KG,
Alemanha), por 30 minutos. Apés ser colorido de forma uniforme, o gel era submerso
em solucdo descorante a base de metanol e acido acético para retirada do excesso

de corante e obtencéo da nitidez das bandas proteicas no gel.

Por fim, os pesos moleculares e as concentracdes das fracBes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada (software Lablmage 1D, Loccus®),
a partir do escaneamento das bandas nos géis em aparelho fotodocumentador (BIO-
RAD). Para o calculo do peso molecular, utilizou-se marcadores de pesos moleculares
de 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 kDa, além do soro controle espécie
especifico, cujas proteinas presentes eram previamente identificadas por meio de

espectrometria de massa, conforme descrito anteriormente. Para a avaliagao
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densitométrica das bandas proteicas foram confeccionadas curvas de referéncia a

partir da leitura do marcador padrao.

5.3 METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com arranjo em parcelas
subdivididas, sendo as parcelas os quatro tratamentos (dietas) e as sub-parcelas os
trés tempos de coleta (dias 0, +15 e +30 em relacdo ao inicio dos tratamentos), com
guatro animais por tratamento. As fontes de variacdo e 0s respectivos graus de
liberdade estdo expostos no quadro de andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 7).

Realizou-se testes estatisticos para averiguar a normalidade e a homocedasticidade
(KOLMOGOROV, 1933; LEVENE, 1960) na distribuicdo dos dados obtidos para as
diferentes variaveis analisadas. As médias, a serem guantificadas nos tratamentos,
para os tratamentos com 6leos e para as analises das PFA, foram comparadas pelo

teste Tukey a 5 % de significancia.

Tabela 7 - Quadro de Andlise de Variancia (ANOVA):

Fontes de Variacao Graus de Liberdade
Total na parcela 15
Dieta 03
Erro A 12
Total na sub-parcela 47
Tempo 02
Interacao dieta x tempo 06
Erro B 24

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Além de todos os animais serem fémeas bovinas leiteiras, buscou-se a maxima
homogeneidade nos quesitos idade, raca, peso e estado de saude. Todos 0s animais
pertenciam ao mesmo lote do rebanho e ha, inclusive, um consideravel grau de
parentesco, uma vez que as 16 fémeas sdo filhas de um grupo de oito touros

reprodutores.
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5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Descartou-se todos 0s animais que nao se enquadrarem na faixa de idade entre 6 e
13 meses, animais que se apresentaram-se fora da faixa de peso entre 150kg e
300kg, bem como aqueles que tiveram quaisquer manifestacdes clinicas de doencas
ou eventuais complicagdes que comprometam a qualidade dos resultados a serem
obtidos.

5.6 BENEFICIOS

Ainclusédo de 6leos na alimentagao de ruminantes, quando devidamente aplicada, tem
potencial de melhorar o status energético e minimizar a resposta inflamatoria no poés-
parto de vacas leiteiras. Além disso, pode promover um aumento do teor de gordura

no leite.

5.7 RISCOS

A inclusdo de o¢leos na alimentacdo de ruminantes, quando aplicada de forma
irregular, pode afetar diretamente o microbioma ruminal. Além disso, caracteristicas

dos oleos podem ser perdidas em decorréncia do processo de biohidrogenacéo.

5.8 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido e aprovado pela CEUA da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), sob o niumero de protocolo 294/2019 (Anexo 1).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, as respostas inflamatérias sdo benéficas ao organismo por conta de
alguns fatores como: diluicdo ou inativacdo de toxinas quimicas ou bioldgicas;
neutralizacdo de microrganismos, de tecido necrético, etc; degradacdo de materiais
estranhos; fornecimento de fatores necesséarios para a cicatrizagdo, dentre outros.
Entretanto, a resposta de fase aguda pode levar a prejuizos aos sistemas do individuo,
uma vez que, quando acontece uma resposta inflamatéria excessiva ou prolongada,

pode ser até mais prejudicial que o agente estimulante inicial (ACKERMANN, 2013).

Esses fatores justificam uma avaliacao criteriosa do estado inflamatério dos animais,
uma vez que esta pode auxiliar o clinico na determinagdo do prognostico e/ou do
tratamento (BALIKCI; AL, 2014; ECKERSALL; BELL, 2010; MURATA; SHIMADA,
YOSHIOKA, 2004).

Os resultados referentes as analises de albumina sérica dos animais estdo expostos
na Tabela 8. Quando se analisam os resultados, pode-se notar que ndo houve
interacao dieta-tempo sobre os niveis séricos de albumina (p > 0,05). Quando nao se
considera a dieta, o tempo influenciou negativamente a concentracdo sérica desta
proteina e, quando ndo se considera o tempo, as dietas nao interferiram nos niveis de

albumina.

Tabela 8 - Médias, seguidas dos valores de erro padrao* entre parénteses, para a
concentragdo sérica de albumina (mg/dL), em dietas com ou sem inclusdo de 6leos

em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo  Dieta com 6leo Dieta com 6leo

controle de algodao de girassol de soja isle

D+0  3.328,0(140,9) 3.503,0 (119,2) 3.455,0(100,0) 3.600,0 (49,5)  3.471,5 (56,5) a
D+15  3.375,0(1252) 3.520,0(104,8) 3.242,5(52,5) 3.360,0 (128,3) 3.374,3 (56,9) ab
D+30  3.277,5(74,0) 3.367,5(61,3) 3.318,0(115,8) 3.462,5(81,6) 3.356,3(39,9) b

Média  3.326,8 (28,2) 3.463,5(48,3) 3.338,5(62,2) 3.474,1(69,5)
VR: 3.000-3.600 mg/dL (KANEKO et al., 2008) Interacéo Dieta X Tempo: 0,075

*Erro padréo (EP) da média é o desvio padrdo (DP) dividido pela raiz quadrada de n, ou seja, EP é
um DP corrigido. Interacdo dieta x tempo néo significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias
iguais na linha marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fischer e diferentes na coluna marginal (p < 0,05)
pelo teste de Tukey. VR: valor de referéncia.
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A interpretacdo dos valores de albumina € relativamente complexa pois alteracfes
gue envolvam aumento da perda de albumina, hemodiluicdo e diminuicdo de sua
sintese, levam a uma reducao de suas concentracfes séricas. Uma hipoalbuminemia
inflamatdria pode ocorrer, pois, a albumina € uma nPFA. Quando a inflamacéao for a
Unica causa da hipoalbuminemia, espera-se que sua concentracdo tenha uma
diminuicdo discreta (CRAY, 2012; STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Para os animais do presente estudo, as reducbes ao longo do tempo das
concentragcdes de albumina foram muito discretas para se considerar a presenca de
uma resposta de fase aguda, apenas observando as variagdes deste analito. Deve-
se considerar ainda que os valores de albumina obtidos se encontram dentro do
intervalo de referéncia (DIR) para a espécie bovina. Ademais, deve-se ter atengdo ao
interpretar estes resultados, por conta da sua meia-vida plasmatica ser de 2 a 3
semanas em bovinos (STOCKHAM; SCOTT, 2011).

De acordo com Eckersall (2008), as nPFA podem ter suas concentracfes diminuidas
em 25% frente a um processo de resposta de fase aguda. Essa diminuicdo de suas
concentracfes pode ocorrer em um intervalo inferior a 24 horas ou ao longo de dias,
entretanto, ainda ndo estéa totalmente esclarecido o porqué de ocorrer esta diminuicao.
Quando se considera a albumina como nPFA, espera-se que a diminuicdo de suas
concentragcfes ocorra de forma gradual, de modo a ser mais perceptivel em quadros

cronicos.

A transferrina é outra nPFA avaliada pelo presente trabalho. Observou-se que nao
houve interacéo dieta-tempo sobre os niveis séricos de transferrina. Quando néao se
considera a dieta, o tempo influenciou de forma negativa a concentracdo sérica de
transferrina e, quando néo se considera o tempo, as dietas interferiram nos niveis

desta PFA. Os resultados referentes as suas analises estdo expostos na Tabela 9.

Segundo Tizard (2014) e Gomme e McCann (2005), a transferrina é uma importante
nPFA que se liga ao ferro livre nos tecidos, de modo a torna-lo indisponivel para
microrganismos, 0 que inibe a proliferacdo de bactérias e proporciona um efeito

bacteriostatico.
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Tabela 9 - Médias, seguidas dos valores de erro padrao entre parénteses, para a
concentracao sérica de transferrina (mg/dL), em dietas com ou sem incluséo de 6leos

em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo Dieta com 6leo Dieta com 6leo

~ . . Média
controle de algodédo de girassol de soja

D+0 635721 (111,4) 748,13 (136,7) 1.006,63 (200,9) 1.355,07 (253,8) 936,26 (159,8) a
D+15 660,45 (196,3) 558,04 (93,4) 906,87 (50,3)  1.104,88 (58,8) 807,56 (123,2) ab
D+30 693,86 (186,8) 511,97 (73,9) 639,60 (75,2) 406,74 (109,4) 563,06 (64,6) b

Média 663,17 (17,0)ab 606,04 (72,3)b 851,06 (109,5)ab 955,56 (283,8)a
Probabilidade

Dieta x Tempo Dieta Tempo

0,0612 0,0329 0,0046

Interacdo dieta x tempo néo significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias diferentes na linha e
coluna pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Conforme descrito anteriormente, quando ndo se consideram as dietas, o tempo
influenciou significativamente de forma negativa as concentragfes de transferrina, de
modo que se observa uma diferenca nos valores encontrados no D+0 para o D+30.
Resultados estes que sdo semelhantes aos observados para albumina. Quando se
avaliam apenas as dietas, nota-se que o comportamento sérico da transferrina para
0S animais que receberam apenas a dieta com 6leo de algodao foi diferente daqueles
gue receberam a dieta com 0leo de soja, uma vez que esta teve sua concentracao
diminuida mais intensamente no segundo grupo. As concentracdes encontradas nos
grupos alimentados com a dieta controle e com 6leo de girassol, foram semelhantes

a todos 0s outros grupos.

Assim como pode ocorrer com a albumina, as concentracdes de transferrina podem
ser diminuidas em cerca de 25% quando ha uma resposta de fase aguda. Entretanto,
a avaliacdo de suas concentracdes plasmaticas também estdo relacionadas a uma
gama de doencas que envolvam metabolismo de ferro (CRAY, 2012; ECKERSALL,
2008; MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004). Quando se avaliam os resultados de
transferrina encontrados na presente pesquisa, se sugere que 0S animais
desenvolveram alguma resposta de fase aguda ao longo do tempo do estudo que néo

tem relacdo com as dietas.
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A PFA mais importante para a espécie bovina € a haptoglobina, uma vez que sua
presenca s6 ocorre em animais que apresentem uma resposta de fase aguda
(CECILIANI et al.,, 2012; ECKERSALL; BELL, 2010; PETERSEN; NIELSEN;
HEEGAARD, 2004; SCHMITT et al., 2021; TIZARD, 2014). Esta proteina se liga a
hemoglobina livre e indisponibiliza o ferro para microrganismos, de forma semelhante
ao que ocorre com a transferrina, o que faz com que a haptoglobina tenha certo efeito
bacteriostético (CECILIANI et al., 2012; MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

No gado saudavel, a concentracéo sérica de haptoglobina € inferior a 2 mg/dL, mas
pode elevar-se a niveis superiores a 200 mg/dL dentro de dois dias apés o inicio do
processo inflamatorio (ECKERSALL; BELL, 2010). Ao avaliar as concentragdes de
haptoglobina encontradas no presente estudo, nota-se que néo houve interacao dieta-
tempo sobre os niveis séricos deste analito. Quando n&o se considera a dieta, o tempo
influenciou negativamente a concentracdo sérica de haptoglobina e, quando néo se
considera o tempo, as dietas nao interferiram nos niveis desta pPFA. Os resultados

referentes as andlises de haptoglobina estdo expostos na Tabela 10.

Tabela 10 - Médias, seguidas dos valores de erro padréo entre parénteses, para a
concentracdo sérica de haptoglobina (mg/dL), em dietas com ou sem inclusédo de

Oleos em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo  Dieta com 6leo  Dieta com 6leo -

controle de algodédo de girassol de soja Média
D+0 262,75 (49,7) 276,63 (45,5) 238,82 (74,3) 215,81 (85,8) 248,5(13,4) a
D+15 78,02 (4,6) 86,71 (18,0) 118,76 (14,6) 149,38 (45,5) 108,22 (16,3) b
D+30 144,57 (59,3) 124,76 (36,8) 98,15 (12,0) 151,39 (36,5) 129,72 (11,9) b

Média 161,78 (54,0) 162,70 (58,0) 151,91 (43,9) 172,19 (21,8)
Probabilidade
Dieta x Tempo Dieta Tempo
0,8362 0,9523 0,0008

Interacdo dieta x tempo néo significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias iguais na linha
marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fischer e diferentes na coluna marginal (p < 0,05) pelo teste de
Tukey.

Sugere-se, ao analisar apenas as médias, que as novilhas apresentaram uma
resposta de fase aguda, mesmo que clinicamente nédo estivesse aparente, o que

concorda com os resultados observados para transferrina. E importante lembrar que
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estes animais foram vermifugados e vacinados 15 dias antes do inicio do experimento,
0 que pode ter contribuido para esta resposta. Entretanto, € dificil determinar o que
de fato levou ao inicio desta resposta. Nota-se ainda que, mesmo que 0s niveis de
haptoglobina baixaram ao longo dos 30 dias, as dietas n&o tiveram influéncia sobre a
reducédo deste analito.

Schmitt et al. (2021) concluiram em seu trabalho que a avaliagdo de haptoglobina tem
grande potencial de aplicacdo para diagnostico precoce de reacdes inflamatérias
excessivas no periparto de vacas leiteiras, tanto num nivel de rebanho, como num
nivel individual de animais. Os autores ainda evidenciaram que uma avaliacdo de
amostras agrupadas do rebanho pode indicar como esta a situacédo da fazenda com
relacdo a processos inflamatorios de vacas em lactacdo. Quando consideraram as
analises individuais, a haptoglobina foi o marcador diagnostico mais sensivel para

reacdes inflamatdrias gerais e para doencas uterinas logo apos o parto.

Certos autores indicam que outras patologias como mastite, pneumonia, enterites,
pericardites, endometrites, sindrome do figado gordo, estresse por transporte, dentre
outras, podem levar a um aumento de haptoglobina (ECKERSALL; BELL, 2010;
MURATA et al., 2004; OTSUKA et al., 2021; SAFI et al., 2009). E importante ressaltar
gue ndo foram evidenciadas alteracdes clinicas que justificassem a elevacédo deste
analito no presente estudo, o que sugere que se tratara de uma alteracédo subclinica,

nao relacionada com a dieta.

A ai-glicoproteina acida € uma PFA de resposta moderada, que possui multiplas
funcdes relacionadas ao transporte de metabdlitos e farmacos. Em situacfes que
ocorram uma resposta de fase aguda, suas concentracées aumentam de forma mais
lenta e permanecem com seus niveis elevados por mais tempo, quando se compara
a outras PFA. Ressalta-se ainda que esta capacidade de se ligar a farmacos pode
trazer implicacdes terapéuticas, haja vista que, em uma resposta de fase aguda que
ocorra aumento de suas concentragdes, a ai-glicoproteina acida pode se ligar a fragéo

livre do farmaco e alterar sua farmacocinética (ECKERSALL, 2008).

Esta PFA possui um grande teor de carboidratos e, além das fun¢des de transporte,

pode desempenhar um papel imunomodulador. A ai-glicoproteina acida é sintetizada



50

e excretada principalmente pelos hepatdécitos, entretanto, ainda pode ter uma
producdo extra-hepatica (FOURNIER; MEDJOUBI-N; PORQUET, 2000). Os
resultados obtidos com as analises de ai-glicoproteina acida do presente estudo estéo

expostos na Tabela 11.

Tabela 11 - Médias, seguidas dos valores de erro padrdo entre parénteses, para a
concentragdo sérica de ai-glicoproteina acida (mg/dL), em dietas com ou sem

inclusédo de 6leos em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo Dieta com 6leo Dieta com 6leo

controle de algodédo de girassol de soja Media
D+0 327,86 (52,7) 245,13 (38,4) 281,24 (53,7) 364,28 (73,7) 304,62 (26,1) a
D+15 148,18 (20,6) 200,74 (40,8) 277,06 (6,1) 227,98 (16,3) 213,49 (26,9) b
D+30 236,92 (54,1) 267,04 (60,3) 271,43 (11,3) 217,32 (31,6) 248,18 (12,8) ab

Média 237,65 (51,9) 237,64 (19,5) 276,57 (2,8) 269,86 (47,3)
Probabilidade
Dieta x Tempo Dieta Tempo
0,3737 0,4163 0,0357

Interacdo dieta x tempo nédo significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias iguais na linha
marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fischer e diferentes na coluna marginal (p < 0,05) pelo teste de
Tukey.

Como descrito anteriormente, a az-glicoproteina acida pode desempenhar um papel
imunomodulador. Murata et al. (2004) descrevem que uma inibicdo da atividade de
células “natural killer” e da proliferacao de linfécitos, bem como a capacidade de se
ligar a lipopolissacarideos, pode ser uma das atividades anti-inflamatoérias da ai-
glicoproteina acida. Horadagoda et al. (1999) observaram em seu trabalho que, para
determinacao de processos crénicos em bovinos, a a1-glicoproteina acida apresentou

uma resposta superior a de haptoglobina e amiloide sérica A.

Otsuka et al. (2021) observaram em seu trabalho que as concentragcfes plasmaticas
de a1-glicoproteina acida, haptoglobina e amiloide sérica A em vacas portadoras de
mastite, foram significativamente maiores do que em vacas consideradas saudaveis,
0 que leva a entender que os niveis destas PFA refletem as inflamacdes causadas
por quadros de mastite, 0 que concorda com o trabalho de Eckersall e Bell (2010).
Isso justifica a escolha destas PFA como indices avaliativos do estado inflamatério

das novilhas do presente trabalho.
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Ao analisar os resultados encontrados na Tabela 11, pode-se notar que nao houve
uma interacao dieta-tempo frente aos niveis de a1-glicoproteina acida. Nota-se ainda
que o tempo influenciou as concentracdes desta proteina, que diminuiram de D+0
para D+15. Isso sugere que as dietas fornecidas néo interferiram na mobilidade dos
niveis desta PFA.

A ceruloplasmina é uma importante enzima que atua no transporte de cobre na
corrente sanguinea e também no metabolismo do ferro. Cerca de 95% do cobre

presente no plasma é transportado pela ceruloplasmina (FLORIS et al., 2000;
L@VSTAD, 2006).

O cobre melhora a funcao imunolégica, de modo que age sobre enzimas atuantes no
sistema antioxidante e protege ceélulas contra danos oxidativos, além disso, a acéo
antimicrobiana e a fagocitose diminuem se os indices de ceruloplasmina cairem.
Portanto, a necessidade desta enzima aumenta em condi¢cdes inflamatérias
(CERONE et al., 2000). Os resultados obtidos nas analises de ceruloplasmina do

presente trabalho estdo expostos na Tabela 12.

Tabela 12 - Médias, seguidas dos valores de erro padréo entre parénteses, para a
concentragao sérica de ceruloplasmina (mg/dL), em dietas com ou sem inclusdo de

Oleos em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo Dieta com 6leo Dieta com o6leo
controle de algodédo de girassol de soja
D+0 36,94 (10,2) 54,83 (14,8) 65,42 (23,9) AB 89,20 (17,2) A
D+15 71,96 (31,0) 59,03 (15,9) 109,63 (22,5) A 103,24 (22,8) A
D+30 95,62 (21,6) a 41,34 (5,9) ab 14,26 (2,6) Bb 17,56 (6,5) Bb
Probabilidade
Dieta x Tempo Dieta Tempo
0,0110 0,6513 0,0074

Interacd@o dieta x tempo significativa pelo teste F de Fisher (p < 0,05). Médias seguidas de letras
distintas minusculas na linha e maiusculas na coluna diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados de ceruloplasmina obtidos no presente estudo apontam para uma
interacao das dietas com o tempo. Quando se avalia o grupo da dieta controle, nota-

se que as concentragbes desta pPFA aumentaram gradativamente ao longo dos
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tempos do estudo. Resultados estes que diferem dos demais grupos que receberam

Oleos em suas dietas, principalmente quando se avaliam os valores obtidos em D+30.

O grupo tratado com 6leo de algoddo apresentou uma diminuicdo das médias de
ceruloplasmina entre D+0 e D+30, entretanto, a reducdo deste analito ndo foi
considerada estatisticamente significativa. O grupo que recebeu a inclusédo de 6leo de
girassol em sua dieta apresentou uma reducdo estatisticamente significativa das
concentragdes de ceruloplasmina entre o D+15 e D+30. Ja o grupo que recebeu 6leo
de soja em sua dieta, obteve uma expressiva diminuicdo das concentracbes de

ceruloplasmina no D+30.

Os resultados encontrados pela presente pesquisa, sugerem que a inclusdo de 6leo
de girassol ou oOleo de soja na alimentacdo de novilhas leiteiras, nas condicbes e
caracteristicas do presente estudo, tem potencial de reduzir as concentracdes de
ceruloplasmina e, por consequéncia, auxiliar na melhora do estado inflamatoério destes

animais.

Considera-se ainda que as concentracfes de ceruloplasmina podem apresentar-se
elevadas durante processos inflamatorios e infecciosos, entretanto, uma diminuicédo
de seus niveis pode ocorrer em situacOes de deficiéncia de absorcéo de nutrientes,
no poés-parto, em patologias associadas a intoxicacdo por cobre, dentre outras
(CONTIN et al., 2015).

Hussein et al. (2019) notaram em sua pesquisa que 0s niveis de ceruloplasmina em
vacas doentes foram maiores do que em vacas consideradas saudaveis, aliado a isso,
Kaya et al. (2016) apontam em seu trabalho que a avaliacdo dos niveis de
ceruloplasmina pode ser utilizada como alternativa a outras PFA, como haptoglobina
e amiloide sérica A, na detec¢do de algumas patologias que afetam vacas, como a

endometrite.

A apolipoproteina Al e a apolipoproteina A4 estdo presentes no HDL. O HDL
desempenha numerosos efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, além de possuir
propriedades anti-infecciosas no plasma de mamiferos (DELLA DONNA et al., 2012;
KELESIDIS et al.,, 2011; RYE; BARTER, 2008). O HDL ainda desempenha um



53

importante papel no transporte do colesterol, de modo que remove seu excesso de
células periféricas e destina-o para os tecidos hepéticos a fim de ser catabolizado
(FIELDING; FIELDING, 1995).

Considera-se entdo que os efeitos benéficos do HDL sao altamente dependentes da
apolipoproteina Al e da apolipoproteina A4, bem como de suas estruturas e fungdes.
Quando se avalia individualmente, a apolipoproteina Al bovina apresenta atividade
antioxidante aprimorada, além de ter potencial para ser um eficaz veiculo de
transporte para farmacos (RYE; BARTER, 2008).
apolipoproteina Al ainda p6de ser considerada sentinela na deteccdo de casos de
COVID-19 (POYNARD et al., 2020).

Na medicina humana, a

Por sua vez, a apolipoproteina A4 esta envolvida em uma variedade de processos
biologicos, onde pode-se destacar o metabolismo de lipideos, ingestdo de alimentos,
coagulacédo, protecdo contra aterosclerose, dentre outros (HIXSON et al.,, 1993;
INNIS-WHITEHOUSE et al.,, 1998; KARATHANASIS; YUNIS; ZANNIS, 1986;
MEZDOUR et al., 1995; RYE; BARTER, 2008). Os resultados obtidos no presente
trabalho para as anélises de apolipoproteina Al e apolipoproteina A4, estdo expostos

na Tabela 13 e Tabela 14, respectivamente.

Tabela 13 - Médias, seguidas dos valores de erro padréo entre parénteses, para a
concentragao sérica de apolipoproteina A1 (mg/dL), em dietas com ou sem incluséo

de dleos em trés tempos de coleta.

Dieta
controle

Dieta com 6leo
de algodao

Dieta com 6leo
de girassol

Dieta com 6leo
de soja

Média

D+0 712,80 (114,4)
D+15 648,15 (101,6)
D+30 965,37 (113,0)

756,37 (150,6)
733,25 (114,5)
1.115,33 (92,2)

663,96 (161,1)
750,84 (73,0)
951,72 (97,6)

787,69 (139,1)
909,91 (80,2)
843,91 (138,0)

730,20 (26,9) b

760,54 (54,6) ab

969,08 (55,8) a

Média 775,44 (96,8)

868,32 (123,7)

788,84 (85,2)

847,17 (35,3)
Probabilidade

Dieta x Tempo

Dieta

Tempo

0,6351

0,6917

0,0203

Interacdo dieta x tempo néo significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias iguais na linha
marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fischer e diferentes na coluna marginal (p < 0,05) pelo teste de
Tukey.
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Ao observar os resultados encontrados nas andlises de apolipoproteina Al, nota-se
gue néo houve interacao dieta-tempo. Quando néo se consideram as dietas, o tempo
influenciou de forma positiva nas concentracbes desta proteina, uma vez que, em
D+30, as médias foram superiores as encontradas no inicio do experimento, em D+0.
Quando néo se considera o tempo, as dietas ndo influenciaram as concentragdes de

apolipoproteina Al.

Segundo Wu et al. (2020), a apolipoproteina A1l ndo s6 desempenha um importante
papel na sintese e secrecdo de lipoproteinas, mas também atua como antioxidante
em vacas leiteiras. Os mesmos autores observaram menores concentragcfes de
apolipoproteina A1 em vacas que possuiam elevado escore de condi¢cdo corporal
(ECC), do que quando se compara a vacas com ECC moderado ou baixo, o que
indicou que vacas com elevado ECC podem ter menor poder antioxidante. E
importante ressaltar que ndo houveram diferengas estatisticas nos niveis desta

proteina, no presente trabalho, quando se avaliam apenas as médias entre as dietas.

Tabela 14 - Médias, seguidas dos valores de erro padréo entre parénteses, para a
concentragao sérica de apolipoproteina A4 (mg/dL), em dietas com ou sem incluséo

de 6leos em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo Dieta com 6leo  Dieta com 6leo -
~ . : Média
controle de algodédo de girassol de soja
D+0 173,17 (18,5) 236,77 (33,8) 230,02 (17,5) 253,81 (38,9) 223,45 (17,5)
D+15 169,76 (28,2) 202,19 (27,7) 227,64 (23,7) 252,40 (14,9) 213,00 (17,7)
D+30 174,64 (49,9) 220,68 (52,1) 240,00 (22,0) 179,45 (22,6) 203,69 (15,9)
Média 172,52 (1,4)b 219,88 (10,0)ab 232,55 (3,8) a 228,55 (24,6) a
Probabilidade
Dieta x Tempo Dieta Tempo
0,8235 0,0173 0,7350

Interacdo dieta x tempo nao significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias diferentes na linha
marginal (p < 0,05) pelo teste de Tukey e iguais na coluna marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fischer.
Ao analisar os resultados encontrados para apolipoproteina A4, nota-se que nao
houve interacdo dieta-tempo sobre os niveis desta proteina. Quando ndo se
consideram as dietas, o tempo né&o influenciou nas concentracdes deste analito e,
guando ndo se consideram os tempos, observou-se uma diferenca estatistica entre

as médias encontradas para as dietas fornecidas as novilhas.
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Nota-se que, para 0s animais submetidos a dieta controle, os resultados obtidos de
apolipoproteina A4 foram inferiores quando se compara aos grupos alimentados com
as dietas com 6leo de girassol e 6leo de soja. Os animais que receberam a dieta com
Oleo de algodédo apresentaram médias semelhantes ao demais grupos.

Em humanos, as concentracdes plasmaticas de apolipoproteina A4 aumentam
guando consomem dietas ricas em AG insaturados (KRATZ et al., 2003). Takahashi
et al. (2004) observaram em seu trabalho que os niveis de apolipoproteina A4 séo
maiores em vacas durante a lactagcédo, quando se compara a animais que nao estao
lactantes. Os mesmos autores consideram que 0 aumento nos indices de
apolipoproteina A4 em vacas lactantes esteja relacionado com a dieta, uma vez que,
neste periodo, existe uma tendéncia de se aumentar o fornecimento de alimentos mais
caloricos, a fim de suprir os desafios energéticos da producédo de leite. De forma
similar, observaram que o jejum leva a uma diminuicAo dos niveis séricos de
apolipoproteina A4, o que corrobora com a possibilidade de a dieta ter efeito direto

sobre os niveis desta proteina.

Estes resultados concordam com os observados no presente estudo, uma vez que 0s
animais que receberam 6leos na dieta, em destaque para os 6leos de girassol e soja,

apresentaram maiores niveis médios de apolipoproteina A4.

A ax-macroglobulina é uma PFA que apresenta uma resposta de fase aguda
moderada. Esta proteina possui atividade antiprotease, o que a leva a desempenhar
uma funcdo de neutralizar a atividade de enzimas proteoliticas liberadas por células
do sistema imune durante o curso de uma inflamacdo, o que minimiza danos aos
tecidos adjacentes. Apesar de ndo se ter um esclarecimento acerca do seu uso para
fins diagndsticos, tem sido descrito que o aumento das concentracdes plasmaticas de
az-macroglobulina esta relacionado a quadros de leséo hepatica crénica e sindrome
nefrética (ECKERSALL, 2008).

Os resultados encontrados para as analises de az-macroglobulina do presente

trabalho estdo expostos na Tabela 15.
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Tabela 15 - Médias, seguidas dos valores de erro padrdo entre parénteses, para a
concentragéo sérica de a2-macroglobulina (mg/dL), em dietas com ou sem inclusao

de 6leos em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo Dieta com 6leo Dieta com 6leo

controle de algodédo de girassol de soja Media
D+0 179,56 (27,5) 225,13 (45,6) 216,31 (44,6) 258,91 (41,8) 219,98 (16,3)
D+15 226,27 (55,8) 198,62 (23,1) 214,33 (24,1) 229,23 (27,0) 217,11 (7,0)
D+30 232,68 (13,8) 221,94 (21,7) 145,72 (13,8) 113,67 (10,9) 178,50 (29,0)

Média 212,83 (16,7) 215,23 (8,4) 192,12 (23,2) 200,60 (44,3)
Probabilidade
Dieta x Tempo Dieta Tempo
0,0540 0,8573 0,1061

Interacdo dieta x tempo nao significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias iguais na linha e
coluna marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fisher.

Ao observar os resultados encontrados na presente pesquisa para a2-macroglobulina,
pode-se notar que ndo houve interacdo dieta-tempo sobre os niveis séricos desta
proteina. Quando ndo se consideram as dietas, os tempos nédo influenciaram nas
concentracfes seéricas deste analito e, quando n&o se consideram o0s tempos, as
dietas nao influenciaram nas concentracées meédias de a2-macroglobulina. As médias
encontradas nos animais submetidos a dieta controle apresentaram niveis crescentes
de D+0 para D+30, o contrario se observou para os animais submetidos as dietas
acrescidas com Oleo de girassol e 6leo de soja, entretanto, essas alteracfes nas

médias ndo foram consideradas estatisticamente significativas.

Kusebauch et al. (2018) afirmam em sua pesquisa que a avaliacdo das concentracdes
de a2-macroglobulina € uma importante ferramenta para deteccdo de casos de
mastite causados por bactérias gram-negativas, uma vez que esta aumenta suas
concentracbes de forma precoce nestes casos. Os autores reforcam que esse
aumento possivelmente esta relacionado a acdo antiprotease desta PFA, que atua

inibindo as proteases liberadas no local da lesao.

Park et al. (2021) ainda afirmam que a mensuracao de a2-macroglobulina pode ser
considerada uma ferramenta importante na deteccdo precoce de casos de
paratuberculose bovina, principalmente quando se consideram casos subclinicos,

uma vez que esta proteina tende a ter suas concentracdes elevadas nestas situacoes.
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A analise destes trabalhos demonstra a importancia de se avaliarem os niveis séricos

de a2-macroglobulina.

As imunoglobulinas agem como anticorpos e séo produzidas em resposta a exposi¢cao
a antigenos. Sao altamente especificos quando se considera apenas um determinante
antigénico, entretanto, na natureza varios determinantes antigénicos estdo
envolvidos. Produzidas por linfocitos, as imunoglobulinas sdo glicoproteinas que
possuem, em sua estrutura, duas cadeias pesadas e duas cadeias leves ligadas por

pontes de dissulfeto (ECKERSALL, 2008).

O 1gG é responsavel por desempenhar uma resposta humoral no organismo e é a
classe de imunoglobulina com concentragédo mais abundante no plasma sanguineo.
Apresentado em duas subunidades, o IgG de cadeia leve e o IgG de cadeia pesada,
possui funcdes relacionadas a opsinizacdo de microrganismos, aglutinacdo de
bactérias, fixacdo do sistema complemento, dentre outras (GERSHWIN, 2008;
MURPHY, 2014). Os valores referentes as analises de IgG de cadeia leve e IgG de
cadeia pesada, encontrados na presente pesquisa, estdo expostos na Tabela 16 e

Tabela 17, respectivamente.

Tabela 16 - Médias, seguidas dos valores de erro padréo entre parénteses, para a
concentracao sérica de IgG de cadeia leve (mg/dL), em dietas com ou sem incluséo

de dleos em trés tempos de coleta.

Dieta
controle

Dieta com 6leo
de algodao

Dieta com 6leo
de girassol

Dieta com 6leo

. Média
de soja

D+0
D+15
D+30

2.036,70 (258,2)
1.463,76 (380,6)
1.470,10 (178,2)

1.941,06 (254,9)
1.404,83 (176,3)
1.930,67 (286,6)

2.375,52 (542,3)
1.555,93 (202,4)
1.800,09 (212,0)

1.610,88 (102,7) 1.991,04 (157,3) a
1.434,16 (194,9) 1.464,67 (32,7) b
1.186,64 (109,6) 1.596,87 (167,6)ab

Média 1.656,85 (189,9)

1.758,85 (177,0)

1.910,51 (243,0)

1.410,56 (123,0)
Probabilidade

Dieta x Tempo

Dieta Tempo

0,7533

0,1779 0,0298

Interacdo dieta x tempo néo significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias iguais na linha
marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fischer e diferentes na coluna marginal (p < 0,05) pelo teste de
Tukey.

Ao observar os valores encontrados para as analises de IgG de cadeia leve, pode-se

notar que ndo houve interacdo dieta-tempo frente aos niveis desta imunoglobulina.
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Quando néo se consideram os tempos, as dietas néo interferiram nos niveis de 1gG
de cadeia leve e, quando ndo se consideram as dietas, o tempo influenciou os niveis
desta imunoglobulina. Nota-se uma reducgéo das concentra¢des desta imunoglobulina
de D+0 para D+15, esta, que ocorreu independente das dietas administradas.

Tabela 17 - Médias, seguidas dos valores de erro padrdo entre parénteses, para a
concentracdo sérica de IgG de cadeia pesada (mg/dL), em dietas com ou sem

inclusédo de 6leos em trés tempos de coleta.

Dieta Dieta com 6leo Dieta com 6leo Dieta com 6leo

~ . : Média
controle de algodédo de girassol de soja

D+0  1.249,29 (77,6)  1.348,70(89,9) 1.542,35(367,9) 1.433,87(192,3) 1.393,55 (62,3)
D+15 1.366,52 (440,7) 1.131,31(130,8) 1.313,18(84,3) 1.227,37(93,8) 1.259,59 (51,5)
D+30 1.214,68 (149,5) 1.19592 (72,4) 1.214,69 (74,4) 939,60 (121,8)  1.141,22 (67,4)

Média 1.276,83 (45,9) 1.225,31 (64,5) 1.356,74 (97,1) 1.200,28 (143,3)
Probabilidade

Dieta x Tempo Dieta Tempo

0,8889 0,7499 0,2252

Interacdo dieta x tempo ndo significativa pelo teste F de Fisher (p > 0,05). Médias iguais na linha e
coluna marginal (p > 0,05) pelo teste F de Fisher.

Quando se analisam os niveis de IgG de cadeia pesada encontrados na presente
pesquisa, pode-se notar que ndo houve interacdo dieta-tempo sobre concentracdes
médias desta imunoglobulina. Destaca-se ainda que ndo houveram diferencas
estatisticas para as concentracfes médias quando se analisam apenas as dietas ou

apenas 0s tempos.

Balikci e Al (2014), ao avaliarem em sua pesquisa valores séricos de haptoglobina e
IgG de bezerros, evidenciaram que a avaliacdo das concentracdes de PFA, durante
um processo infeccioso, pode ser uma ferramenta Gtil de monitoragdo do progndstico
e/ou do tratamento para casos de doencas diarreicas em bezerros. Flaga et al. (2019)
evidenciaram em seu trabalho que as concentracdes séricas de IgG tenderam a
diminuir em vacas submetidas a suplementacdo com algas ricas em acido docosa-
hexaendico (DHA), importante AG de série 6mega-3, o que indica que a incluséo de

AG 6mega-3 tem efeitos benéficos ao sistema imunolégico de bovinos.
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Caroprese et al. (2009) concluiram em sua pesquisa que a suplementacdo com acidos
graxos poli-insaturados da série 6mega-3 tem propriedades imunomoduladoras
capazes de sustentar as func¢des imunoldgicas de vacas em condi¢do de estresse
térmico. Os mesmos autores observaram que vacas submetidas a alimentacdo com
silagem de milho, feno de aveia, concentrado, acrescidos de semente de linhaga como
fonte de AG, apresentaram uma melhor resposta humoral, quando se avaliou os niveis
de IgG.

Salles et al. (2019) observaram em seu trabalho que vacas alimentadas com 6leo de
girassol a 4%, em sua dieta, produziram leite com um perfil de AG melhorado para a
nutricdo humana, os quais continham um maior teor de &cido linoleico conjugado
(CLA). Os mesmos autores ainda acrescentaram que o leite produzido pelas vacas
gue receberam esta dieta foi melhor avaliado pelos consumidores. Em contrapartida,
Kairenius et al. (2018) apontam que a suplementacdo com o6leo de peixe, acrescida
ou nado de 6leos vegetais, como o 6leo de girassol, aumentam a quantidade de bio-
hidrogenacdes, o que pode ter implicagbes no metabolismo dos bovinos e na

gualidade nutricional da alimentacdo de ruminantes.

Silvestre et al. (2011) puderam observar em seu trabalho que vacas no periparto
alimentadas com dietas acrescidas de 6leo de girassol, tiveram uma diminuicdo do
limiar desencadeante da resposta imune, com alteracdo na imunidade inata, uma vez

gue, observaram alteracdes nas concentracdes de haptoglobina e fibrinogénio.

Murata et al. (2004) consideram as PFA como componentes da resposta imune inata
de caréter inespecifico, onde se observa que suas concentracdes estao relacionadas
a gravidade do dano nos tecidos submetidos a uma resposta de fase aguda. A
avaliacdo das PFA pode ser considerada um “termémetro molecular” e sua
guantificacdo pode fornecer informacdes progndsticas e/ou diagndsticas em situacao
gue ocorram processos inflamatérios (ECKERSALL, 2008; STOCKHAM; SCOTT,
2011).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados no presente estudo evidenciam que a inclusdo de 6leos
na alimentacdo de novilhas leiteiras pode influenciar o estado inflamatoério destes
animais, uma vez que para os 0Oleos de girassol e soja, observou-se uma interacao

dieta-tempo nos niveis de ceruloplasmina, que diminuiram ao D+30.

Quando ndo se consideram o0s tempos, pode-se notar que as diferentes dietas
influenciaram as concentracbes médias de transferrina e apolipoproteina A4. Ao
observar as concentracdes de transferrina, notou-se uma diminui¢cdo de seus niveis
nas novilhas alimentadas com as dietas acrescidas de 6leos. O grupo alimentado com
Oleo de soja apresentou a maior media de concentragdes e o grupo alimentado com

Oleo de algodao apresentou a menor média entre os tratamentos com 6leo.

Ao analisar as médias de apolipoproteina A4 entre as dietas, observou-se uma maior
concentragao para os grupos tratados com oOleo de girassol e soja, 0 que indica que o

fornecimento de dietas ricas em AG leva a um aumento dos niveis desta proteina.

Quando ndo se considerou as dietas, o tempo interferiu nos niveis de albumina,
haptoglobina, ai-glicoproteina acida, apolipoproteina Al e IgG de cadeia leve.
Quando se observou apenas os niveis de a2-macroglobulina e IgG de cadeia pesada,
tanto as dietas, quando os tempos do estudo, ndo interferiram nas suas
concentragfes. Estes resultados indicam que a inclusdo de 6leos na alimentacao de
novilhas, nas condi¢cdes e caracteristicas do presente trabalho, ndo interfere nas

concentracfes destas proteinas.

Portanto, os resultados da presente pesquisa evidenciam que a inclusédo de 6leos na
dieta de novilhas leiteiras tem potencial de modular as concentracdes de
ceruloplasmina, esta que pode ser utilizada como indicadora de respostas de fase
aguda, em alternativa a haptoglobina. A inclusédo de alimentos ricos em AG ainda pode
aumentar os niveis de apolipoproteina A4. Estes resultados sugerem que novas
pesquisas sejam realizadas, uma vez que os tempos de administracdo das dietas
podem ter sido curtos para se avaliar as PFA de respostas moderadas e/ou os
intervalos de 15 dias podem ter sido longos para se avaliar as PFA de resposta mais

precoce.
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