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RESUMO

VEDOVATTO, M. Microminerais injetaveis para caprinos e bovinos de corte. 2018. 143f.
Tese - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso

do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Objetivos: Os objetivos foram: Cap.1) realizar uma revisao de literatura sobre a utilizacao de
microminerais injetaveis (MMI) em bovinos de corte; avaliar o efeito da aplicagdo de MMI
(Zn, Mn, Se e Cu): Cap.2) pos-natal sobre a atividade antioxidante, sistema imunolédgico, saude
e desempenho de cabritos Boer no periodo pré-desmame; Cap.3) no momento do desmame
sobre a concentracdo de enzimas antioxidantes, sistema imunologico e desempenho de bezerros
Nelore no pds-desmame; Cap.4) 30 dias (d) pré-inseminagdo artificial (IA) sobre a
concentracdo de enzimas antioxidantes, proteinas da fase aguda, dinamica das estruturas
ovarianas, peso corporal (PC), escore de condi¢do corporal (ECC) e taxa de prenhez de vacas
Nelore; Cap.5) 11 d pré-IA sobre a concentragdo de enzimas antioxidantes, proteinas da fase
aguda, dindmica das estruturas ovarianas, PC, ECC e taxa de prenhez de vacas Nelore.
Material e métodos: Os animais de todos os experimentos foram divididos em 2 tratamentos:
Salina, injec¢ao de solugdo salina e MMI. Cap.2) foram utilizados 125 cabritos lactentes com 0
até 10 d de vida e os tratamentos aplicados na dose de 0,1 mL/4,5 kg de PC. Cap.3) foram
utilizados 159 bezerros recém-desmamados (8 = 1 més), e os tratamentos foram aplicados na
dose de 1 mL/45 kg de PC. Cap.4) foram utilizadas 593 vacas multiparas, sincronizadas para
IA em tempo fixo (IATF) e os tratamentos aplicados 30 d pré-1A na dose de 6 mL/vaca. Cap.5)
foram utilizadas 1164 vacas multiparas, sincronizadas para IATF e os tratamentos aplicados
11 d pré-1A na dose de 6 mL/vaca.

Resultados: A aplicacio de MMI: Cap.1) pode melhorar o sistema imunoldgico via maior
producao de anticorpos a vacinas e maior fagocitose dos neutréfilos, satide via redugcao da
incidéncia de diarreia e outras doencgas, maior ganho de peso e taxa de prenhez dos animais;
Cap.2) em cabritos recém-nascidos aumenta a concentracdo de enzimas antioxidantes,
plaquetas, e melhora o sistema imunolégico, reduz a hemoglobina corpuscular média (HCM)
e aincidéncia de diarreia e ndo afeta a taxa de mortalidade e o desempenho; Cap.3) em bezerros
no momento do desmame aumenta a concentracdo de enzimas antioxidantes, plaquetas
sanguineas, ¢ melhora o sistema imunoldgico, reduz a concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) e ndo afeta o desempenho. Cap.4) 30 d pré-IA aumenta a



concentracdo de enzimas antioxidantes, ndo altera as proteinas da fase aguda e o desempenho,
porém tende a reduzir o didmetro do corpo luteo das vacas. Cap. 5) 11 d pré-IA aumenta ou
tende a aumentar a concentracao de enzimas antioxidantes, ECC e a taxa de prenhez, nao altera
as proteinas da fase aguda e o PC, porém reduz o didmetro e o volume do corpo luteo de vacas.
Conclusées: A aplicacdo de MMI em caprinos e bovinos pode aumentar a producdo de enzimas
antioxidantes, melhorar o sistema imunologico, reduzir a incidéncia de diarreia, e melhorar o

ECC, porém pode reduzir a HCM, CHCM e o didametro/volume do corpo luteo.

Palavras-Chave: Bovinos. Caprinos. Desempenho. Estresse oxidativo. Minerais tracos.



ABSTRACT

VEDOVATTO, M. Trace minerals injection for goats and beef cattle. 2018. 143f. Tese -
Faculdade de Medicina Veterinaria € Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,

Campo Grande, MS, 2018.

Objectives: The objectives were: Chapter 1) to make a literature review on the use of injectable
trace minerals (ITM) in beef cattle; evaluate the effect of ITM application (Zn, Mn, Se and Cu):
Chapter 2) postnatal on the antioxidant activity, immune system, health and performance of
Boer goats in the preweaning period; Chapter 3) at the time of weaning on the concentration
of antioxidant enzymes, immune system and performance of Nellore calves after weaning;
Chapter 4) 30 days (d) pre-artificial insemination (AI) on the concentration of antioxidant
enzymes, acute phase proteins, dynamics of ovarian structures, body weight (BW), body
condition score (BCS) and pregnancy rate of Nellore cows; Chapter 5) 11 d pre-Al on the
concentration of antioxidant enzymes, acute phase proteins, dynamics of ovarian structures,
BW, BCS and pregnancy rate of Nellore cows.

Material and methods: The animals of all experiments were divided into 2 treatments: Saline,
saline injection and ITM. Chapter 2) were used 125 suckling kids with 0 to 10 d of life and
the treatments applied at a dose of 0.1 mL/4.5 kg PC. Chapter 3) were used 159 calves weaned
(8 = 1 month), and treatments were applied at a dose of 1 mL/45 kg PC. Chapter 4) 593
multiparous cows were used and synchronized for fixed time Al (FTAI) at) and the treatments
applied 30 d pre-Al at the dose of 6 mL/cow. Chapter 5) were used 1164 multiparous cows
and synchronized to FTAI and treatments applied 11 d pre-Al at the dose of 6 mL/cow.
Results: The ITM application: Chapter 1) may improve the immune system by increased
production of antibodies to vaccines and increased phagocytosis of neutrophils, health by
reduction of incidence of diarrhea and other diseases, increased weight gain and pregnancy rate
of the animals; Chapter 2) in newborn goats increases the concentration of antioxidant
enzymes, platelets, and improves the immune system, reduces mean corpuscular hemoglobin
(MCH) and incidence of diarrhea and does not affect mortality rate and performance; Chapter
3) in calves at the time of weaning increases the concentration of antioxidant enzymes,
platelets, and improves the immune system, reduces the mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) and does not affect performance. Chapter 4) 30 d pré-Al increases the

concentration of antioxidant enzymes, does not alter the proteins of the acute phase and



performance, but tends to reduce the diameter of the corpus luteum. Chapter 5) 11 d pre-Al
increases or tends to the concentration of antioxidant enzymes, BCS and pregnancy rate, does
not alter acute phase proteins and BW, but reduces the diameter and volume of the corpus
luteum in cows.

Conclusions: Thus, the application of ITM in goats and cattle can increase the production of
antioxidant enzymes, improve the immune system, reduce the incidence of diarrhea, and

improve the BCS, but may reduce MCH, MCHC and corpus luteum diameter/volume.

Key words: Cattle. Goats. Oxidative stress. Performance. Trace minerals.
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INTRODUCAO

Com o objetivo de identificar os principais minerais deficientes em bovinos de corte
criados a pasto no Brasil, foram feitos levantamentos sistematicos em areas de pastagens,
através de andlises quimicas de tecidos de bovinos, forrageiras e solo, sendo observado que o
fosforo ¢ o mineral mais deficiente, seguido por Cu e cobalto (Tokarnia et al., 2000).
Especificamente no estado de Mato Grosso do Sul (MS), foram descritos casos de deficiéncia
de P, Na, Zn, Mn, Se, Cu, I e Co (Tokarnia et al., 2000) o que sugere haver necessidade de
suplementa¢ao mineral em bovinos criados a pasto nestes locais.

Os microminerais sdo importantes para varios processos bioldgicos relacionados ao
crescimento, funcdo antioxidante das células, sistema imunoldgico, satde e reproducao de
bovinos (Underwood e Suttle, 1999). O principal método de fornecimento de microminerais
para ruminantes mantidos em pastagem ¢ através do fornecimento de mistura mineral em po
(Underwood e Suttle, 1999), e um método alternativo € a aplicagdo de microminerais injetaveis
(MMI). Os MMI complementam os métodos convencionais e asseguraram o fornecimento de
uma quantidade conhecida de microminerais para todos os animais de um mesmo lote. Além
disso, ndo estdo sujeitos as flutuagdes no consumo voluntario, problema que ¢ normalmente
observado em bovinos mantidos a pasto consumindo mistura mineral em p6 (Arthington et al.,
2014).

Alguns trabalhos foram executados com MMI contendo Zn, Mn, Se e Cu nos mais
diversos sistemas de produciao de bovinos e observaram aumento no status de microminerais
dos animais apds a aplicagdo (Pogge et al., 2012; Arthington et al., 2014), aumento da
concentracao plasmatica de enzimas antioxidantes (Pogge et al., 2012; Teixeira et al., 2014),
melhora no sistema imunologico (aumento da atividade fagocitica dos neutrofilos) e saude
(menor incidéncia de diarreia e de otite, pneumonia ou ambos; Teixeira et al., 2014), tendéncia
para aumentar a taxa de crescimento corporal (Arthington et al., 2014) e maiores taxas de
prenhez em vacas (Mundell et al., 2012). Nao foram encontrados trabalhos que avaliaram a
utilizagdo de MMI em caprinos.

Assim 0s nossos objetivos foram: Cap.1) realizar uma revisdo de literatura sobre a
utilizagdo de microminerais injetdveis (MMI) em bovinos de corte; e avaliar o efeito da
aplicacdo de MMI (Zn, Mn, Se e Cu): Cap.2) pos-natal sobre a atividade antioxidante, sistema
imunologico, saude e desempenho de cabritos Boer no periodo pré-desmame; Cap.3) no
momento do desmame sobre a concentracao de enzimas antioxidantes, sistema imunolédgico e

desempenho de bezerros Nelore no pos-desmame; Cap.4) 30 dias pré-inseminagdo artificial
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(TA) sobre a concentragdo de enzimas antioxidantes, proteinas da fase aguda, dindmica das
estruturas ovarianas, peso corporal (PC), escore de condi¢do corporal (ECC) e taxa de prenhez
de vacas Nelore; e Cap.5) 11 dias pré-IA sobre a concentragdo de enzimas antioxidantes,
proteinas da fase aguda, dindmica das estruturas ovarianas, PC, ECC e taxa de prenhez de vacas

Nelore.
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MICROMINERAIS INJETAVEIS PARA BOVINOS DE CORTE: REVISAO

RESUMO

Os microminerais sdo imprescindiveis em varios processos biolégicos relacionados ao
crescimento, como componentes de enzimas antioxidantes, sistema imunolégico, satde e
reprodugdo de bovinos. Ha varios métodos de fornecimento de microminerais para bovinos e
um deles é a aplicagdo de microminerais injetaveis (MMI). Desta forma, o nosso objetivo foi
realizar uma revisdo de literatura avaliando as possibilidades e limitagdes da utilizacdo dos
MMI (Zn, Mn, Se e Cu), e o efeito da aplicagdo destes na concentracdo de microminerais no
sangue e figado, producdo de enzimas antioxidantes, sistema imunolégico, satde, ganho de
peso e desempenho reprodutivo de bovinos de corte. Os MMI complementam os métodos
convencionais de suplementacdo de microminerais, pois asseguram o fornecimento de uma
quantidade conhecida para cada animal, ndo possui problemas de flutuagdo no consumo
individual de mineral ao longo do ano ou entre os animais do mesmo lote, pode ser aplicado
em momentos de baixo consumo de matéria seca (MS; por exemplo, apds o estresse do
desmame), ndo possui problemas com antagonistas da dieta, e também pode ser uma
estratégia para fornecimento de microminerais em sistema extensivos, montanhosos ou
inundados. Algumas limita¢des para prover os MMI sdo a necessidade de curral de manejo
para aplicacdo e, também, a possibilidade de reacdo inflamatéria. Apés a injecdo, os minerais
circulam pelo corpo, uma parte é incorporada nas células, e o restante é metabolizado pelo
figado, onde sdo ligados as proteinas de armazenamento para uso em longo prazo, ou
excretados. O tempo de armazenamento no figado é altamente varidvel, mas existem
trabalhos que mostram que o Zn, Mn, Se e Cu podem ser armazenado por até 79, 15, 177 e 100
dias respectivamente, apds a aplicagio dos MMI. Estes microminerais podem aumentar a
concentracdo das enzimas antioxidantes no plasma, como superdéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT), e o aumento destas pode resultar em maior
controle do estresse oxidativo nas células. A aplicagdo de MMI pode causar melhora no
sistema imunoldgico (maior producdo de anticorpos as vacinas e maior fagocitose dos
neutrofilos), satde (redugao da incidéncia de diarreia e outras doengas), maior ganho de peso
e desempenho reprodutivo (aumento na taxa de prenhez) dos animais. Porém, nem sempre a
aplicacdo de MMI vai resultar nesses efeitos benéficos e, provavelmente, animais com
limitagcdes de microminerais respondam com mais eficiéncia.

Palavras-chaves: bezerros, estresse oxidativo, minerais tracos, vacas
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INJECTABLE TRACE MINERALS FOR BEEF CATTLE: REVIEW

ABSTRACT

Trace minerals are essential in several biological processes related to growth, such as
components of antioxidant enzymes, immune system, health and reproduction of cattle. There
are several methods of supplying trace minerals to cattle and one of them is the application of
injectable trace minerals (ITM). Thus, our objective was to carry out a literature review
evaluating the possibilities and limitations of ITM (Zn, Mn, Se and Cu) use, and the effect of
ITM application on the concentration of trace minerals in the blood and liver, production of
antioxidant enzymes, immune system, health, weight gain and reproduction of beef cattle.
The ITM complements conventional methods of supplementation of trace minerals, as it
ensures the supply of a known quantity to each animal, does not have problems of fluctuation
in the individual consumption of mineral throughout the year or between the animals of the
same cohort, can be applied at times of low dry matter intake (DMI, for example, after
weaning stress), has no problems with diet antagonists, and can also be a strategy for
supplying trace minerals in extensive, mountainous or flooded lands. Some limitations to
provide ITM are the need of corral for application and, also the possibility of inflammatory
reaction. After injection, minerals circulate through the body and is incorporated into the cells
or metabolized by the liver, where they are bound to storage proteins for long-term use or
excreted. The storage time in the liver is highly variable, but there are studies showing that
Zn, Mn, Se and Cu can be stored for up to 79, 15, 177 and 100 days respectively, after
application of ITM. These trace minerals may increase the concentration of antioxidant
enzymes in the plasma, such as superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-
Px) and catalase (CAT), and the increased concentrations of these enzymes may enhance the
control of cellular oxidative stress. The application of ITM may enhance the immune system
(increased production of antibodies to vaccines and increased phagocytosis of neutrophils),
health (reducing the incidence of diarrhea and other diseases), weight gain and reproductive
performance (greater pregnancy rate) of the animals. However, ITM will not always result in
these beneficial effects, and probably, animals with trace mineral limitations will respond
more efficiently.

Key-words: calves, cows, oxidative stress, trace minerals
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INTRODUCAO

Os microminerais sdo importantes para varios processos biolégicos relacionados ao
crescimento, funcdo antioxidante das células, sistema imunolégico, satide e reprodugao de
bovinos (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Bovinos mantidos em pastagem, normalmente,
nao tem suas exigéncias de minerais atendidas pelas forrageiras, e se faz necessario realizar
suplementacgao. Essa pode ser feita por varios métodos, como mistura mineral em p6, fontes
de minerais adicionadas a blocos nutricionais ou suplementos proteicos e/ou energéticos
(ARTHINGTON et al., 2014), bolus intraruminais contendo microminerais de liberacao lenta
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999) e microminerais injetaveis (MMI; ARTHINGTON et al.,
2014). Cada um destes métodos possui suas vantagens e limitagcdes de uso, e o foco desta
discussao sera dado para os MML.

A prética de aplicar MMI para bovinos nao é recente, e foi descrita como uma forma
interessante de fornecer principalmente Cu em sistemas extensivos de producdo de
ruminantes (HARVEY e SUTHERLE, 1953). Atualmente, estudos tém sido executados com
MMI contendo Zn, Mn, Se e Cu nos mais diversos sistemas de producdo de bovinos e
observou-se aumento no status de microminerais dos animais apds a aplicacao (POGGE et al.,
2012; ARTHINGTON et al., 2014, NIEDERMAYER et al., 2017), aumento da concentracao
plasmatica de enzimas antioxidantes (POGGE et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2014), melhora no
sistema imunolégico (ARTHINGTON e HAVENGA, 2012; TEIXEIRA et al., 2014; ROBERTS
et al., 2016) e satde (RICHESON e KEGLEY, 2011; Teixeira et al., 2014), tendéncia para
aumentar a taxa de crescimento (ARTHINGTON et al., 2014; GENTHER e HANSEN, 2014) e
maiores taxas de prenhez em vacas (SALES et al., 2011; MUNDELL et al., 2012; STOKES et al.,
2017).

Apesar do aumento no namero de trabalhos avaliando o efeito dos MMI nas diversas
categorias de bovinos, ndo foi encontrado um estudo que reunisse e sistematizasse esses
resultados. Assim, o nosso objetivo foi realizar uma revisao de literatura avaliando as
possibilidades e limitagdes da utilizagdo dos MM, e o efeito desta aplicagdo na concentracdo
de microminerais no sangue e figado, producdo de enzimas antioxidantes, sistema

imunolégico, satde, ganho de peso e desempenho reprodutivo de bovinos de corte.
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POSSIBILIDADES E LIMITACOES DA UTILIZACAO DE MICROMINERAIS
INJETAVEIS

Uma das principais caracteristicas dos MMI, que complementam os métodos
convencionais, é assegurar uma quantidade conhecida de microminerais para cada animal.
Além disso, ndo possui flutuagdes no consumo voluntério, problema que é normalmente
observado em bovinos mantidos a pasto consumindo mistura mineral em p6 (ARTHINGTON
et al., 2014). MANZANO et al. (2012) compararam o comportamento alimentar e o consumo
de suplemento mineral em p6 oferecido a vontade para novilhos em pastagem em diferentes
estagdes do ano e observaram que o consumo individual foi diferente entre os animais,
variando de 0 a 400 g/d na primavera-verdo, e de 0 a 440 g/d no outono. Esses resultados
mostram que nem todos os animais do mesmo lote consomem suplemento mineral todos os
dias, e mesmo que o consumo médio do lote esteja dentro do planejado, o alto coeficiente de
variagdo no consumo faz com que o aporte de minerais seja diferente entre os animais do
mesmo grupo.

A utilizagdo de MMI pode ser uma estratégia para garantir o atendimento das
exigéncias de microminerais para as categorias ou para aqueles animais que apresentam baixo
consumo matéria seca (MS). Alguns exemplos disso sdo os animais recém-nascidos, recém-
desmamados, e em fases de estresse causado pelo manejo ou ambiente, nos quais ocorre
redugdo no consumo de MS (durante estacdo de IATF, apds a castracdo de animais adultos,
durante a adaptagdo a uma nova dieta, etc.). Além disso, os MMI ndo apresentam problemas
relacionados aos antagonistas da dieta e a interacdo entre os minerais no trato gastrointestinal
como observado nos métodos convencionais (ARTHINGTON et al., 2014). Por exemplo, o
coeficiente de absorcdo do Cu é negativamente afetado pela concentracdo de Mo, S e Fe na
dieta e o coeficiente de absor¢do do Zn ¢é afetado pela quantidade de fitato, Fe, Ca e Cu na
dieta (NRC, 2005).

Os MMI também podem ser uma forma de assegurar o atendimento de microminerais
em sistemas com dificuldade de fornecimento do suplemento mineral em p6, como em &reas
extensivas, montanhosas ou inundadas (ARTHINGTON et al., 2014). Nesses ambientes
também podem ser observados diminuicdo de oferta de mineral, devido ao consumo de
suplemento mineral em pé por animais silvestres (ARTHINGTON et al., 2014).

A utilizagdo de MMI também apresenta limitacdes, como a necessidade da adocdo de
mais praticas de manejo no curral para aplicagdio do produto. De forma geral, as

recomendagdes de intervalo de aplicagdo para os MMI contendo Zn, Mn Se e Cu, estabelecidas



212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245

26

pelos fabricantes sdo: para touros, trés vezes ao ano; vacas de corte, quatro semanas antes da
estacdo de monta ou parto; bezerros, ao nascimento, trés meses de idade e ao desmame; e para
novilhas, a cada trés meses. Essas aplicagdes aumentam o ntiimero de manejos no curral e, se
a fazenda ndo possui estrutura adequada para a aplicagdo do produto, essa pratica pode ser
inviabilizada. Além disso, animais muito reativos no tronco de contencio normalmente
apresentam menor desempenho em relacdo aos calmos (COOKE et al., 2017), e o maior
nimero de manejos no tronco de contencdo para aplicagdo dos MMI pode afetar o
desempenho dos animais mais reativos.

As atuais solu¢des com microminerais, contendo Zn, Mn e Cu (quelatados com EDTA
diss6dico) e Se (como selenito de sédio) ndo tem causado reacdo inflamatéria no local da
injecdo (ARTHINGTON e HAVENGA, 2012; ARTHINGTON et al., 2014), ao contrério do que
era observado antigamente com solugdes contendo Cu (HARVEY e SUTHERLE, 1953). Porém,
ARTHINGTON et al. (2014) observaram alteragdes das proteinas da fase aguda, indicando
uma reagdo inflamatoéria por até 14 dias apds a aplicagdo dos MMI, o que faz com que a
possibilidade dessa reacdo deva ser levada em conta na escolha do momento da aplicacao

destes produtos.

CONCENTRACAO DE MICROMINERAIS NO SANGUE E FIGADO APOS A
APLICACAO DOS MMI

Ap6s a aplicagdo dos MMI, os minerais circulam pelo corpo, sendo uma parte
incorporada nas células, e o restante metabolizado pelo figado, onde sao excretados ou ligados
as proteinas de armazenamento para uso em longo prazo (SUTTLE, 2010). Alguns trabalhos
avaliaram a concentracdo de microminerais no figado, por meio de bidpsias, para caracterizar
o status de microminerais dos animais (ARTHINGTON e HAVENGA, 2012; ARTHINGTON
et al, 2014, POGGE et al, 2012). Como os microminerais podem ser parcialmente
armazenados nesse 6rgao, a aplicacdo destes na forma injetavel pode ser um método
interessante. Alguns trabalhos avaliaram a taxa de liberagdo/desaparecimento dos MMI no
soro ou plasma e figado ap6s a aplicagao, e estes sdo apresentados na Tabela 1 e discutidos a
seguir.

A aplicagdio de MMI na forma subcutidnea faz com que ocorra aumento da
concentragdo de Zn e Se no soro (TEIXEIRA et al., 2014) e Cu no plasma (POGGE et al., 2012),
que permaneceram superiores por aproximadamente duas semanas apds a aplicacdo

comparado aos animais controle que nao receberam MMI (Tabela 1). O pico da concentracao
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plasmaética de Zn, Mn e Se acontece aproximadamente entre 8-10 horas ap6s a aplicagao dos
MM]I, e vao reduzindo até retornar aos niveis basais (POGGE et al. 2012).

A concentracdo dos microminerais no figado apés a aplicagdo dos MMI permanece
elevada por mais tempo do que é observado no soro ou plasma (Tabela 1). Nos trabalhos
consultados, o maior periodo apés a aplicacdo dos MMI que o Zn permaneceu superior ao
grupo controle foi de 79 dias (NIEDERMAYER et al., 2017), 15 dias para o Mn (POGGE et al.,
2012), 177 dias para o Se (ARTHINGTON et al., 2014) e 100 dias para o Cu (ARTHINGTON et
al., 2014). O tempo de permanéncia no figado de cada micromineral é altamente variavel
(Tabela 1), provavelmente sendo afetado pelo status que o animal se encontra no momento da
aplicacdo dos MMI, e animais com deficiéncia em determinado mineral possivelmente terao
seu tempo de estocagem reduzido.

A aplicacdo de MMI contendo Zn, Mn, Se e Cu causou uma redugao na concentragao
de Fe no figado de bovinos por até 100 dias ap6s a aplicagdo desta solugao (ARTHINGTON
et al., 2014). Estes autores também observaram aumento na concentragdo de ceruloplasmina
no plasma pos-aplicagio de MMI. Segundo ROESER et al. (1970), a ceruloplasmina é a
proteina priméria de transporte de Cu no sangue, porém também é um importante mediador
para mobilizagdo do Fe corporal. Assim, o maior aporte de Cu fornecido através dos MMI
aumentou a concentragdo de ceruloplasmina e esta provavelmente foi responsavel pela
reducdo na concentracdo de Fe no figado (ARTHINGTON et al., 2014). Esses resultados
mostram que as intera¢des entre minerais ndo acontecem somente no trato gastrointestinal,
mas também apos serem absorvidos, podendo afetar tanto a disponibilidade de cada mineral

como causar alteragdes metabodlicas que afetam o estoque de microminerais.

EFEITO NO CONTROLE DO ESTRESSE OXIDATIVO

A aplicagio de MMI pode aumentar a concentragdo plasmatica de enzimas
responsaveis pelo controle do estresse oxidativo das células. Apds a aplicacdo, as enzimas
SOD e CAT podem ter suas concentragcdes aumentadas por até 10 dias (TOMASI et al., 2018)
e de GSH-Px por até 15 dias (POGGE et al., 2012; Tabela 2). O aumento da concentracdao de
SOD pode acontecer pelo maior aporte de Zn, Mn e Cu que sdo componentes essenciais das
enzimas encontradas na forma de Cu/Zn-SOD e Mn-SOD (MARKCLUND, 1980). Essas
metaloenzimas sdo importantes para catalisar a dismutacdo do anion superdéxido para
oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio (SORDILLO e AITKEN, 2009). Além disso, o Se

é componente da enzima GSH-Px, cuja funcdo principal é catalisar a redugdo de
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hidroperéxidos, como peréxidos de hidrogénio e hidroperéxidos lipidicos (ROTRUCK et al.,
1973). O Cu é um cofator da enzima CAT que é uma hemeproteina citoplasmética que tem a
funcdo de catalisar a reducdo do perdxido de hidrogénio para agua e oxigénio
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Assim, o aumento da concentracdo destas enzimas
antioxidantes com a aplicacdo dos MMI pode levar a um maior controle do estresse oxidativo

nas células e reduzir os danos causados por este.

EFEITO NO SISTEMA IMUNOLOGICO E SAUDE

A aplicagdo de MMI pode aumentar o controle do estresse oxidativo nas células e isso
pode refletir em melhora no sistema imunolégico de bovinos (Teixeira et al., 2014). Segundo
Spears e Weiss (2008), as células do sistema imune sdo sensiveis ao estresse oxidativo por
possuirem membranas com altas concentra¢des de acidos graxos poli-insaturados que sao
altamente susceptiveis a peroxidagao lipidica.

A aplicagio de MMI em bezerras recém-nascidas aumentou a capacidade dos
neutroéfilos fagocitarem, e isto provavelmente aconteceu por estas células terem sofrido menor
estresse oxidativo (TEIXEIRA et al., 2014). Os MMI também podem aumentar a producao de
anticorpos em resposta a determinadas vacinas. A aplicacdo de MMI e de uma vacina para
diarreia viral bovina (BHV-1, BVDV-1 e BVDV-2) e parainfluenza viral bovina tipo 3 em
novilhos de corte fez com que a producdo de anticorpos contra BVDV-1 fosse superior em
relagdo ao grupo controle nos dias 14, 30 e 60 ap6s a aplicagdio de MMI (ARTHINGTON e
HAVENGA, 2012). Em outro experimento, a aplicacdo de MMI em novilhos e touros também
aumentou a produgdo de anticorpos contra BVDV-1 em relacdo ao controle 14 dias apés a
aplicagdo de MMI (ROBERTS et al., 2016), o que pode ser devido ao maior controle do estresse
oxidativo e menores danos as células imunolégicas. Além disso, particularmente o Zn
(presente nos MMI) possui fungdes na producdo de proteinas e formagdo de ligacdes
dissulfeto (CHARLTON e EWING, 2007), e como os anticorpos sao estruturas proteicas
ligadas por ligacdes dissulfeto, o0 maior aporte de Zn especificamente pode ter refletido em
aumento de anticorpos.

A melhora no sistema imunolégico com a aplicacdo dos MMI em bovinos pode
diminuir a incidéncia de doengas. A aplicacdo de 1 mL de MMI em bezerras ao nascimento e
30 dias de vida reduziu a incidéncia de diarreia (49,7 e 41,7% para os tratamentos MMI e
controle respectivamente) e de pneumonia, otite ou ambos (49,1 e 41,6% para os tratamentos

MMI e controle respectivamente; TEIXEIRA et al., 2014). Em outro experimento com novilhas
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em confinamento (RICHESON e KEGLEY, 2011), foi testada a aplicagao de diferentes solugdes
contendo microminerais: MMI-1: 20 mg de Zn/mL, 20 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 10
mg de Cu/mL; MMI-2: 48 mg de Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 16 mg de
Cu/mL; ambas aplicadas na dose de 1 mL/45 kg de PC; Controle: sem aplicacdo injetavel.
Esses autores observaram que o tratamento MMI-1 reduziu a morbidade quando comparado
ao Controle, e ambas as solugdes minerais (MMI-1 e MMI-2) refletiram em menor proporgao
de animais que necessitaram ser tratados com um segundo ou terceiro tipo de antibiético.
Além disso, o custo com antibi6ticos por novilha foi inferior para os tratamentos MMI-1 e
MMI-2 em relagdo ao controle. Esses resultados demonstram que a melhora no sistema
imunolégico, causada pela a aplicagdo de MMI, pode refletir em menor incidéncia de doengas

e menor custo com medicamentos no sistema de producao.

EFEITO NO GANHO DE PESO E CONSUMO

Com a melhora no sistema imunolégico e no controle do estresse oxidativo pela
aplicacdo de MM, espera-se que ocorra um aumento no ganho de peso dos animais, porém
nem sempre isso acontece (Tabela 3). Varios trabalhos testaram a aplicagdo de MMI e nao
encontraram alteracdo no ganho de peso de bovinos (ARTHINGTON et al., 2014 (Exp. 1);
TEIXEIRA et al., 2014; ROBERTS et al., 2016; NIEDERMAYER et al., 2017). Segundo ROBERTS
et al. (2016), quando a prevaléncia de doencgas na populacdao de bovinos é baixa, a aplicacdo
de MMI nao afeta o ganho de peso. Em ambientes com um nivel de desafio sanitério alto, a
aplicagdo de MMI apresenta maior possibilidade de aumentar o ganho de peso.

A aplicacao de MMI em novilhas apds o estresse, devido ao transporte, causou redugao
no ganho de peso (ARTHINGTON et al., 2014; Exp.2; Tabela 3). Esse efeito foi inesperado e os
autores concluiram ser devido ao aumento na concentracao de ceruloplasmina - proteina da
fase aguda Cu-dependente - que pode afetar o metabolismo dos nutrientes e o desempenho
animal (JOHNSON, 1997) e se expressa mais em bovinos com maior status de Cu.

O status mineral que o animal se encontra no momento da aplicacdo dos MMI
possivelmente afeta a resposta no ganho de peso. Quando os animais passam por um periodo
consumindo uma dieta deficiente em Zn, Mn, Se e Cu e, posteriormente, consomem uma dieta
que atenda as exigéncias nutricionais, associada a aplicacdo de MMI, tendem a apresentar
maior ganho de peso em relacdo aos que ndo recebem MMI (GENTHER e HANSEN, 2014).

Animais que ndo apresentam limitagdo mineral e consomem uma dieta que atenda as
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exigéncias, a aplicacdo de MMI pode nao refletir em aumento no desempenho (GENTHER e

HANSEN, 2014).

EFEITO NO DESEMPENHO REPRODUTIVO DE VACAS

A quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de substancias antioxidantes
precisa estar balanceada no corpo dos animais para que as ROS ndo causem danos as células.
As ROS afetam multiplos processos fisiol6gicos, desde a maturagao do odcito até a fertilizagao,
desenvolvimento embrionario e manutengao da prenhez (AGARWAL et al., 2005). O maior
aporte de microminerais € uma forma de aumentar a concentragao de enzimas antioxidantes,
melhorando as condigdes uterinas e, consequentemente, a fertilidade das wvacas
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Baseados nessa hipétese, MALDONADO et al. (2017)
avaliaram o efeito da aplicacio de MMI 25 dias pré-inseminacdo artificial (IA), sobre o
desenvolvimento das estruturas ovarianas de vacas obesas (escore de condi¢do corporal
(ECC) de 4,75 + 0,55; escala de 1-5) e ndo encontraram efeito dos MMI nas variaveis avaliadas
(populagao de foliculos, didmetro do foliculo pré-ovulatério, tempo para aparecimento do
estro (apos a remogao do dispositivo intravaginal de progesterona) e area do corpo lateo).
Esse foi o tnico trabalho encontrado que avaliou estas varidveis, sendo necessarios mais
estudos, inclusive avaliando o efeito dos MMI em vacas com baixos ECC. Além disso, o
aumento das enzimas antioxidantes com a aplicacdo de MMI parece ser eficiente em até 10-15
dias ap6s a aplicagdo (POGGE et al., 2012; TOMASI et al., 2018; Tabela 2). Nossa hipétese é
que aplicagdes mais proximas ao periodo da IA (menos de 15 dias pré-IA) podem resultar em
maior efeito no controle do estresse oxidativo e afetar positivamente os parametros ovarianos,
porém até o momento ndo encontramos essas informagdes na literatura.

A aplicacdo de MMI se mostrou eficiente em aumentar a taxa de prenhez de vacas de
corte em vérios trabalhos (SALES et al., 2011, MUNDELL et al., 2012; STOKES et al., 2017; Exp.
2) apesar de alguns ndo terem encontrado esse efeito (WILLMORE et al., 2015; STOKES et al.,
2017 (Exp 1 e 3); Tabela 4). O status de microminerais que os animais se encontravam no
momento da aplicacdo dos MMI pode ter refletido no aumento ou ndo na taxa de prenhez e,
provavelmente, vacas com limitacdes de microminerais apresentam maiores chances de
responder positivamente aos MMI. A maioria dos trabalhos citados na Tabela 4 realizou a
aplicagdo dos MMI com 30 dias ou mais pré-IATF, com excecdo de SALES et al. (2011) que

realizaram a aplicacdo do MMI 17 dias anteriores a transferéncia dos embrides. Para estas
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varidveis, também ¢é necessario testar a aplicacdo de MMI em periodos mais préximos a IA,

podendo assim resultar em maior status de microminerais para a vaca durante e apds a IA.

CONCLUSOES

Os MMI sdo uma alternativa para aumentar o status de microminerais dos animais em
algum periodo especifico de maior exigéncia, e aumentam a producdo de enzimas
antioxidantes, podendo melhorar o sistema imunolégico e a satide, e aumentar o ganho de
peso e o desempenho reprodutivo de bovinos. Porém, nem sempre a aplicacdo deste vai
resultar em efeitos benéficos, e provavelmente, animais com deficiéncias/limitagdes de

microminerais respondam mais eficientemente a essa estratégia de suplementacao.
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Tabela 1. Efeito da aplicagdo de microminerais injetdveis (MMI) sobre as concentragdes séricas ou

plasmaticas e hepaticas de minerais em bovinos

Momentos
. em? que o
Categoria Tratamentos! Loc.:al Dehne.amentoz MMQ} foi Fonte
avaliado experimental .
superior ao
CON
Bezerras CON (sem Soro Alimentacao: leite e Zn:14d Teixeira et al.
Holandesas injecdo) e concentrado. Mn: ND (2014)
recém- MMI (1 Coletas: 3 (antes da Se:14d
nascidas mL/animal injecdo), 14 e 35d Cu: ND
(39,7 £0,4 kg) ao pos nascimento Fe: ND
nascimento e
aos 30 d)
Novilhos CONeMMI Plasma Confinados (dieta de Zn:8el10h Pogge et al.
Angus e (1 mL/45 kg acordo com NRC Mn:8e10h (2012)
Simental (332 de PC) (2000). Coletas: 0,8e Se:8el0hel
33 kg) 10h apds a injecdo e d
1,8e15d Cu:até 15d (P
=0,12)
Novilhos CON e MMI Plasma  Confinados (dieta de Zn, Mn, Se e Niedermayer
Angus 359+ (1 mL/68 kg acordo com NRC Cu: ND et al. (2017)
36.6 kg) de PC) (2000). Coletas: -5
(antes da injegdo), 14
e79d
Novilhos CONeMMI  Figado Confinados (dietade  Zn:até15d Pogge et al.
Angus e (1 mL/45 kg acordo com NRC Mn até 15d (P (2012)
Simental (332 de PC) (2000). Coletas: -3, 1, =0,06)
33 kg) 8el5d Se:até 15 d
Cu:até15d
Novilhos CONeMMI  Figado Confinados (dietade Zn:14e79d  Niedermayer
Angus 359+ (1 mL/68 kg acordo com NRC Mn: ND et al. (2017)
36,6 kg) de PC) (2000). Coletas: -5 Se:14d
(antes da injecdo), 14 Cu:14d
e79
Bezerros e CONeMMI  Figado Alimentacao: Zn: ND Arthington et
bezerras (I mL ao pastagem e Mn: ND al. (2014)
Brangus nascimento, suplemento mineral Se: 150 d Exp.1
recém- 100 e 200 d) em po. Cu: 150,200 e
nascidos Coletas: 150, 200 e 250d
(33,1+0,73 250d Fe: menor para
kg) 0 MMI nos
150, 200 e 250
d
Novilhas CONeMMI  Figado Novilhas oriundas Zn:13d Arthington et
Brangus @) do Exp. 1, Mn: ND al. (2014)
(240,5£3,6 mL/animal) transportadas por Se:13d Exp. 2
kg) 1600 km e Cu:13d
reaplicados os Fe: menor 13 d
tratamentos. (P=0,10)

Confinadas com feno
e concentrado.
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Coletas: 1 d (antes da
aplicagdo dos
tratamentos) e 13 d

Novilhas CONeMMI  Figado Alimentacao: Zn,Mne Cu:  Arthington et
Brangus (2,5 pastagem e ND al. (2014)
recém- mL/animal) concentrado; Se: 177 d Exp.3
desmamadas Coleta: 177 d

(209 £ 8,0 kg)

1CON: controle, injecdo de solucao salina, MMI, microminerais injetaveis (Composigdo: 60 mg de
Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 15 mg de Cu/mL (Multimin 90, Multimin, Fort Collins,
CO, USA)). PC, peso corporal.

2d, dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos.

3540 apresentados somente os momentos de coleta que diferiram estatisticamente (P < 0,05) ou que
apresentaram tendéncia de diferir. Os valores de tendéncia adotados foram P > 0,05 e <0,10 ou P > 0,05
e £ 0,15, sendo mantido o critério adotado pelos trabalhos originais e os P-values para tendéncia sdo

mostrados na tabela. ND: ndo diferiu estatisticamente (P > 0,05).
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Tabela 2. Efeito da aplicacdo de microminerais injetdveis (MMI) sobre a concentracdo de enzimas

antioxidantes no plasma

Composicao

Momentos em

Categoria  Tratamentos! do MMI Dehne.amento qu.ez . Fonte
(mg/mL) experimental o MMI foi superior
ao CON
Bezerras CON (sem Zn: 60 Alimentacao: GSH-Px: 14 d Teixeira et
Holandesas injecdo) e Mn: 10 leite e SOD: ND al. (2014)
recém- MMI (1 Se: 5 concentrado.
nascidas mL/animal Cu: 15 Coletas: 3 (antes
(39,704 ao da injegdo), 14 e
kg) nascimento e 35 d pos
aos 30 d) nascimento
Bezerras CON e MMI Zn: 50 Alimentacgéo: SOD:10d Tomasi et
Holandesas (2 Cu: 15 leite, concentrado CAT:10d al. (2018)
recém- mL/animal e pasto.
nascidas ao Coletas: 10 (ap6s
(39,7£04 nascimento e a injecdo), 20 e 30
kg) aos 30 d) d
Novilhos CON e MMI Zn: 60 Confinados GSH-Px:até15d  Pogge et al.
Angus e (1 mL/45 kg Mn: 10 (dieta de acordo (2012)
Simental de PC) Se: 5 com NRC (2000).
(332+33 Cu: 15 Coletas: 0, 8 e 10h
kg) apos a injegdo e

1,8e15d

1CON: controle, injecao de solucao salina, MMI, microminerais injetaveis (Teixeira et al., 2014 e Pogge

et al.,, 2012 utilizaram uma solugdo comercial Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA e Tomasi

et al., 2018 a solugdo comercial Suplenut, Biogénesis Bagd, Buenos Aires, Argentina). PC, peso corporal.

2d, dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos.

3540 apresentados somente os momentos de coleta que diferiram estatisticamente (P < 0,05). ND: néo

diferiu estatisticamente (P > 0,05).
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Tabela 3. Efeito da aplicagdo de microminerais injetdveis (MMI) sobre o desempenho de bovinos

Categoria Tratamentos! 2::;;?;122?:? (Clig//[c]l)lza; (ig//[g;:) EA25 Fonte
Bezerras CON (sem ]
Holandesas injecdo) e Al 50: Jei MML:
recém- MMI (1 imentacao: leite 0,778 Teixeira et
nascidas mL/animalao  © concentrado (5(7)?9 ) al. (2014)
(39,7104 nascimento e P=, 0,49
keg) aos 30 d) /
MMI: MMI: MMI:
Novilhos CON e MMI Confinados com 1,35 8,60 0,103 Niedermay
Angus (359 (1 mL/68 kg dieta de acordo ] ] ] er et al.
£36,6 kg) de PC) com NRC (2000) Clo?g %(,)91;1' %%\; (2017)
P=0,65 P=0,18 P=0,22
Bezerros e
bezerras Alimentacao: MML:
CON e MMI 0,79 .
Brangus pastagem e Arthington
. (I mL ao
recém- nascimento, spplemento ) CON: - - et al. (2014)
nascidos 100 e 200 d) mineral em p6 0.78 Exp. 1
(33,1£0,73 _
ke) P=0,55
Oriundas do Exp.
1, transportadas MMI:
Novilhas CON e MMI por 1§00 kme -0,270 Arthington
Brangus 5 reaplicado os ) ) et al. (2014)
(240,5+3,6 mL/animal) tratamentos. CON: Exp. 2
kg) Confinadas com 0,140 p-
fenoe P=0,05
concentrado
Novilhas
Brangus Alimentacao: 3/[ 31\1/[5;1
recém- CON e MMI ' ’ Arthington
desmamada 2,5 pastagem e ) - - et al. (2014)
s mL/animal) concentrado (()22)61?)1'3 Exp.3
(209 £ 8,0 ”
ke) P=0,06
MML: MMI: MMI:
Novilhos e CON «; Ml\liﬂ Conﬁrziados c?im 1,26 7,02 018 Roberts et
touros (275 (I mL/45kg dieta de acordo ) ] ]
19,54 kg) de PC) com NRC (2000) (:1%12 C6C,)9I: COC;I;I al. (2016)
P=0,21 P=0,83 P=0,14
Inicialmente Def Def Def
metade dos MMI: MMI: MMI:
animais 1,492 9,85 0,150
Novilhos consumiram dieta
cruzados CON e MMI para _ causar CON: CON: CON: Genther e
Angus (323 (1 mL/68 kg deﬁciénga de 1,300 9,06 0,143 Hansen
+148 kg) de PC) microminerais (2014)
T (Def) e o restante Nao-Def Niao-Def  Nao-
consumiu dieta Def
de acordo com o MMI: MMI:
NRC (2000; Né&o- 1,33b 9,88 MMLI:
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552
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Def). 0,133
Posteriormente CON: CON:

aplicagdo dos 1,28P 9,94 CON:
tratamentos e P=0,08 P=0,22 0,133
fornecimento P=0,49
dieta de acordo

com o NRC (2000)

para todos os

animais

ICON: controle, injecdo de solucdo salina, MMI, microminerais injetaveis (Composigdo: 60 mg de
Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 15 mg de Cu/mL (Multimin 90, Multimin, Fort Collins,
CO, USA)). PC, peso corporal.

2Diferentes letras na mesma coluna de cada trabalho diferem estatisticamente (P < 0,05) ou apresentam
tendéncia para diferir estatisticamente (P > 0,05 e < 0,10).

3GMD, ganho médio diario, kg/dia;

4CMS, consumo de matéria seca, kg/dia;

SEA, eficiéncia alimentar, GMD/CMS.
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Tabela 4. Efeito da aplicagdo de microminerais injetdveis (MMI) sobre a taxa de prenhez de vacas

i 2
Categoria Tratamentos?! De11ne-amento Dados reprodutivos? Fonte
experimental
Vacas e CON e MMI Taxa de pre(r1;1;z com [ATF
novilhas (1mL/90kg IATE e posterior MMLI: 60,22; CON: 51,2b
de PC), repasse com touros. Mundell
cruzadas . . P=0,05
(Angus x aplicado 105 Dieta: pastagem e etal.
Hereford; 497 + d a;[terlgl(r)ado suplemento mineral Taxa de prenhez final (%): (2012)
89 kg) parto e MMI: 93,0; CON: 89,9
anterior a A —
P=0,24
Taxa de prenhez 23 d ap6s
a TE (%):
MMI: 482; CON: 36P
CON e MMI P=0.015.
Novilhas (5' Sincronizadas para Taxa de prenhez 48 d apos
cruzadas (Bos mL/animal) receber embrido. a TE (%): Sales et
mdlcus'; x Bos 17 d anterior Dletai pastagem, cana MML: 432 CON: 300 al. (2011)
taurus; 300-320 ao de actcar, suplemento .
. ; ) P=0,005.
kg) recebimento mineral e proteico
do embriao Perda de prenhez dos d 23
ao 48 (%):
MMILI: 10,6; CON: 17,2
P=0,18
IATF e posterior Taxa de prenhez com IATF
repasse com touros. 0
Dieta: Confinadas (%):
) CON e MMI . MMI: 65; CON: 61
Novilhas (1mL/68k com dieta de acordo P>074 Stokes et
Angus (428 £ & comoNRC (2016) até - al. (2017)
45,2 kg) dePO)33d 14§ anterior a IA e Exp. 1
! anterior a A teri t Taxa de prenhez final (%): ’
posteriormente MMI: 89; CON: 87
pastagem e P>0.74
suplemento mineral 7
Taxa de prenhez com IATF
. IATF e posterior (%):
CNrﬁ‘;;lg:: CONeMMI  repasse com touros. MMI: 622 CON: 45b Stokes et
(I1mL/68 kg  Dieta: Confinadas até P=0,07
(Angus x . al. (2017)
. dePC)33d  alA e posteriormente
Simental; 426 + ) . o Exp. 2
54,0 kg) anterior a IA pastagem e Taxa de prenhez final (%):
’ suplemento mineral MMLI: 86; CON: 79
P=0,51
Taxa de prenhez com IATF
IATF e posterior (%):
Novilhas CON e MMI repasse com touros./ MMI: 61; CON: 66 Stokes et
(I1mL/68kg  Dieta: Confinadas até P>0,50
Angus (345 . al. (2017)
39,7 ke) dePC)33d  alA e posteriormente Exp. 3
! anterior a IA pastagem e Taxa de prenhez final (%): ’
suplemento mineral MMLI: 76; CON: 77
P 20,50
Novilhas (;QN~(sem ' Taxa de prerlhez com IATF Willmore
Angus (347 + injecdo) e IATF e posterior (%): otal
3 oi o MMI (4 repasse com touros. MMI: 50; CON: 55 2015)
P KE mL/animal, P=0,72
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33 d anterior  Dieta: confinadas com

alA feno, silagem de Taxa de prenhez final (%):
cevada e mineral MMLI: 85; CON: 87
P=0,53

1CON: controle, injecdo de solucao salina, MMI, microminerais injetaveis (Composigdo: 60 mg de
Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 15 mg de Cu/mL (Multimin 90, Multimin,B Fort Collins,
CO, USA)). PC, peso corporal; d, dias; IA, inseminacdo artificial.

2JATF, inseminacdo artificial em tempo fixo.

SDiferentes letras diferem estatisticamente (P < 0,05) ou apresentam tendéncia para diferir

estatisticamente (P > 0,05 e < 0,10).
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da aplicacdo de microminerais injetaveis (MMI) pos-natal sobre
a atividade antioxidante, sistema imunologico, saide e desempenho de cabritos Boer no
periodo pré-desmame. Utilizaram-se 125 cabritos (62 machos e 63 fémeas) com peso corporal
(PC) inicial de 6,6 + 1,82 kg e 0 até 10 d de idade, os quais permaneceram confinados por 56
d em seis baias junto com as cabras. Distribuiram-se os cabritos pelo tipo de parto, sexo e PC
em dois tratamentos: Salina, injecdo de solucdo salina (0,1 mL/4,5 kg de PC) e MMI (0,1
mL/4,5 kg de PC). Os MMI apresentavam 60 mg de Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL
e 15 mg de Cu/mL. Os animais foram avaliados diariamente quanto a presenca de diarreia e
pesados nos d 0, 28, e 56. Amostras de sangue da veia jugular foram coletadas nos d 0, 3, 7,
14, 28 e 56 para andlises hematologicas e concentragdo das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px). Os animais que receberam MMI tenderam a
aumentar (P < 0,10) a concentracdo de SOD no d 7, e aumentaram (P < 0,05) a concentragao
de GSH-Px nos d 3 e 7 em relacdo ao grupo Salina. Nao houve efeito de tratamento ou
tratamento x dia (P > 0,05) nas concentragoes plasmaticas de leucocitos, neutrofilos, linfocitos
e monocitos. Para a concentragdes de eosindfilos houve efeito de tratamento (P < 0,05), com
maior concentragao para os animais que receberam MMI em relagdo a Salina, e ndo houve
efeito de tratamento X dia (P > 0,05). A concentragdes de hemacias, hemoglobina, € volume
globular, volume corpuscular médio (VCM) e concentragao de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) nao mostraram efeito de tratamento e tratamento x dia (P > 0,05). Nos animais que
receberam MMI a hemoglobina corpuscular média (HCM) diminuiu no d 3 (P <0,05) e a de
plaquetas aumentou no d 7 (P < 0,05) em relagdo aos que receberam Salina. Nao houve efeito
dos MMI na taxa de mortalidade (P > 0,05), porém a taxa de animais com diarreia (P < 0,05)
foi reduzida em relagdo a Salina e ndo houve efeito de tratamento ou tratamento x dia (P >

0,05) para PC e ganho médio diario (GMD). A aplicagdo de MMI em cabritos recém-nascidos
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aumenta a concentracao de enzimas antioxidantes (SOD e GSH-Px) e plaquetas, e melhora o
sistema imunologico (aumento na quantidade de eosinéfilos), reduz a HCM e a incidéncia de

diarreia e nao afeta a taxa de mortalidade e o desempenho.

Palavras-chave: caprinos; diarreia; GMD; glutationa peroxidase, hemograma, superdxido

dismutase

1. Introduciao

A deficiéncia de microminerais em animais normalmente estd associada ao aumento
dos danos causados pelo estresse oxidativo as células, sistema imunologico deficiente, maior
incidéncia de doengas e menor desempenho produtivo e reprodutivo (NRC, 2005). Ha sete
micronutrientes que sao considerados essenciais para caprinos € que, em condi¢des praticas
devem ser adicionados a dieta: Co, Cu, I, Fe, Mn, Se e Zn (NRC, 2007).

O NRC (2007) tem definido as exigéncias de microminerais em g/animal/dia para as
diferentes categorias de caprinos e para cabritos em crescimento, as exigéncias sdo ajustadas
pelo peso corporal (PC) e pelo ganho médio diario (GMD). Segundo o NRC (2005) essas
exigeéncias nutricionais sao alteradas por diversos fatores, entre eles pela interacdo entre os
minerais e a presenca de antagonistas na dieta. Por exemplo, o coeficiente de absor¢ao do Cu
¢ negativamente afetado pela concentragdo de Mo, S e Fe na dieta, e o coeficiente de absorcao
do Zn ¢ afetado pela quantidade de fitato, Fe, Ca e Cu na dieta (NRC, 2005). Um método
alternativo de fornecer microminerais evitando os problemas causados pela presenca de
antagonistas ou pela interacdo dos minerais na dieta ¢ através dos microminerais injetaveis
(MMI; Arthington et al., 2014). Além disso, para cabritos recém-nascidos, o consumo de
alimento ¢ baixo e altamente variavel, e a aplicagdo de MMI pode ser uma alternativa para

fornecer uma quantidade conhecida de microminerais para todos os animais de um mesmo lote.
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Em bezerros de corte, a aplicagdo de MMI contendo Zn, Mn, Se e Cu aumentou a
concentracao destes microminerais no figado (Arthington et al., 2014), melhorou componentes
do sistema imunoldgico e aumentou a concentracdo de enzimas relacionadas a atividade
antioxidante (Teixeira et al., 2014; Tomasi et al., 2018), e essas alteragdes refletiram em
melhoria na satide dos animais (Teixeira et al., 2014), o que consequentemente pode melhorar
o desempenho.

Apesar de varios estudos terem testado a aplicagdo de MMI contendo Zn, Mn, Se e Cu
em bovinos, este método de fornecimento de microminerais ainda ndo foi avaliado em caprinos.
Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar se a aplicagdo de MMI periodo pds-natal altera a
concentracao de enzimas com atividade antioxidante (superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GSH-Px)), sistema imunolégico, satide (taxa de diarreia e mortalidade) e

desempenho de cabritos Boer no periodo pré-desmame.

2. Material e Métodos
Este estudo foi conduzido de acordo com os padrdes éticos aplicados a pesquisa com
animais e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo n°® 754/2016.

2.1 Animais, tratamentos e colheita de amostras

O experimento teve duracio de 56 d e foi realizado na Fazenda Agua Boa, localizada
em Bandeirantes, MS, Brasil, a 19°53'15,9" latitude sul e 54°24'43,0" longitude oeste. Foram
utilizados 125 cabritos com 0 a 10 d de idade (62 machos ¢ 63 fémeas) da raca Boer. Estes
possuiam peso corporal (PC) médio inicial de 6,6 + 1,82 kg e foram identificados com brinco
auricular numerado. Antes do inicio do experimento selecionaram-se 71 cabras, oriundas de

uma estacdo de inseminagao artificial em tempo fixo (IATF) e diagnosticadas como prenhas.
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Estas permaneceram durante os primeiros quatro meses de gestacdo em pasto de capim-
marandt [Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich) R. D. Webster, cv. Marandu] e, no ultimo
més de gestacao, foram transferidas para o confinamento, sendo alojadas em seis baias (£ 12
cabras/baia). Cada baia (£ 50 m?) possuia bebedouro com reabastecimento automatico,
comedouros e estrutura de creep-feeding (+ 6 m?; para fornecimento de concentrado somente
aos cabritos).

No ultimo més de gestacao, as cabras receberam concentrado na proporg¢do de 1,5% do
PC, silagem de milho e suplemento mineral ad libitum (Tabela 1). A silagem e o concentrado
eram misturados e fornecidos em duas refeicdes didrias (8:00 e 16:00 h). A quantidade de
silagem foi ajustada diariamente para proporcionar sobras de 50 g/kg, e a mistura mineral era
fornecida em cochos separados e reabastecidos periodicamente. Apods o parto, a quantidade de
concentrado foi alterada para 1% do PC e o restante do manejo alimentar permaneceu o mesmo.
Essas dietas atenderam ou excederam as exigéncias de proteina bruta (PB) e minerais para
cabras com 50 kg (parto duplo) no final da gestagado e inicio da lactagao (NRC, 2007). Para os
cabritos, o concentrado (Tabela 1) foi fornecido ad libitum via creep-feeding, também em duas
refei¢coes diarias (8:00 e 16:00 h) e a quantidade era ajustada diariamente para proporcionar
sobras de 50 g/kg. Este atendeu ou excedeu as exigéncias de PB e minerais para cabritos da
raca Boer, com peso médio de 10 kg e ganho médio didrio (GMD) de 0,100 kg/dia (NRC,
2007). Além do concentrado, os cabritos também tinham livre acesso a dieta das cabras.

Das 71 cabras selecionadas, 6 apresentaram parto triplo, 42 partos duplos e 23 partos
simples. Os cabritos com 0-10 dias apds o nascimento foram divididos por tipo de parto, sexo
e PC em dois tratamentos: Salina, injecao de solucdo salina (0,1 mL/4,5 kg de PC) e MMI,
microminerais injetaveis (0,1 mL/4,5 kg de PC). Os MMI apresentavam 60 mg de Zn/mL, 10
mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 15 mg de Cu/mL (Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO,

USA). Com aproximadamente 30 d de vida, os cabritos foram vacinados contra clostridioses
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(Sintoxan 9TH, Merial Satde Animal, Brasil) e pasteurelose e paratifo (Tifopasteurina,
Hertape Calier Saude Animal, Brasil).

Os animais foram pesados no inicio do experimento (d O; anterior a aplicagao dos
tratamentos) 28, e 56 d apos. Além disso, diariamente os cabritos eram avaliados quanto a
presenca de diarreia e, quando necessario, medicados. Também foram feitas colheitas de
sangue na veia jugular de 12 animais por tratamento (6 machos e 6 fémeas/tratamento) nos d
0, 3,7, 14, 28 e 56 em dois tubos de sangue a vacuo (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) contendo heparina sodica (5 mL) ou Ko:EDTA (4 mL). Apos a colheita, os
tubos foram imediatamente armazenados em caixa térmica com gelo e, aqueles contendo
heparina sodica, foram centrifugados a 1200 x g por 30 min para obten¢do do plasma, que foi
armazenado a -20°C para posteriores analises da concentracao das enzimas SOD e GSH-Px.
Os tubos contendo Ko EDTA foram armazenados em geladeira por uma noite e, no dia seguinte
a colheita, realizaram-se as analises hematologicas nas amostras de sangue. Para andlise da
composi¢do quimica da silagem, foram coletadas amostras em diferentes locais do silo, secas

a 60°C por 5 d, moidas a | mm e armazenadas para posterior analise.

2.2 Andlises laboratoriais

A silagem foi analisada de acordo com o AOAC (2000): matéria seca (MS), método
930.15; proteina bruta (PB), método 976.05; extrato etéreo (EE), método 920.39 e matéria
mineral (MM), método 942.05. A concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN), obteve-
se de acordo com a metodologia de Van Soest et al. (1991) e os carboidratos nao fibrosos (CNF)
foram calculados de acordo com o NRC (2001): CNF (%) =100 — (% FDN + % PB + % EE +
% MM). Todas as analises da concentragao de minerais foram feitas no Laboratério de Nutri¢ao
Animal da Embrapa Pantanal (Corumba, MS, Brasil) com exce¢do do Se, que foi analisado no

Laboratorio de Minerais da Universidade de Sao Paulo (Pirassununga, SP, Brasil). Os
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concentrados e a mistura mineral em p6 ndo foram analisados e os valores apresentados sao
referentes aos niveis de garantia descritos pelos fabricantes.

As enzimas GSH-Px e SOD foram determinadas por meio de kits comerciais para
ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA; nimero dos catadlogos 703102 e 706002,
respectivamente). Os coeficientes de variagdo inter e intra-ensaios para SOD foram 5,4 € 8,1%
e para GSH-Px foram 5,2 e 9,6% respectivamente. As amostras de sangue total foram enviadas
ao Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Campo
Grande, MS) para realizagdo do hemograma em equipamento automatizado (pocH-100iV

DIFF Sysmex).

2.3 Andlises estatisticas

Os dados de GSH-Px, SOD, hemograma PC e GMD foram analisados pelo
procedimento MIXED do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA, versao 9,4) com a aproximagao
Satterthwaite para determinar os graus de liberdade do denominador para efeitos fixos. O
modelo estatistico para GMD continha como efeito fixo tratamento e sexo e, como variavel
aleatoria, animal (tratamento x sexo) e animal (baia). Os modelos estatisticos para GSH-Px,
SOD, leucograma, eritograma, plaquetograma, ¢ PC continham como efeito fixo tratamento,
dia, sexo e as interacdes entre tratamento x dia e, como variavel aleatoria, animal (tratamento
x sexo) e animal (baia). Estes, foram analisados como medidas repetidas no tempo, sendo o
termo especifico o dia e o sujeito o animal (tratamento x sexo). Os resultados do d 0 de todas
as variaveis (excecao para GMD) foram incluidos como covaridveis em cada respectiva andlise,
porém as varidveis GSH-Px, volume globular, volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), mondcitos e eosinofilos
apresentaram P > 0,10 para covariavel, e assim foram retirados dos modelos. Foi escolhida a

estrutura de covariancia que melhor se ajustou aos dados de cada variavel pelo menor critério
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de informacao de Akaike. As estruturas de covariancia utilizadas foram toepliz [PC, volume
globular, VCM, hemoglobina corpuscular média (HCM), mondcitos e eosinofilos], nao
estruturada (CHCM), simétrica composta (SOD e linfoécitos) e auto regressiva de ordem 1
(GSH-Px, hemacias, hemoglobina, plaquetas, leucocitos totais e neutrofilos). Os dados binarios
de taxa de mortalidade e diarreia foram analisados pelo procedimento GLIMMIX do SAS (SAS
Inst. Inc., Cary, NC, USA, versdo 9,4), com a aproximacao Satterthwaite para determinar os
graus de liberdade do denominador para efeitos fixos. Os modelos estatisticos continham como
efeito fixo o tratamento e sexo e, como varidvel aleatoria, animal (tratamento x sexo) e animal
(baia). Para todas as analises a funcao pdiff foi utilizada quando detectada significancia no
teste-F e todos os resultados sdao reportados como LSMEANS seguidos por erro padrao da
média (EPM). A significancia foi definida quando P < 0,05, e tendéncias quando P > 0,05 e <

0,10.

3.0 Resultados

Para a enzima SOD houve tendéncia para efeito de tratamento (P < 0,10), efeito de dia
(P <£0,05), ndo houve efeito de sexo (P > 0,05) e tendéncia para interacao entre tratamento X
dia (P < 0,10). Os MMI tenderam a aumentar a concentragdo de SOD em relagao a Salina
somente no d 14 (Figura 1). Para a enzima GSH-Px houve efeito de tratamento, dia, e interacao
tratamento % dia (P <0,05), e ndo houve para sexo (P > 0,05). A aplicagao dos MMI aumentou
a concentragdo de GSH-Px em relagao a Salina somente nos d 3 e 7 apds a aplicagdo (Figura
1).

Para os valores absolutos de leucocitos totais, neutrofilos e linfocitos ndo houve efeito
de tratamento, sexo, e interagcdo tratamento x dia (P > 0,05), porém houve efeito de dia (P <
0,05; Tabela 2). Nao houve efeito de tratamento, sexo, dia e interagao tratamento x dia (P >

0,05) para os valores absolutos de monocitos (Tabela 2). Para a quantidade de eosinofilos
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houve efeito de tratamento (P < 0,05), com maior concentragdo para os animais que receberam
MMI em relagdo aos que receberam Salina, ¢ ndo houve efeito de sexo, dia e interagao
tratamento X dia (P > 0,05; Tabela 2).

Para a quantidade de hemacias e CHCM nao houve efeito de tratamento, sexo e
interacao tratamento x dia (P > 0,05), porém houve efeito de dia (P < 0,05; Tabela 3). Para a
concentracao de hemoglobina, volume globular e VCM nao houve efeito de tratamento, sexo,
dia e interagdo tratamento x dia (P > 0,05; Tabela 3). Para HCM nao houve efeito de tratamento
e sexo (P <0,05), porém houve efeito de dia e interagao entre tratamento x dia (P <0,05) e a
aplicacdo de MMI reduziu a HCM somente no d 3 em relagdo a Salina (Tabela 3). Para a
quantidade de plaquetas nao houve efeito de tratamento e sexo (P < 0,05), porém houve efeito
de dia e interacdo entre tratamento % dia (P <0,05). Para esta varidvel os animais que receberam
MMI foram superiores aos que receberam Salina somente no d 7 (Tabela 3).

Para a taxa de mortalidade nao houve efeito de tratamento e sexo (P > 0,05; Figura 2).
Em contrapartida para a taxa de animais que apresentaram diarreia houve tendéncia (P < 0,10)
para os animais do grupo MMI apresentarem menor percentual que os do grupo Salina, € nao
houve efeito de sexo (P > 0,05; Figura 2). Para o PC nao houve efeito de tratamento, sexo, €
interacao tratamento % dia (P > 0,05), porém houve efeito de dia, com aumento do PC ao
decorrer do experimento (P < 0,05; Tabela 4). Os tratamentos também ndo afetaram o GMD

(P> 0,05; Tabela 4).

4.0 Discussao

Houve tendéncia para a aplicagdo dos MMI aumentar a concentragao de SOD no d 14
e aumento da concentracdo de GSH-Px nos d 3 ¢ 7 em relagdo a aplicagcdo de Salina. J& tem
sido reportado que a aplicacdo de MMI aumenta a concentragao de SOD (Tomasi et al., 2018)

e de GSH-Px (Teixeira et al., 2014) em bezerros, o que pode ter se repetido com caprinos, no
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entanto nao encontramos outro artigo que avaliou o efeito dessa mistura de microminerais em
cabritos. A SOD e a GSH-Px sdo importantes para a atividade antioxidante das células
(Markclund, 1980; Rotruck et al., 1973). O aumento da concentracao de SOD com a aplicagao
de MMI deve ter acontecido pelo maior aporte de Zn, Mn e Cu, os quais sd3o componentes
essenciais das enzimas SODs, encontradas na forma de Cu/Zn-SOD e Mn-SOD (Markclund,
1980). As SODs sao importantes para catalisar a dismutagdo do anion superdxido para oxigénio
molecular e perdxido de hidrogénio (Sordillo and Aitken, 2009). Além disso, o Se ¢
componente da enzima GSH-Px, que catalisa a reducao de hidroperoxidos, como peroxidos de
hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos (Rotruck et al., 1973). No nosso estudo, a aplicagdao de
MMI aumentou a atividade antioxidante das cé€lulas até¢ 14 d apds, por meio do aumento da
enzima GSH-Px até¢ 7 d, e da SOD 14 d apds a aplicagao.

A aplicagao de MMI aumentou em 2,5 vezes a concentracao de eosinédfilos em relagao
a de Salina. A maior quantidade de eosindfilos pode ser consequéncia de um melhor controle
dos danos causados pelo estresse oxidativo a esses leucdcitos pela maior producao de SOD e
GSH-Px. Segundo Spears and Weiss (2008), as c€lulas do sistema imune sdo sensiveis ao
estresse oxidativo por possuirem membranas com altas concentragdes de acidos graxos poli-
insaturados, que sdo altamente susceptiveis a peroxidagdo lipidica. Além disso, apesar da
quantidade de neutrofilos no presente estudo ndo ter sido aumentada pela aplicagdo de MMI,
estes podem ter tido sua fun¢do fagocitica aumentada. A aplicagcdo de 1 mL de MMI aos 0 e 30
d apds o nascimento em bezerras Holandesas aumentou a atividade fagocitica dos neutrofilos
(Teixeira et al., 2014).

A concentracdo HCM foi reduzida trés dias apds a aplicacdo dos MMI. Avaliando
niveis de inclusdo de Cu na dieta de cabritos, o fornecimento de uma dose alta de Cu (100
mg/dia) em relagcdo ao ndo fornecimento (0 mg/dia) também reduziu a HCM (Solaiman et al.,

2007). Em outro experimento, Arthington et al. (2014) observaram que a aplicagao de MMI
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em bezerros e novilhas reduziu o estoque de Fe no figado e aumentou a concentracao de
ceruloplasmina. Segundo Roeser et al. (1970), a ceruloplasmina ¢ a proteina primaria de
transporte de Cu no sangue e ¢ um importante mediador para mobilizacao do Fe no corpo.
Logo, ¢ possivel que o Cu presente no MMI tenha afetado negativamente o estoque de Fe, e
esse afetou a HCM. Apesar da aplicacdo de MMI ter diminuido a HCM, esta se encontrava
(7,64 pg) dentro do intervalo de referéncia aceito para caprinos, que ¢ de 5,2 a 8,0 pg (Jackson
and Cockcroft, 2002).

A aplicagdo do MMI aumentou a quantidade de plaquetas somente no d 7 em relagdo a
de Salina, coincidindo com o pico de producdo de GSH-Px no plasma. Esses resultados podem
indicar que as plaquetas também sdo altamente susceptiveis ao estresse oxidativo, ou tem sua
producao na medula 6ssea afetada por este.

A aplicacao de MMI apresentou tendéncia em reduzir a propor¢do de animais com
diarreia em relagdo a de Salina. De forma similar, a aplicagdo de MMI em bezerras aos 0 e 30
dias de vida reduziu a incidéncia de diarreia (49,7 e 41,7% para os tratamentos MMI e Salina
respectivamente) e de pneumonia, otite ou ambos (49,1 e 41,6% para os tratamentos MMI e
Salina respectivamente; Teixeira et al., 2014). No presente trabalho os MMI aumentaram a
concentracao das enzimas GSH-Px e SOD e, essas, possivelmente reduziram os danos causados
pelo estresse oxidativo as células imunes, e isso aumentou a resisténcia contra patdogenos,
reduzindo a incidéncia de diarreia. O aumento da quantidade de eosinéfilos pode ter aumentado
a resisténcia ou o controle mais efetivo de endoparasitas (Gleich and Adolphson, 1986), como
os do género Eimeria sp., que sdo conhecidos por causar diarreia (Chartier and Paraud, 2012).
Além disso, os MMI podem ter aumentado a producdo de anticorpos contra as vacinas
aplicadas nos cabritos, como verificado em bovinos por Roberts et al. (2016), em que a
aplicacdo de MMI aumentou a producao de anticorpos contra herpesvirus bovino tipo 1. Se, no

presente experimento a aplicagdo de MMI aumentou a producdo de anticorpos contra
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clostridioses (vacina aplicada no d 30), isso também pode ter contribuido para reducao da
incidéncia de diarreia nestes animais.

A melhora no sistema imunoldgico, o aumento na atividade antioxidante e a reducao na
incidéncia de diarreia ndo refletiram em aumento no PC ou GMD (P > 0,05) com a aplicagdo
de MMI. E possivel que o periodo de experimento (56 dias) ndo tenha sido suficiente para
observar diferengas no desempenho e, assim, experimentos futuros devem avaliar o efeito da
aplicacdo de MMI sobre desempenho de cabritos por um periodo maior, envolvendo a fase pos-

desmame.

5.0 Conclusao

A aplicacdo de MMI (0,1 mL/4,5 kg de PC) em cabritos recém-nascidos aumentou
concentracdo de enzimas antioxidantes € o numero de plaquetas, melhorou o sistema
imunologico (aumentou a quantidade de eosinofilos), reduziu a HCM e a incidéncia de diarreia
e ndo afetou a taxa de mortalidade e o desempenho. Assim essa pode ser uma estratégia para
melhorar a satde dos cabritos lactentes, e reduzir a utilizagdo de medicamentos, podendo
refletir em menor resisténcia dos patdgenos aos mais diversos principios ativos utilizados, e

também em menor custo de produgao.
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Tabela 1. Composi¢do quimica dos alimentos fornecidos para as cabras e cabritos

Item Silagem! Concentrado?? Concent.rado2 4 Suplﬁtmento2 3
Cabras Cabritos mineral

g/kg de MS
PB 63,00 160,00 215,00 -
FDN 467,20 - - -
EE 24,30 30,00 30,00 -
MM 52,20 - - -
CNF 393,30 - - -
Ca 0,03 12,00 10,00 160,00
P 0,79 4,80 4,00 47,33
Na 1,07 2,10 1,50 133,33
K 6,00 6,50 5,50 18,80
Mg 0,95 2,00 2,00 13,33
S NA 2,10 2,30 13,33

mg/kg de MS
I NA 0,78 0,51 26,67
Co NA 0,64 0,50 20,00
Fe 0,49 51,97 85,00 166,67
Zn tragos 56,20 35,00 1133,00
Mn 7,33 35,00 35,00 900,00
Se 0,07 0,42 1,20 10,00
Cu tracos 14,00 25,00 266,67

'Composi¢do quimica analisada.

Niveis de garantia descritos pelos fabricantes.

3Caprinos Manutengdio Caprivales, SO Sal Nutri¢do e Satide Animal, Campo Grande, MS,
Brasil.

“Caprinos Creep Caprivales, S6 Sal Nutricdo e Saiide Animal, Campo Grande, MS, Brasil.
>Caprinofés, DSM Produtos Nutricionais, Brasil. Esse produto foi misturado com NaCl na
proporg¢ao de 2:1 como recomenda o fabricante e os valores apresentados foram ajustados para
essa mistura final.

NA: ndo analisado.
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Dias relativos a aplicacdo do tratamento

Figura 1. Efeito da aplicagdo de microminerais injetaveis sobre a concentragdo das enzimas

superoxido dismutase (U/mL) e glutationa peroxidase (nmol/min/mL) em cabritos. Os

simbolos * representam diferenga significativa (P < 0,05) e ** tendéncia (P < 0,10) para os

tratamentos nos respectivos dias. Barras verticais representam o erro padrio da média.

Tratamentos: Salina, injecdo de solugdo salina (0,1 mL/4,5kg de PC), MMI, microminerais

injetaveis (0,1 mL/4,5kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA). Para a enzima

superoxido dismutase houve tendéncia para tratamento (P = 0,0614) e tratamento X dia (P =

0,0508), houve efeito para dia (P = 0,0297) e nao houve para sexo (P = 0,5002). Para a enzima

glutationa peroxidase houve efeito para tratamento (P = 0,0001), dia (P = 0,0002) e tratamento

x dia (P = 0,0009), e ndo houve para sexo (P = 0,1508).



940

941

942

943

944

945

946

947

948

Tabela 2. Efeito dos microminerais injetaveis sobre o leucograma de cabritos
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Tratamentos' Média? EPM P-value*
Itens Salina MMI dia Trat Dia Trat x dia
Leucdcitos, x10° cells/pL 0,89 0,0038 0,7033
do 13,75 14,71 14,230 1,11
d3 14,30 13,68 13,99 1,11
d7 16,09 15,04 15,578¢ 1,11
d14 16,79 17,27 17,0348 1,11
d 28 19,03 17,72 18,374 1,11
d 56 15,15 17,97 17,564 1,17
Neutroéfilos, x103 cells/pL 0,9611 0,0044 0,8833
do 6,34 7,40 6,878 1,09
d3 7,44 7,05 7,248 1,09
d7 8,10 7,47 7,798 1,09
d 14 7,63 8,43 8,038 1,09
d28 7,69 7,34 7,518 1,09
d 56 11,23 10,45 10,84 1,14
Linfocitos, x103 cells/uL 0,7981 <0,0001 0,3322
do 7,11 6,98 7,048¢ 0,67
d3 6,70 6,47 6,58¢ 0,67
d7 7,77 7,55 7,668 0,67
d14 7,75 8,21 7,988 0,67
d 28 10,78 9,83 10,304 0,67
d 56 5,30 7,18 6,24¢ 0,70
Monbcitos, x10° cells/pL 0,28 0,22 - 0,20 0,8383 0,2399 0,5512
Eosinofilos, x10° cells/uL 0,10° 0,252 0,05 0,0478 0,3155 0,6393

'Tratamentos: Salina, injecdo de solucdo salina (0,1 mL/4,5 kg de PC), MMI, microminerais

injetaveis (0,1 mL/4,5kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA).

2S30 apresentadas médias por dia quando o P-value para Dia ¢ < 0,10 e Trat x dia > 0,10.

3Erro padrio da média.

“Trat, efeito de tratamento; Dia, efeito de dia; Trat x dia, interacdo entre tratamento e dia. P-

value para sexo: leucdcitos (P = 0,7046), neutrofilos (P = 0,8375), linfocitos (P = 0,6199),

monocitos (P = 0,3085).
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949 Tabela 3. Efeito dos microminerais injetdveis sobre o eritrograma e a concentracao de

950  plaquetas sanguineas de cabritos

Tratamentos' Médias? EPM P-value*

Itens’ Salina MMI dia Trat Dia Trat x dia
Hemdcias, x10° cells/uL 0,2038  <0,0001 0,1453

do 13,25 13,37 13,31P 0,57

d3 13,46 14,32 13,880 0,57

d7 15,04 14,80 14,92¢ 0,57

d14 15,13 16,33 15,738 0,57

d 28 15,28 16,18 15,738 0,57

d 56 16,25 18,03 17,144 0,59
Hemoglobina, g/dL. 10,47 10,76 - 0,26 0,4464 0,3298 0,2834
Volume globular (%) 30,77 34,74 - 2,90 0,3630 0,2392 0,5157
VCM, fL 19,99 21,15 - 1,23 0,5266 0,5546 0,2671
HCM, pg 0,2140  <0,0001 0,0163

do 8,294 8,254 - 0,12

d3 38,0882 7,648° - 0,12

d7 7,27¢ 7,13€ - 0,12

d14 6,93P 6,71P - 0,12

d 28 6,59% 6,49% - 0,12

d 56 6,04F 6,07F - 0,12
CHCM, pg 0,2154  <0,0001 0,1345

do 37,04 37,13 37,094 0,61

d3 36,90 35,44 36,178 0,71

d7 35,56 34,67 35,12¢ 0,66

d14 35,34 34,02 34,68P 0,74

d28 36,20 35,00 35,608¢ 0,65

d 56 35,03 33,81 34,42P 0,52
Plaquetas, X103 cells/uL 0,7122  <0,0001 0,0081

do 129,108¢  100,478¢ - 13,52

d3 161,194 125,178 - 14,26

d7 97,60PFP 144,6048 - 13,52

d14 154,798 142,284 - 14,32

d 28 89,22F 80,38¢ - 13,52

d 56 119,43¢P 132,954 - 14,21

951  !Tratamentos: Salina, inje¢do de solugdo salina (0,1 mL/4,5 kg de PC), MMI, microminerais
952  injetaveis (0,1 mL/4,5kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA).

953  2Sio apresentadas médias por dia quando o P-value para Dia ¢ < 0,10 e Trat x dia > 0,10.

954  3Erro padrio da média.

955  “Trat, efeito de tratamento; Dia, efeito de dia; Trat x dia, interacdo entre tratamento e dia.
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SVCM, volume corpuscular médio, HCM, hemoglobina corpuscular média, CHCM,
concentracao de hemoglobina corpuscular média.
P-value para sexo: hemaécias (P = 0,6334), hemoglobina (P = 0,6624), volume globular (P =

0,1044), VCM (P = 0,4248), HCM (P = 0,8072), CHCM (P = 0,2579) e plaquetas (P = 0,3784).
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Figura 2. Efeito da aplicacdo de microminerais injetadveis sobre a taxa de mortalidade e de
diarreia em cabritos. Os simbolos ** representam tendéncia (P < 0,10) para os tratamentos.
Barras verticais representam o erro padrdo da média. Valores entre parénteses representam o
numero de animais mortos ou que apresentaram diarreia pelo nimero total de animais por
tratamento. Tratamentos: Salina, injecdo de solugdo salina (0,1 mL/4,5 kg de PC), MMI,
microminerais injetaveis (0,1 mL/4,5 kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO,
USA). Para a taxa de mortalidade nao houve efeito de tratamento (P = 0,4619) e sexo (P =
0,4619). Para a taxa de diarreia houve tendéncia para tratamento (P = 0,0756), e ndo houve

efeito para sexo (P =0,3012).
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Tabela 4. Efeito dos microminerais injetaveis sobre o peso corporal (PC) e ganho médio didrio

(GMD) de cabritos
Tratamentos' Médias? EPM? P-value?
Itens Salina MMI dia Trat Dia Trat x dia
PC, kg 0,7197  <0,0001 0,9219
do 6,61 6,62 6,61¢ 0,24
d 28 9,11 9,21 9,168 0,24
d 56 12,15 12,34 12,244 0,24
GMD, kg/d
d0aod?28 0,089 0,093 - 0,01 0,7185
d28aod 56 0,130 0,130 - 0,01 0,9791
d0aod5s6 0,098 0,102 - 0,01 0,6667

'Tratamentos: Salina, injecdo de solucdo salina (0,1 mL/4,5 kg de PC), MMI, microminerais
injetaveis (0,1 mL/4,5kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA).

2S30 apresentadas médias por dia quando o P-value para Dia ¢ < 0,10 e Trat x dia > 0,10.
3Erro padrio da média.

“Trat, efeito de tratamento; Dia, efeito de dia; Trat x dia, interacdo entre tratamento e dia. P-
value para sexo: PC (P =0,5259) e GMD d 0 ao d 28 (P = 0,4093), GMD d 28 ao d 56 (P =

0,8219) e GMD d 0 ao d 56 (P = 0,2269).
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da aplicacdo de microminerais injetaveis (MMI) no momento do
desmame sobre a concentragdo de enzimas antioxidantes, sistema imunologico e desempenho
de bezerros Nelore no periodo pds-desmame. Foram utilizados 159 bezerros recém-
desmamados (8 £ 1 més de idade), com peso corporal (PC) médio de 213 + 31,7 kg. Estes
foram divididos pelo PC em dois tratamentos: Salina, injecao de solugdo salina (1 mL/45 kg
de PC) e MMI, microminerais injetaveis (1 mL/45 kg de PC) contendo Zn, Mn, Se ¢ Cu na
composi¢do. Os MMI apresentavam 60 mg de Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 15
mg de Cu/mL. Os animais foram mantidos em pastagem de capim-xaraés e pesados no inicio
do experimento (d 0), 22, 64 e 115 dias apos. Também foram feitas colheitas de sangue nos d
0, 7,22 e 64 para hemograma, e determinagdo da concentragdo da superdxido dismutase (SOD)
e glutationa peroxidase (GSH-Px). A aplicacao de MMI aumentou (P < 0,05) a concentragao
de SOD somente no d 7 e a concentragao de GSH-Px (P <0,05)nod 7 e d 21. A aplicacao dos
MMI aumentou (P < 0,05) a quantidade de leucdcitos somente no d 64 e nao houve efeito de
tratamento ou tratamento x dia (P > 0,05) para neutréfilos e mastdcitos. Houve tendéncia (P <
0,10) para os MMI aumentarem a quantidade de linfécitos no d 64 e nao houve efeito de
tratamento e tratamento x dia (P > 0,05) para mondcitos. Houve tendéncia (P < 0,10) para os
MMI aumentarem a quantidade de eosinodfilos no d 21 e ndo houve efeito de tratamento ou
tratamento x dia (P > 0,05) para hemacias, hemoglobina, volume globular, volume corpuscular
médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM). Os MMI reduziram (P < 0,05) a
concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e houve tendéncia (P < 0,10) para
reduzirem quantidade de plaquetas no d 21. Nao houve efeito de tratamento ou tratamento x
dia (P > 0,05) para PC, e de tratamento (P > 0,05) para ganho médio diario (GMD). Assim, a

aplicacdo de MMI em bezerros no momento do desmame aumenta a concentra¢ao de enzimas
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antioxidantes, plaquetas sanguineas, € melhora o sistema imunologico, reduz a CHCM e ndo

afeta o PC ou o GMD.

Palavras-chave: bovinos; ganho de peso; glutationa peroxidase, hemograma, superoxido

dismutase

1. Introduciao

Os microminerais sdo importantes em varios processos biologicos relacionados ao
crescimento, funcdo antioxidante das células e sistema imunolégico (Underwood and Suttle,
1999). Bovinos criados a pasto normalmente, ndo tém suas exigéncias de microminerais
atendidas pelas forrageiras, e faz-se necessario realizar suplementagdo. Essa pode ser feita por
varios métodos, como: mistura mineral em pd, fontes de minerais adicionadas a blocos
nutricionais ou suplementos proteico/energético (Arthington et al., 2014), bolus intraruminais
contendo microminerais de liberagdo lenta (Underwood and Suttle, 1999) e MMI (Arthington
et al., 2014).

O principal método de suplementacdo mineral para bovinos mantidos em pastagem ¢
através de mistura mineral em po. Porém, a quantidade consumida desta mistura ¢ altamente
variavel entre os animais de um mesmo rebanho e estacao do ano (Manzano et al., 2012), e o
status de microminerais dos animais de um mesmo lote provavelmente ndo seja o mesmo. Os
MMI complementam os métodos tradicionais de suplementacdo, pois eliminam a variabilidade
individual de consumo por meio da aplicagdo de uma quantidade conhecida em todos os
animais do mesmo rebanho.

Os MMI sao provavelmente mais eficientes se forem aplicados em algum momento do
ciclo de produ¢do de maior exigéncia, de maior necessidade de controle do estresse oxidativo

ou de aumento do status imunolégico. O desmame € um evento estressante na vida do bezerro,
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com alteracdes no comportamento, mediadores hormonais do estresse, e fungdo imune pods
desmame (Lynch et al., 2012). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a aplicacao de
MMI no momento do desmame pode afetar a produgdo de enzimas antioxidantes, sistema
imunologico e desempenho pds-desmame de bezerros Nelore em gramineas tropicais de baixa

qualidade.

2. Material e Métodos
Este estudo foi conduzido de acordo com os padrdes éticos aplicados a pesquisa com

animais e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo n°® 754/2016.

2.1 Animais, tratamentos e coletas de amostras

O experimento foi realizado de 29 de maio a 21 de setembro de 2016, na Fazenda Bela
Vista, localizada em Camapud, MS, Brasil, a 19°0°41,15"’1atitude sul e 53°45°13,28’longitude
oeste. Foram utilizados 159 bezerros da raca Nelore com 8 + 1 més de idade. Estes possuiam
PC médio inicial de 213 + 31,7 kg e foram identificados numericamente por meio de ferro
incandescente na perna e receberam invermectina 1% (Ivomec, Merial, Brasil) no momento do
desmame (d 0). No mesmo dia, os animais foram divididos pelo PC em dois tratamentos:
injecdo de solugdo salina (Salina; 0.9% NaCl; 1 mL/45 kg de PC) e microminerais injetaveis
(MMI; 1 mL/45kg de PC). A solu¢dao mineral injetavel apresentava 60 mg de Zn/mL, 10 mg
de Mn/mL, 5 mg de Se/mL e 15 mg de Cu/mL (Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO,
USA).

Imediatamente apds a aplicagdo dos tratamentos (d 0), os animais foram deslocados
para uma pastagem de aproximadamente 20 ha (pastagem A), onde permaneceram por 22 dias
(d 22). Apos este periodo foram deslocados para outra pastagem de aproximadamente 40 ha

(pastagem B), onde ficaram até o final do experimento. Ambas as dreas eram formadas com
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capim-xaraés (Urochloa brizantha cv Xaraés) e tinham cochos para suplementacao mineral e
bebedouros com reabastecimento automatico. O suplemento mineral foi fornecido com
expectativa de consumo de 60 g/animal/dia e apresentava a seguinte composi¢ao (Fosbovi 15,
DSM Produtos Nutricionais, Brasil) em g/kg ou mg/kg: Ca, 88 g, P, 65 g, Na, 145 g, S, 4690
mg, Co, 44,50 mg, Fe, 1500 mg, I, 60 mg, F, 650 mg, Zn, 2880 mg, Mn, 1050 mg, Se, 10 mg
e Cu, 1200 mg. A qualidade da forrageira nas pastagens foi avaliada por meio de colheitas
manuais, simulando o pastejo, e realizada em quatro momentos (d 0, 21, 64 ¢ 115), e na
sequéncia foram secas em estufa de ventilagao for¢cada a 60°C por 5 d, moidas a 1 mm e,
posteriormente, analisada a composi¢ao quimica.

Os animais foram pesados no periodo da manha (8:00 h) nos d 0, 21, 64 ¢ 115. Estes
ndo passaram por jejum alimentar ou hidrico para ndo causar estresse, pois este afetaria os
parametros sanguineos avaliados no estudo. Foram feitas colheitas de sangue na veia jugular
(10 animais/tratamento) nos d 0, 7, 21 e 64 em dois tubos a vacuo (Vacutainer, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) contendo heparina sédica (10 mL) ou K;EDTA (4 mL). Apds
a colheita, os tubos foram imediatamente armazenados em caixa térmica com gelo e, aqueles
contendo heparina sodica, foram centrifugados a 1200 x g por 30 min para obtengao do plasma.
No mesmo dia da colheita o plasma foi armazenado a -20°C para posteriores analises da
concentracao das enzimas SOD e GSH-Px. Os tubos contendo K;EDTA foram armazenados
em geladeira por uma noite e, no dia seguinte a colheita foram realizadas as analises

hematoldgicas nas amostras de sangue.

2.2 Andlises laboratoriais
A forrageira foi analisada de acordo com AOAC (2000): matéria seca (MS), método
930.15; proteina bruta (PB), método 976.05; extrato etéreo (EE), método 920.39 e matéria

mineral (MM), método 942.05. A concentragao de fibra em detergente neutro (FDN) e 4cido
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(FDA) foi feita de acordo com a metodologia de Van Soest et al. (1991), e os carboidratos nao
fibrosos (CNF) foram calculados de acordo com o NRC (2001): CNF (%) = 100 — (% FDN +
% PB + % EE + % MM). Todas as andlises da concentragao de minerais foram feitas no
Laboratorio de Nutricdo Animal da Embrapa Pantanal (Corumba, MS), com excec¢do do Se que
foi analisado no Laboratoério de Minerais da Universidade de Sao Paulo (Pirassununga, SP). As
enzimas GSH-Px e SOD foram determinadas por meio de kits comerciais para ELISA (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI; nimero dos catdlogos 703102 e 706002, respectivamente). Os
coeficientes de variagdo inter e intra-ensaios para SOD foram 4,9 e 7,2% e para GSH-Px foram
4,2 e 9,8%, respectivamente. As amostras completas de sangue foram enviadas ao Laboratorio
de Patologia Clinica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Campo Grande, MS)

para realizacao do hemograma em equipamento automatizado (pocH-1001V DIFF Sysmex®).

2.3 Andlises estatisticas

Todos os dados foram analisados como delineamento inteiramente casualizado e foi
utilizado o procedimento MIXED do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA, versao 9,4) com a
aproximagcao Satterthwaite para determinar os graus de liberdade do denominador para efeitos
fixos. O modelo estatistico para GMD continha como efeito fixo o tratamento e, como variavel
aleatdria, animal (tratamento). Os modelos estatisticos para todas as outras variaveis continham
efeitos fixos de tratamento, dia e interacdo resultante, e animal (tratamento) como varidvel
aleatdria. Estes foram analisados como medidas repetidas no tempo, usando dia como termo
especifico e animal (tratamento) como sujeito. Para estas, os resultados do d 0 foram incluidos
como covariaveis em cada respectiva analise, porém a varidvel GSH-Px apresentou P > 0,10
para covariavel, e assim foram retirados do modelo. Foi escolhida a estrutura de covariancia
que melhor se ajustou aos dados de cada variavel pelo menor critério de informacgdo de Akaike.

A funcdo PDIFF foi utilizada quando detectada significancia no teste-F e todos os resultados
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sao reportados como LSMEANS seguidos por erro padrao da média (EPM). A significancia

foi definida quando P < 0,05, e tendéncias quando P > 0,05 ¢ <0,10.

3.0 Resultados

Para a enzima SOD ndo houve efeito de tratamento (P > 0,05), porém houve tendéncia
para dia (P < 0,10) e interacdo tratamento % dia (P < 0,05). A aplicagdo de MMI aumentou a
concentracdo de SOD somente no d 7 em relacdo a de Salina (Figura 1). Para a enzima GSH-
Px ndo houve efeito de tratamento (P > 0,05), porém houve efeito de dia e interagdo tratamento
x dia (P £0,05). A aplicagdo de MMI aumentou a concentragdo de GSH-Pxno d 7 e 21 (Figura
1).

Para leucdcitos, nao houve efeito de tratamento e dia (P > 0,05), porém houve interagao
entre tratamento X dia (P <0,05). A aplicacao de MMI aumentou a concentragado de leucécitos
somente no d 64 em relagdo a de Salina (Tabela 2). Para os neutréfilos e mastocitos nao houve
efeito de tratamento, dia e interagao tratamento x dia (P > 0,05; Tabela 2). Para os linfocitos
nao houve efeito de dia (P > 0,05), porém, houve tendéncia para dia e, também, para interagao
entre tratamento x dia (P < 0,10). A aplicacdo de MMI tendeu a aumentar a concentracao de
linfécitos somente no d 64 (Tabela 2). Para os monocitos nao houve efeito de tratamento e
interacao tratamento x dia (P > 0,05), porém houve efeito de dia (P < 0,05; Tabela 2). Para os
eosinofilos ndo houve efeito de tratamento (P > 0,05), mas houve para dia (P <0,05) e tendéncia
para interagdo entre tratamento X dia (P < 0,10). A aplicacdo de MMI tendeu a aumentar a
concentracao de eosindfilos somente no d 21 em relagdo a de Salina (Tabela 2).

Para hemacias, hemoglobina e volume globular do sangue nao houve efeito de
tratamento e interacdo tratamento X dia (P > 0,05), porém houve efeito de dia para estas (P <
0,05; Tabela 3). Para volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média
(HCM) nao houve efeito de tratamento, dia ou interagdo tratamento x dia (P > 0,05; Tabela 3).

A aplicagao de MMI reduziu (P < 0,05) a concentragao de hemoglobina corpuscular média
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(CHCM) e nao houve efeito de dia ou interagdo tratamento x dia para esta (P > 0,05). Para as
plaquetas nao houve efeito de tratamento (P > 0,05), mas houve efeito de dia (P < 0,05) e
tendéncia para a interacao tratamento x dia (P <0,10). A aplicagdo de MMI tendeu a aumentar
a concentracao destas somente no d 21 (Tabela 3).

A aplicagcdo de MMI nao afetou o PC e 0 GMD dos animais (P > 0,05) e para o PC nao
houve interagado tratamento X dia (P > 0,05), somente aumento do PC dos animais ao longo do

experimento (efeito de dia; P < 0,05; Tabela 4).

4.0 Discussiao

A aplicacdo de MMI aumentou a producao das enzimas SOD no d 7 e de GSH-Px no d
7 e 21 apds a aplicagdo. Os microminerais Zn, Mn, Se e Cu sdo componentes de uma série de
enzimas que estdo relacionadas ao controle do estresse oxidativo das células (Rotruck et al.,
1973) e podem afetar o sistema imunolédgico e resisténcia as doencas (Sordillo and Aitken,
2009; Teixeira et al., 2014). Os microminerais Zn, Mn e o Cu sdo componentes das enzimas
SODs, encontradas na forma de Cu/Zn-SOD e Mn-SOD (Markclund, 1980). Essas
metaloenzimas catalisam a dismutagdo do anion superoxido para oxigénio molecular e
peroxido de hidrogénio (Sordillo and Aitken, 2009). O Se ¢ componente da enzima GSH-Px
que apresenta como func¢ao principal catalisar a redugao de hidroperoxidos, como perdxidos de
hidrogénio e hidroperédxidos lipidicos (Rotruck et al., 1973). Logo, o aumento da concentragao
das enzimas SOD e GSH-Px com a aplicacdo de MMI indicou um maior controle do estresse
oxidativo das células em até 21 d apds a injegao.

A aplicacado de MMI aumentou a concentragao de leucocitos e também apresentou
tendéncia de incrementar a concentracdo de linfécitos e eosinofilos. A aplicagdo de MMI
aumentou a producao de SOD e GSH-PX e, possivelmente fez, com que ocorresse menor

peroxidacao lipidica e danos celulares aos leucécitos. Segundo Spears and Weiss (2008), as
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células do sistema imune sao sensiveis ao estresse oxidativo devido: (i) possuirem membranas
com altas concentragdes de acidos graxos poli-insaturados que sdo altamente susceptiveis a
peroxidacao lipidica; (i1) as cé€lulas do sistema imune produzem grandes quantidade de espécies
reativas de oxigénio quando estimuladas e, assim, ¢ necessario aumento da quantidade de
substancias antioxidantes.

Apesar da concentracao de neutrdfilos no presente estudo nao ter sido aumentada pela
aplicacdo de MMI, sua funcao fagocitica pode ter sido melhorada. A aplicacdo de 1 mL de
MMI em bezerras da raga Holandesa ao nascimento e 30 d ap6s nascimento, aumentou a
capacidade dos neutrofilos de fagocitarem (Teixeira et al., 2014). Além disso, em outros
estudos, a aplicacdo de MMI melhorou a resposta a vacinas, aumentando a producdo de
anticorpos contra herpesvirus bovino tipo 1 (Arthington and Havenga, 2012; Roberts et al.,
2016).

A aplicacao de MMI causou redugcdo da CHCM do sangue. O aumento do aporte de Cu
com a aplicagdo de MMI pode ter afetado negativamente o estoque de Fe e, como este ¢
componente fundamental da hemoglobina, isso pode ter refletido em redugao da CHCM.
Arthington et al. (2014) aplicaram 1 mL de Salina ou MMI em bezerros ao nascimento, 100 e
200 d de idade e observaram aumento da concentragdo de Cu e redugao de Fe no figado. No
mesmo trabalho, apos o desmame, as novilhas foram transportadas por 24 h e, na sequéncia,
receberam 5 mL dos mesmos tratamentos e foram alojadas em uma unica pastagem, sendo
observado aumento na concentragao de ceruloplasmina com a aplicacdo de MMI. Segundo
Roeser et al. (1970), a ceruloplasmina € a proteina primaria de transporte de Cu no sangue,
porém, também ¢ um importante mediador para mobiliza¢ao do Fe no corpo. Assim, € possivel
que o maior aporte de Cu proporcionado pela aplicacdo de MMI, tenha causado uma alteragao

fisiologica que afetou negativamente o aporte de Fe para a hemoglobina, e isso afetou a CHCM.



1196

1197

1198

1199

1200

1201

1202

1203

1204

1205

1206

1207

1208

1209

1210

1211

1212

1213

1214

1215

1216

1217

1218

1219

1220

76

Apesar da aplicagao de MMI ter diminuido a CHCM, esta se encontrava dentro da faixa normal
aceita para bovinos que ¢ de 30-36 g/dL (Jackson and Cockcroft, 2002).

A aplicacdo de MMI apresentou tendéncia de aumentar a produgao de plaquetas 21 d
ap6s o desmame, e a concentracao de plaquetas para os animais do grupo MMI foi praticamente
o dobro das encontradas para os do grupo Salina. Esse aumento coincidiu, exatamente, com o
pico de producao de GSH-Px (21 d apds o desmame), o que indica um possivel efeito positivo
do controle do estresse oxidativo com a produgao e/ou prote¢ao das plaquetas.

A melhora no sistema imunolégico e no controle do estresse oxidativo nao refletiu em
aumento do PC ou GMD com a aplicacdo de MMI. Segundo Roberts et al. (2016), quando a
incidéncia de doengas na populacao de bovinos € baixa, a aplicagdo de MMI nao afeta o ganho
de peso. No presente trabalho, durante todo o estudo ndo foi diagnosticada a presenca de
nenhuma doenca nos animais dos dois tratamentos. Assim, a melhora no sistema imunologico
com a aplicagdo de MMI em um sistema de producao naturalmente com baixa presenca de
doencas, ndo encontrou oportunidade de melhorar do status sanitario e, consequentemente, o
desempenho produtivo.

O GMD do d 0 ao 22 foi muito baixo (0,063 kg/d), no entanto, a qualidade nutricional
do pasto nesse periodo foi a melhor durante o experimento, porém, curiosamente, esse foi o
periodo que os animais apresentaram menor desempenho. O estresse causado aos bezerros pelo
processo de desmame, associado ao alojamento destes em uma pastagem diferente daquela em
que estavam, provavelmente aumentou o nivel de estresse (Lynch et al., 2012) e pode ter
afetado o negativamente o consumo de forragem e contribuido para o baixo GMD.
Posteriormente ao d 22, os animais foram alojados em uma segunda pastagem, com forragem
de baixa qualidade. O déficit hidrico nesse periodo (final da estacdo seca) contribuiu para a
baixa qualidade da forragem, e a auséncia de suplementacdo proteica/energética fez com que o

desempenho continuasse baixo até o final do estudo.



1221

1222

1223

1224

1225

1226

1227

1228

1229

1230

1231

1232

1233

1234

1235

1236

1237

1238

1239

1240

1241

1242

1243

1244

77

Nao ¢ possivel afirmar que os animais estavam deficientes em Zn, Mn, Se ¢ Cu no
periodo do desmame, pois ndo foram colhidas amostras de figado para andlise desses
microminerais. Porém, o status mineral, provavelmente, diferiu entre os animais, pois o
consumo de suplemento mineral ¢ altamente varidvel entre animais, dias e estacdo do ano
(Manzano et al., 2012) e a aplicagdo de microminerais injetaveis € uma estratégia para aumentar
o aporte de microminerais (Arthington et al., 2014). Quando os animais passam por um periodo
consumindo uma dieta deficiente somente em Zn, Mn, Se e Cu e, posteriormente, consomem
uma dieta que atenda as exigéncias nutricionais associados a aplicacido de MMI, estes
apresentam maior GMD em relagdo aos que nao recebem MMI (Genther and Hansen, 2014).
No atual estudo, as maiores deficiéncias, provavelmente, foram proteina e energia. Assim,
apesar do maior aporte de microminerais através dos MMI, a alta deficiéncia de
macronutrientes (principalmente PB) limitou o crescimento e fez com que a aplicagdo de MMI
ndo afetasse o desempenho produtivo. Experimentos futuros devem avaliar o efeito deste
produto em animais mantidos em pastagens, porém consumindo suplementagdo

proteica/energética e que possibilitem maiores ganhos de peso.

5.0 Conclusao

A aplicacdo de MMI no momento do desmame aumentou a concentragao de enzimas
antioxidantes, plaquetas e melhorou componentes do sistema imunoldgico, reduziu a
concentracdo de CHCM e ndo afetou o ganho de peso de bezerros Nelore em pastagens de

gramineas tropicais de baixa qualidade.
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1316  Tabela 1. Composicdo quimica do capim-xaraés durante o experimento

Pastagem A Pastagem B A
Ttens' Dia 0 Dia 21 Dia 64 Dia 115 Cxigencias
(NRC, 2016)
(29/05/2016)  (20/06/2016) (01/08/2016)  (21/09/2016)
MS (g/kg) 272,56 299,53 352,20 343,97 -
g/kg de MS
PB 90,62 80,94 39,98 49,26 -
FDN 730,61 701,78 697,39 677,37 -
FDA 376,31 351,96 374,10 371,19 -
Lignina 40,60 37,60 31,10 32,10 -
EE 21,81 22,71 22,76 24,48 -
MM 60,32 56,30 80,22 89,12 -
CNF 96,64 138,27 159,64 159,77 -
Ca 1,27 2,42 1,46 2,44 -
P 1,78 1,48 0,92 1,19 -
Na 1,85 1,86 1,48 1,86 0,6 -0,8
K 11,52 12,33 10,01 10,83 6,00
Mg 1,84 2,92 1,12 1,67 1,00
mg/kg de MS
Fe 127,71 135,32 155,02 111,48 50,00
Zn 28,73 22,07 14,20 11,35 30,00
Mn 139,34 157,53 71,55 127,02 20,00
Se 0,07 0,08 0,08 0,06 0,10
Cu 5,99 5,36 2,77 1,43 10,00

1317 'MS, matéria seca; PB, proteina bruta; FDN, fibra em detergente neutro; FDA, fibra em
1318  detergente acido; EE, extrato etéreo; CNF, carboidratos nao fibrosos (100—(Cinzas + PB +
1319 FDN + EE); NRC, 2001); MM, matéria mineral (cinzas).
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=0O-Salina =-A—~MMI

7 21 64
Dias relativos a aplicacdo dos tratamentos

Figura 1. Efeito da aplicagdo de microminerais injetaveis sobre a concentracdo das enzimas

superoxido dismutase (SOD; U/mL) e glutationa peroxidase (GSH-Px; nmol/min/mL) de

bezerros. Tratamentos: Salina, inje¢do de solucdo salina (I mL/45 kg de PC), MMI,

microminerais injetaveis (1 mL/45 kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA).

Barras verticais representam o erro padrao da média. Para a enzima SOD nao houve efeito de

tratamento (P = 0,4298), porém houve tendéncia para dia (P = 0,0671) e interagdo tratamento

x dia (P = 0,0448). Para a enzima GSH-Px ndo houve efeito de tratamento (P = 0,3864) porém

houve efeito de dia (P = 0,0311) e interagao tratamento x dia (P = 0,0060). O simbolo *

representa diferenca significativa (P < 0,05) para os tratamentos nos respectivos dias.
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1337  Tabela 2. Efeito da aplicagdo de microminerais injetaveis sobre o leucograma de bezerros

Tratamentos' Média? EPME P-value*
Itens Salina MMI dia Trat Dia Trat x dia
Leucdcitos, x10° cells/pL 0,3243 0,1339 0,0411
do 20,274 18,868 - 1,34
d7 17,168 18,578 - 1,34
d21 18,0648 19,128 . 1,34
d 64 17,6180 22,5648 - 1,34
Neutroéfilos, x103 cells/uL 4,51 4,78 - 0,43 0,6702  0,1061 0,7639
Linfocitos, x103 cells/uL 0,2659  0,0798 0,0783
do 14,144 13,5748 - 1,09
d7 11,068 12,208 - 1,09
d21 12,2048 12,348 - 1,09
d 64 11,5280 15,7548 - 1,09
Monbcitos, x10° cells/pL 0,7229  0,0001 0,3527
do 0,18 0,32 0,25¢ 0,17
d7 0,53 0,54 0,538 0,17
d21 0,41 0,29 0,358¢ 0,17
d 64 1,12 0,85 0,994 0,17
Eosinéfilos, x10° cells/uL 0,5121 0,0025 0,0649
do 1,344 1,084 - 0,21
d7 0,388 0,724 - 0,21
d21 0,23B0 0,854a - 0,21
d 64 0,648 0,488 - 0,21
Mastocitos, x103 cells/pL 0,04 0,03 - 0,03 0,8896  0,1410 0,9959

1338 !'Tratamentos: Salina, injeciio de solucdo salina (1 mL/45 kg de PC), MMI, microminerais
1339  injetaveis (1 mL/45 kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA).

1340  ?Sdo apresentadas médias por dia quando o P-value para Dia é < 0,10 e Trat x dia > 0,10.
1341 °Erro padrio da média.

1342 “Trat, efeito de tratamento; Dia, efeito de dia; Trat x dia, interacio entre tratamento e dia.

1343
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1344  Tabela 3. Efeito da aplicagao de microminerais injetaveis sobre o eritograma € a concentragao

1345  de plaquetas sanguineas de bezerros

Tratamentos' Médias? EPMY P-value*

Itens’ Salina MMI dia Trat Dia Trat x dia
Hemdcias, x10° cells/uL 0,3871 0,0164 0,1478

do 10,23 10,05 10,134 0,30

d7 9,02 9,78 9,408 0,30

d21 9,57 9,62 9,608 0,30

d 64 9,95 10,25 10,102 0,30
Hemoglobina, g/dL. 0,8085 0,0027 0,3627

do 12,77 12,31 12,54* 0,31

d7 11,02 11,63 11,32€ 0,31

d21 11,76 11,57 11,668¢ 0,31

d 64 12,17 11,98 12,0848 0,31
Volume globular (%) 0,2497 0,0064 0,2890

do 38,11 37,30 37,704 0,96

d7 33,18 36,03 34,61¢ 0,96

d21 35,28 35,56 35,428 0,96

d 64 36,74 37,84 37,294 0,96
VCM, fL. 37,12 37,13 - 0,21 0,9722 0,6587 0,9999
HCM, pg 12,33 12,10 - 0,16 0,3300 0,1814 0,5253
CHCM, pg 33,35° 32,535 - 0,22 0,0250 0,4048 0,1153
Plaquetas, X103 cells/uL 0,3797 0,0340 0,0829

do 287,50A8 292,224 - 42,39

d7 365,364 371,224 - 88,07

d21 214,788 430,6448 - 73,53

d 64 240,368 232,368 - 51,06

1346  !Tratamentos: Salina, inje¢do de solucdo salina (1 mL/45 kg de PC), MMI, microminerais
1347  injetaveis (1 mL/45 kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA).

1348  2Sido apresentadas médias por dia quando o P-value para Dia é < 0,10 e Trat x dia > 0,10.
1349  3Erro padrio da média.

1350  “*Trat, efeito de tratamento; Dia, efeito de dia; Trat x dia, intera¢do entre tratamento e dia.
1351 °VCM, volume corpuscular médio, HCM, hemoglobina corpuscular média, CHCM,
1352 concentra¢do de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 4. Efeito da aplicagdo de microminerais injetaveis sobre o desempenho de bezerros

Tratamentos' Médias? EPM? P-value?

Itens® Salina MMI dia Trat Dia Trat x dia
PC, kg 0,8515 <0,0001 0,9802

d 0 (desmame) 212,62 212,72 212,67° 0,85

d21 214,09 214,00 214,05¢ 0,85

d 64 219,79 220,01 219,908 0,85

d115 233,25 233,70 233,474 0,85
GMD, kg/d

dOaod?2l 0,067 0,058 - 0,03 0,8670

d21 aod 64 0,136 0,143 - 0,03 0,7781

d64aodl115 0,264 0,268 - 0,02 0,8406

dOaod1l15 0,179 0,182 0,01 0,8323

'Tratamentos: Salina, inje¢io de solugdo salina (1 mL/45 kg de PC), MMI, microminerais
injetaveis (1 mL/45 kg de PC; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO, USA).

2S30 apresentadas médias por dia quando o P-value para Dia é < 0,10 e Trat x dia > 0,10.
3Erro padrio da média.

“Trat, efeito de tratamento; Dia, efeito de dia; Trat x dia, interacdo entre tratamento e dia.

SPC, peso corporal; GMD, ganho médio diario.
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1363 CAPITULO 4 - MICROMINERAIS INJETAVEIS 30 DIAS PRE-IATF SOBRE A
1364 CONCENTRACAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES, PROTEINAS DA FASE
1365 AGUDA, DINAMICA DAS ESTRUTURAS OVARIANAS E TAXA DE PRENHEZ
1366 EM VACAS NELORE

1367
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Running Head: microminerais injetaveis e reproducao

Microminerais injetaveis 30 dias pré-IATF sobre a concentracio de enzimas
antioxidantes, proteinas da fase aguda, dinimica das estruturas ovarianas e taxa de

prenhez em vacas Nelore

M. Vedovatto,t G. L. Francot!

tFaculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Av. Senador Filinto Muller, n°. 2443, Campo Grande/MS, Brasil, 79070-900.

! Autor para correspondéncia: gumercindo.franco@ufms.br
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RESUMO: Dois experimentos foram conduzidos com os objetivos de avaliar o efeito da
aplicacdo de microminerais (Zn, Mn, Se e Zn) injetaveis (MMI) 30 dias (d) pré-inseminacao
artificial (IA) sobre a concentragdo de enzimas antioxidantes, proteinas da fase aguda,
dinamica das estruturas ovarianas, peso corporal (PC), escore de condigao corporal (ECC) e
taxa de prenhez em vacas Nelore. No Exp. 1 foram utilizadas 20 vacas multiparas com ECC
(1-9) =4,8 + 0,4 e PC = 387,7 + 35,1 kg, mantidas em pastagem e recebendo suplemento
mineral em po ad libitum. O estudo teve duragdo de 60 d e compreendeu o periodo de 30 d
anterior (d -30) a IA (d 0) até 30 d apds (d 30). Os animais foram divididos pelo ECC e PC em
dois tratamentos: 1) injecao de solucdo salina (Salina; 6 mL/animal) ou de microminerais
injetaveis (6 mL/animal), ambos aplicados no d -30. Todas as vacas foram sincronizadas por
um protocolo de IA em tempo fixo (IATF), inseminadas no d 0, e o diagnostico de gestagao
foi realizado no d 30. As estruturas ovarianas foram avaliadas no d 0 (didmetro do foliculo
dominante) e no d 14 (diametro do corpo luteo) e fizeram-se colheitas de sangue nos d -30, -
26, -22, -17, -11, 0, 7, 14, 21 e 30 para analise das concentracdes de superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), haptoglobina e ceruloplasmina. No Exp. 2 foram
avaliadas 573 vacas, com aproximadamente 400 kg de PC e ECC de 4,8 £ 0,5, localizadas em
duas fazendas comerciais, mantidas em pastagens, e recebendo suplemento mineral em p6 ad
libitum. Estas foram divididas aleatoriamente em dois tratamentos e sincronizadas para IATF
como descrito no Exp. 1. A tnica variavel avaliada nesse experimento foi a taxa de prenhez no
d 30 e os dados deste foram analisados em conjunto com os do Exp. 1. A aplicacdo de MMI
aumentou a concentragao de SOD (P=0,01)nosd-17 e -11 e de GSH-Px (P <0,01) no d -26
em relagdo a de Salina. Os MMI nao alteraram (P > 0,05) a concentragdo de haptoglobina e
ceruloplasmina, e também o PC, mudanca de PC, ECC, mudanca de ECC, foliculo dominante,
volume do corpo luteo e taxa de prenhez, porém apresentaram tendéncia (P = 0,10) para reduzir

5,6 mm o diametro do corpo luteo em relagdo a aplicacao de Salina. Assim a aplicagao de MMI
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aumentou a concentragao de enzimas antioxidantes, ndo alterou as proteinas da fase aguda e o

desempenho reprodutivo, porém tendeu a reduzir o diametro do corpo luteo.

Palavras-chave: ceruloplasmina, corpo luteo, enzimas antioxidantes, estresse oxidativo,

haptoglobina, reprodugao.
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INTRODUCAO

Deficiéncias de microminerais em vacas de corte podem diminuir a taxa de concepgao,
e aumentar do periodo de anestro, reabsorg¢ao fetal, as taxas de retencao de placenta, de abortos,
de nascimentos prematuros, ovarios cisticos, casos de metrite, entre outros inimeros problemas
reprodutivos (Corah and Ives, 1991). Microminerais como Zn, Mn, Se e Cu sdo componentes
de determinadas enzimas antioxidantes e estdo diretamente ligados a eficiéncia do controle
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a reproducao de vacas (Sordillo and Aitken, 2009). As
ROS afetam desde a maturag¢ao do oocito até a fertilizacao, sobrevivéncia e desenvolvimento
embrionario e manutencao da prenhez (Agarwal et al., 2005).

Bovinos mantidos em pastagem nem sempre tem suas exigéncias de minerais
totalmente supridas pelo pasto, e assim se faz necessario realizar suplementagdo. O principal
método de fornecimento, ¢ através de mistura mineral em po, porém, esta apresenta consumo
altamente varidvel entre os animais do mesmo lote (Manzano et al., 2012) possivelmente
resultando em alguns animais com menor status de microminerais. A aplicagdo de
microminerais injetaveis (MMI), além de assegurar o fornecimento de uma dose conhecida
para todos os animais do lote, ndo sofre interferéncia de antagonistas da dieta (Arthington et
al. 2014). Além disso, o estresse ¢ conhecido por reduzir o consumo de alimentos em bovinos
(Bruno et al., 2016), e como as vacas sao manejadas varias vezes no curral durante o periodo
de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), estas podem inclusive ter o consumo de
suplemento mineral reduzido, o que agrega mais valor a aplicagdo de MMI nessa fase.

Nossa hipotese foi que a aplicagdo de MMI pode melhorar a reprodugdo de vacas de
corte sincronizadas para IATF. Para isso foram conduzidos dois experimentos com os objetivos
de avaliar o efeito da aplicagdo de MMI 30 d pré-IA sobre a concentragdo de enzimas
antioxidantes, proteinas da fase aguda, dindmica das estruturas ovarianas, peso corporal (PC),

escore de condigao corporal (ECC) e taxa de prenhez em vacas Nelore.
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MATERIAL E METODOS
Ambos experimentos foram conduzidos de acordo com os padrdes éticos aplicados a
pesquisa com animais e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo n°® 754/2016.

Animais, tratamentos e colheita de amostras

Experimento 1. Foi conduzido na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina
Veterinaria ¢ Zootecnia da UFMS, Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil (20°26'50.8"S
54°50'21.5"W). Foram selecionadas 20 vacas multiparas da raca Nelore, com ECC (escala de
1-9)=4,8+ 0,4 ¢ PC = 387,7 = 35,1 kg. Todas as vacas apresentavam corpo lateo ou foliculo
dominante > 7,0 mm no inicio do experimento. O estudo teve duragdao de 60 dias (d; 29 de
novembro de 2016 a 29 de janeiro de 2017) e compreendeu o periodo de 30 d anterior (d -30)
alA (d0) e 30d apos (d 30).

Os animais foram alojados em um unico piquete de 12 ha formado com capim-maranda
[Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich) R. D. Webster, cv. Marandu; Tabela 1] e tiveram
livre acesso a agua e suplemento mineral (Tabela 2). A qualidade das forrageiras foi avaliada
através de colheitas manuais simulando o pastejo em trés momentos (d -30, 0 e 30) e na
sequéncia foram secas em estufa de ventilacdo a 60°C por 5 d, moidas a 1 mm, formada uma
unica amostra composta e posteriormente analisada a composi¢ao quimica.

Os animais foram divididos pelo ECC e PC em dois tratamentos: 1) injecdo de solucao
salina (Salina; 0.9% NaCl; 6 mL/animal) ou microminerais injetaveis (MMI; 6 mL/animal),
ambos aplicados 30 d pré-IA. Os MMI apresentavam 60 mg de Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5
mg de Se/mL e 15 mg de Cu/mL (Multimin90, Multimin, Fort Collins, CO).

Todas as vacas tiveram o estro sincronizado para IATF por um protocolo de 11 d (d -

11 ao 0) e todas possuiam corpo luteo no inicio do protocolo. No d -11 foi administrado na
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forma injetavel [intramuscular (IM)] 2,0 mg de benzoato de estradiol (IM; Gonadiol; Zoetis,
Sao Paulo, Brasil) e inser¢do de dispositivo intravaginal, de primeiro uso, contendo 1,9 g de
progesterona (CIDR; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). No d -2 realizou-se a remog¢ao do dispositivo
de progesterona, injecao de 12,5 mg de PGF2, (IM; Lutalyse; Zoetis, Sao Paulo, Brasil), 1,0 mg
de cipionato de estradiol (IM; ECP; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e 300 UI de eCG (IM;
Novormon; Zoetis, Sao Paulo, Brasil). No d 0 todas as vacas foram inseminadas, por um tinico
inseminador, com sémen do mesmo touro Nelore. No d 30 foi realizado o diagnostico de
gestagdo por ultrassonografia transretal (Mindray DP 2200 VET com transdutor de 7,5 MHz,
Shenzhen, China).

As estruturas ovarianas foram avaliadas por ultrassonografia transretal (Mindray DP
2200 VET com transdutor de 7,5 MHz, Shenzhen, China), sendo mensurados os didmetros
(mm) do foliculo dominante no d 0 e do corpo luteo no d 14. O volume do corpo lateo (cm?)
foi calculado utilizando-se a formula para volume da esfera [V=4/31(D/2)’ onde D ¢ 0 maximo
diametro (mm) do corpo lateo (Cooke et al., 2009)]. O peso corporal e ECC foram coletados
nos d -30, 0 e 30 e o ECC foi avaliado de acordo com Herd and Sprott, (1986) por um tnico
avaliador blindado para os tratamentos.

Colheu-se sangue da veia caudal mediana nos d -30, -26, -22,-17,-11, 0, 7, 14, 21 ¢ 30
em um tubo a vacuo (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) contendo heparina
sodica (10 mL). Apos a colheita os tubos foram imediatamente armazenados em caixa térmica
com gelo e posteriormente centrifugados a 1200 X g por 30 min para obtengao do plasma que
foi armazenado a -20°C para posteriores andlises da concentragdo das enzimas superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), haptoglobina e ceruloplasmina.

Experimento 2. Foi conduzido em duas fazendas comerciais localizadas no estado de
Mato Grosso do Sul, Brasil, no periodo de outubro de 2016 a margo de 2017, com 573 vacas

multiparas da raga Nelore, com aproximadamente 400 kg de PC, e com ECC de 4,8 £ 0,5. A
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Fazenda Sao José do Nabileque esta localizada em Corumba, MS, Brasil (20°05'49.9"S
57°20'41.4"W) e, nesta, foram avaliadas 191 vacas, mantidas em um tUnico lote com a
forrageira capim-humidicola [Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga]. A Fazenda
Campo Verde estd localizada em Jaraguari, MS, Brasil (20°24'29.8"S54°05"25.3"W) e, nesta,
foram avaliadas 382 vacas divididas em trés lotes (55, 180, e 147 vacas por lote) com a
forrageira capim-marandu [Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich) R. D. Webster, cv.
Marandu]. O método de pastejo nas duas fazendas foi o rotacionado e todos os animais tinham
livre acesso a agua e suplemento mineral em p6 (Tabela 2). A qualidade das forrageiras foi
avaliada através de colheitas manuais realizadas em trés momentos (d-30, 0 e 30), sendo secas
em estufa de ventilagdo forgada a 60°C por 5 d, moidas a 1 mm, formada uma Uinica amostra
composta por fazenda e posteriormente analisada a composi¢ao quimica.

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois tratamentos: 1) aplicagao de Salina
(6 mL/animal) ou de MMI (6 mL/animal), ambos aplicados no d -30. A composi¢cao dos MMI
foi a mesma do experimento 1. Todas as vacas foram tiveram o estro sincronizado para IATF
por um protocolode 11 d (d-11 ao d 0), da mesma forma como descrito no experimento 1. Em
cada lote, as vacas foram inseminadas com sémen de um unico touro Nelore ou Angus, pelo
mesmo inseminador. No d 30 foi realizado o diagnostico de gestacdo por ultrassonografia
(Mindray DP 2200 VET com transdutor de 7,5 MHz, Shenzhen, China) e a unica variavel

avaliada nesse experimento foi a taxa de prenhez.

Anadlises laboratoriais

As forrageiras foram analisadas de acordo com AOAC (2000): matéria seca, método
930.15; proteina bruta (PB), método 976.05; extrato etéreo (EE), método 920.39 e matéria
mineral (MM), método 942.05. A concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente 4cido e lignina foram feitas de acordo com a metodologia de Van Soest et al. (1991)

e os carboidratos nao fibrosos (CNF) calculados de acordo com o NRC (2001): CNF (%) =
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100 — (% FDN + % PB + % EE + % MM). Todas as andlises da concentracdo de minerais
foram feitas pelo Laboratorio de Nutrigdo Animal da Embrapa Pantanal (Corumbé, MS,
Brasil), com excecdo do Se que foi analisado pelo Laboratorio de Minerais da Universidade de
Sao Paulo (Pirassununga, SP, Brasil).

As enzimas SOD e GSH-Px foram determinadas por meio de kits comerciais para
ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI; nimero dos catdlogos 706002 e 703102,
respectivamente). A concentracao de haptoglobina foi analisada conforme descrito por Cooke
and Arthington (2013) e de ceruloplasmina conforme descrito por Demetriou et al. (1974). Os
coeficientes de variagdo inter e intra-ensaios para SOD foram 4,9 e 7,2%, GSH-Px, 4,2 ¢ 9,8%,

hatoglobina, 4,23 ¢ 2,90% e ceruloplasmina, 4,43 e 5,06%, respectivamente.

Andlises estatisticas

Os dados de SOD, GSH-Px, haptoglobina, ceruloplasmina, estruturas ovarianas, PC,
mudanca de PC, ECC, mudanc¢a de ECC, foram analisados pelo procedimento MIXED do SAS
(SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA, versao 9,4) com a aproximagao Satterthwaite para determinar
os graus de liberdade do denominador para efeitos fixos. Os modelos estatisticos para as
estruturas ovarianas, mudang¢a de PC e mudanca de ECC continham efeito fixo de tratamento,
e vaca (tratamento) como variavel aleatoria. Os modelos estatisticos para SOD e GSH-Px,
haptoglobina, ceruloplasmina, PC e ECC continham como efeito fixo tratamento, dia e a
interacdo e vaca (tratamento) como variavel aleatdria. O termo especifico para medidas
repetidas foi dia usando vaca (tratamento) como sujeito. Para estas, os resultados do d 0 foram
incluidos como covaridveis em cada respectiva analise, porém a variavel GSH-Px apresentou
P > 0,10 para covariavel e, assim, os valores de d 0 foram retirados do modelo. Foi escolhida
a estrutura de covariancia que melhor se ajustou aos dados pelo menor critério de informacao

de Akaike em cada analise. As estruturas de covariancia utilizadas foram toepliz (haptoglobina
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e PC), e autoregressiva de ordem 1 (SOD e GSH-Px, ceruloplasmina e ECC). A taxa de prenhez
foi analisada pelo procedimento GLIMMIX do SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA, versao
9,4) com a aproximacao Satterthwaite para determinar os graus de liberdade do denominador
para efeitos fixos. Os modelos estatisticos continham como efeito fixo o tratamento e, como
variavel aleatoria vaca (tratamento X lote) e lote. Para esta andlise, os dados do experimento 1
(20 vacas) e experimento 2 (573 vacas) foram analisados conjuntamente. Para todas as analises
a fung¢ao PDIFF foi utilizada quando detectada significancia no teste-F e todos os resultados
sao reportados como LSMEANS seguidos por erro padrao da média (EPM). A significancia

foi definida quando P < 0,05, e tendéncias quando P > 0,05 ¢ <0,10.

RESULTADOS

Experimento 1 — enzimas, variaveis de dindmica ovariana, PC e ECC. Nao houve efeito de
tratamento (P = 0,21), porém houve efeito de dia (P <0,01) e interagdo tratamento x dia (P =
0,01) para a enzima SOD. A aplicacdo de MMI aumentou a concentragao de SOD nos d -22 ¢
-17 (que correspondem a 8 e 13 d ap0s a aplicagdo do tratamento, respectivamente) em relagdo
a de Salina (Figura 1a). Para GSH-Px, houve efeito de tratamento (P = 0,05), dia (P <0,01) e
interacao tratamento X dia (P <0,01). A aplicacdo de MMI aumentou a concentragao de GSH-
Px no dia -26 (que corresponde a 4 d apos a aplicagdo do tratamento; Figura 1b).

Nao houve efeito de tratamento (P = 0,45), dia (P = 0,40) ou interagdo tratamento x dia
(P = 0,46) para a concentracdo de haptoglobina (Figura 2a). Também nao houve efeito de
tratamento (P = 0,78), ou interagdo tratamento x dia (P = 0,92), porém houve efeito de dia (P
<0,01) para a concentragdo de ceruloplasmina (Figura 2b).

Nao foram detectadas diferengas significativas entre tratamentos (P > 0,05) para o

diametro do foliculo dominante, volume do corpo luteo, mudanga de ECC e mudancga de PC,
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(Tabela 3). Porém, foi observada tendéncia (P = 0,10) para redugao do corpo luteo nos animais
que receberam MMI (Tabela 3). Nao houve efeito de tratamento (P > 0,05) ou interacao

tratamento x dia (P > 0,05) para PC e ECC (Tabela 3).

Experimento 1 e 2 — taxa de prenhez. Efeito de tratamento ndo foi detectado (P = 0,15) para

na taxa de prenhez (Figura 3).

DISCUSSAO

A aplicagdo de MMI aumentou a concentragdo das enzimas antioxidantes SOD por até
13 d e de GSH-Px por até¢ 4 d apds a aplicagdo. O aumento da concentracdo de SOD com a
aplicacdo de MMI pode acontecer pelo maior aporte de Zn, Mn Cu, 0os quais sao componentes
das enzimas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD (Markclund, 1980). Essas metaloenzimas contribuem para
catalisar a dismutagdo do anion superoxido para oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio
(Sordillo and Aitken, 2009). J4 o Se, ¢ componente da enzima GSH-Px, que tem como fungao
principal catalisar a redu¢ao de hidroperdxidos, como peroxidos de hidrogénio e
hidroperdxidos lipidicos (Rotruck et al., 1973). Logo, o aumento dessas enzimas antioxidantes
pode levar a um maior controle dos danos causados pelo estresse oxidativo.

A aplicagdo de MMI nao alterou a concentracdo das proteinas da fase aguda
haptoglobina e ceruloplasmina. Esta ultima ¢ uma proteina Cu-dependente, € bovinos com
maior status de Cu, proporcionado pela aplicagdo de MMI, podem apresentar maiores
concentracdes desta proteina em resposta ao estresse (Arthington et al., 2014). As vacas do
experimento 1 foram manejadas no curral 11 vezes durante todo o estudo e, possivelmente,
1SS0 aumentou o estresse aos animais; porém, apesar da concentracdo de ceruloplasmina ter
aumentado apds os manejos iniciais, 0 maior aporte de Cu pela aplicagdo dos MMI nao refletiu

em aumento da concentracdo de ceruloplasmina. Ainda que as forrageiras utilizadas nesse
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experimento possuissem baixa concentra¢ao de Cu, o fornecimento de suplemento mineral
pode ter assegurado um status de Cu suficiente para a méxima producao de ceruloplasmina em
resposta ao estresse e, assim, o complemento de Cu oferecido pelos MMI possivelmente nao
foi necessario. Em outro estudo, a aplicagdo de MMI resultou em maior concentragdo de
haptoglobina em novilhas estressadas pelo desmame abrupto e transporte (Arthington et al.,
2014). Apesar da haptoglobina teoricamente nao ter relacdo com Zn, Mn Se e Cu, esses autores
sugeriram que isso pode ser reflexo de uma pequena reagdo inflamatoria no local da injecgao,
apesar desta nao ter sido visualmente observado naquele estudo. Da mesma forma, no presente
estudo também foi ndo visualmente identificado reacao inflamatéria no local da injecao.

A aplicagao dos MMI apresentou tendéncia para reduzir o didmetro do corpo luteo. A
hipdtese inicial foi que a aplicagdo de MMI poderia aumentar o controle do estresse oxidativo
das células e isso poderia incrementar o tamanho do corpo luteo. Porém, como a aplicacao de
MI causou aumento da concentra¢ao das enzimas antioxidantes at¢ no maximo 13 d apos a
aplicacdo, essas nao estavam sendo influenciadas pelos MMI durante o desenvolvimento do
corpo lateo. No entanto, a reducdo no didmetro deste ¢ um pouco mais dificil de explicar, pois
a aplicacdo de MMI ndo aumentou a concentracdo de haptoglobina e ceruloplasmina que
pudessem indicar uma reagdo inflamatoria. Em outro estudo, Arthington et al. (2014)
observaram aumento na concentra¢ao de haptoglobina, ceruloplasmina, e proteina soluvel em
acido, indicando uma reagao inflamatoria por aproximadamente duas semanas apos a aplicacao
dos MMI em bezerras recém desmamadas. Uma das diferencas entre o experimento de
Arthington et al. (2014) e o atual, foi a dose utilizada (aproximadamente 1 mL/44 kg de PC e
1 mL/65 kg de PC, respectivamente). Assim essa menor dose utilizada no atual estudo pode
nao ter causado reacao inflamatoria suficiente para alterar as concentragdes de haptoglobina e

ceruloplasmina, mas pode ter afetado a concentragao de citocinas pré-inflamatérias, como o
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fator de necrose tumoral (TNF-a) e determinadas interleucinas. Algumas destas, como a
interleucina 1 pode funcionar como um inibidor da luteinizagdo intraovariana (Adashi, 1990).

Nao foi identificado efeito dos MMI no PC, ECC ou mudanca destes ao longo do
experimento. Isso pode ter acontecido pelo fato do pasto associado ao suplemento mineral ter
proporcionado um status de microminerais suficiente para o maximo desempenho destas
variaveis. Segundo Genther and Hansen (2014), quando os animais passam por um periodo
consumindo uma dieta deficiente em Zn, Mn Se e Cu e, posteriormente consomem uma dieta
que atenda as exigéncias nutricionais, associado a aplicacdo de MMI, estes tendem a apresentar
maior ganho de peso em relagdo ao controle, porém, se os animais nao estao deficientes a
aplicacdo de MMI nao afeta o ganho de peso.

Os MMI nao alteraram a taxa de prenhez das vacas, € uma possivel explicagdo para isso
foi que a pastagem e o suplemento mineral consumido tenham atendido as exigéncias de
microminerais para esta variavel. Porém, nos acreditamos que essa auséncia de efeito seja
principalmente porque os MMI foram aplicados em um periodo muito distante (30 d) da IA.
Como as enzimas antioxidantes foram aumentadas somente entre 4-13 d apos a aplicagao dos
MMI, provavelmente o controle do estresse oxidativo no periodo posterior a IA, deve ter sido
baixo ou ndo influenciado pela aplicagdo de MMI. Experimentos futuros devem avaliar o efeito
da aplicacao dos MMI sobre a concentracao de citocinas pro-inflamatérias e outros indicativos
de uma possivel reagdo inflamatoria. Além disso, € necessario testar a aplicagdo deste em um
periodo inferior a 13 d da IA sobre a taxa de prenhez de vacas.

Resumidamente, a aplicagdo de MMI 30 d pré-IA em vacas, aumenta a concentragao
das enzimas antioxidantes (SOD e GSH-Px), ndo altera a concentracdo de proteinas da fase
aguda (haptoglobina e ceruloplasmina), PC, mudanga de PC, ECC, mudanca de ECC, diametro
do foliculo dominante, volume do corpo luteo e taxa de prenhez, porém apresenta tendéncia

para reduzir o didmetro do corpo luteo.
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1695 Tabela 1. Composi¢ao quimica das forrageiras das fazendas (Faz) onde foram feitos os

1696  experimentos.

Pastagens
Exp.2 Exigéncias'
Item Exp.1 Faz. Exp.2 (NRC,
Faz. Escola Campo Faz. Sao José 2016)
UFMS Verde do Nabileque
Matéria seca, g/kg 301,9 310,5 360,6 -
g/kg de MS
Proteina bruta 64,6 71,3 45,5 -
Fibra em detergente neutro 741,7 720,3 700,6 -
Fibra em detergente acido 4159 347,0 383,9 -
Lignina 47,0 36,5 44,1 -
Extrato etéreo 20,4 21,8 22,5 -
Matéria mineral 82,0 86,5 75,2 -
Carboidratos nao fibrosos 91,3 100,1 156.,2 -
Ca 1,46 2,42 1,83 -
P 0,61 1,45 0,76 -
Na 2,24 1,85 2,61 1,0
K 10,14 10,59 7,50 7,0
Mg 1,08 1,88 2,08 2,0
mg/kg de MS
Fe 42,58 177,3 113,44 50,0
Zn 19,68 31,9 11,02 30,0
Mn 104,36 138,8 88,98 40,0
Se 0,08 0,16 0,16 0,10
Cu 3,20 4,32 2,10 10,0

1697  !Exigéncias para vacas no inicio da lactagio estabelecidas pelo NRC (2016).

1698
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Tabela 2. Niveis de garantia dos suplementos minerais em po utilizado nas diferentes fazendas

(Faz).
Suplemento mineral
Hem Exp. 1! Exp.2? Exp.2?
Faz. Escola Faz. Faz. Sao José do
UFMS Campo Verde Nabileque
g/kg de matéria seca
Ca 196,0 150,0 — 220,0 139,0 — 155,0
P 90,0 81,0 80,0
Na 99,0 114,0 130,0
Mg 20,0 - 10,0
S 20,0 14,0 40,0
mg/kg de matéria seca
F 900,0 810,0 800,0
Co 200,0 60,0 80,0
I 180,0 78,0 100,0
Fe 2400,0 - -
Zn 3000,0 5250,0 5000,0
Mn 1670,0 1040,0 1040,0
Se 40,0 22,0 26,0
Cu 1200,0 1500,0 1350,0
Ulkg
Vitamina A 150000,0 - -
Vitamina D3 30000,0 - -
Vitamina E 1500,0 - -

"Mega Fos 90 Milk (AgroMega Industria de Alimentos Animal), Tamboara, PR, Brasil).

2Férmula Campo Verde (MCassab Comércio e Industria, Campo Grande, MS, Brasil).

3BellNutri (Trouw Nutrition, Mirassol, SP, Brasil).
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Tabela 3. Efeito da aplicagdo de microminerais injetdveis (MMI) sobre as estruturas ovarianas,

peso corporal e escore de condic¢ao corporal (Exp. 1).

Tratamentos!

Item

MMI

Salina

EPM

P-Value?

Trat Trat x dia

Estruturas ovarianas

Diametro do foliculo dominante (d 0), mm 13,7

Diametro do corpo lateo (d 14), mm 30,3
Volume do corpo lateo (d 14), cm? 15,5
Peso corporal, kg’
d-30 387,7
do 396,5
d 30 4132
Mudanga de peso corporal, kg
d-30ao0d0 8,8
d0aod30 16,7
d-30aod30 25,5
Escore de condigdo corporal®
d-30 4,8
do 4,6
d 30 4,2
Mudanga de escore de condi¢ao corporal
d-30ao0d0 -0,2
d0aod30 -0,4
d-30aod30 -0,6

13,7
35,9
29,2

387,7
388.,5
408,7

0,8
20,2
21,0

4,8
4,7
4,6

-0,1
-0,1
-0,2

1,1
2,3
6,0

3,562
3,562
3,562

4,475
2,783
5,069

0,238
0,238
0,238

0,263
0,227
0,316

0,99
0,10
0,12
0,21 0,23

0,22
0,39
0,54
0,53 0,59

0,79
0,36
0,38

'MMI, microminerais injetdveis (6 mL/animal), Salina, injecio de

mL/animal).

2Trat, tratamento; Trat x dia, interacdo entre tratamento e dia.

solugdo salina (6

3Efeito de dia (P < 0,01), com médias de 387,7°, 392,5° ¢ 410,9% (+ 2,519) kg parad 0, d 30 e

d 60 respectivamente.

4Avaliado de acordo com Herd and Sprott (1986). Nao houve efeito de dia (P = 0,16).
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Figura 1. Efeito na concentracao de superoxido dismutase (Figura 1a) e glutationa peroxidase
(Figura 1b) no Exp. 1. MMI, microminerais injetaveis (6 mL/animal), Salina, injecdo de
solucao salina (6 mL/animal). Para superéxido dismutase ndao houve efeito de tratamento (P =
0,21), porém houve efeito de dia (P < 0,01) e interacdo tratamento x dia (P = 0,01). Para
glutationa peroxidase, houve efeito de tratamento (P = 0,05), dia (P < 0,01) e interagdo

tratamento X dia (P <0,01). *P <0,05.

Figura 2. Efeito na concentragao de haptoglobina (Figura 2a) e ceruloplasmina (Figura 2b) no
Exp. 1. MMI, microminerais injetaveis (6 mL/animal), Salina, inje¢ao de solugdo salina (6
mL/animal). Para haptoglobina ndo houve efeito de tratamento (P = 0,45), dia (P = 0,40) ou
interacao tratamento x dia (P = 0,46). Para ceruloplasmina ndo houve efeito de tratamento (P

=0,78), ou interagdo tratamento X dia (P = 0,92), porém houve efeito de dia (P < 0,01).

Figura 3. Efeito sobre a taxa de prenhez no Exp. 1 e Exp. 2 (analisados conjuntamente). MMI,
microminerais injetaveis (6 mL/animal), Salina, injecdo de solucdo salina (6 mL/animal).
Barras verticais representam o EPM. Valores na parte inferior das colunas representam o
LSMEANS. Valores entre parénteses representam o numero de vacas prenhez/nimero de vacas

submetidas a IATF. Nao houve efeito de tratamento (P = 0,15).



1733

1734

1735
1736

1737

1738

Figura la

Superoéxido dismutase,

RARINCANINCY
“n o W

m

U/
N
W

2

4,0 -
3,5 -
3,0 -

2,5

»45,() -

106

=A-MMI =O-Salina

-17 -11 0 7 14 21 30
Dias relativos a administracio dos tratamentos

-30 -26 -22



1739  Figura 1b

1740

Glutationa peroxidase,
nmol/min/mL
NN LWL A~ kA W
e S S w» O

[S—
S

1741
1742

W
»

k9
a

—
(9]
2

107

* ~A-MMI =O-Salina

-17 -11 0 7 14 21 30

Dias relativos a administracao dos tratamentos

-30 -26 -22



1743

1744

1745

1746

1747

Figura 2a

0,45 -

Haptoglobina, mg/mL

0,15 1

0,10

=0O~-Salina

0,40 +
0,35 1
0,30 -
0,25 -
0,20 +

108

-30 -26 -22
Dias relativos a administracao dos tratamentos



1748

1749

1750

1751

1752

Figura 2b

22,00 1

[\®]
=
)
)

2

—_
(o¢]
S
[e)
1]

2

Ceruloplasmina, mg/mL
o
S
(e

12,00

14,00 o

109

=A-MMI =O-Salina

-30 -26 -22

21 30

Dias relativos a administraciao dos tratamentos



1753

1754

1755

1756

1757

Taxa de prenhez, %

(190/294)

110

OMMI OSalina

(176/299)
I

L

59,00




111

1758 CAPITULO 5 - MICROMINERALIS INJETAVEIS 11 DIAS PRE-IATF SOBRE A
1759 CONCENTRACAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES, PROTEINAS DA FASE
1760 AGUDA, DINAMICA DAS ESTRUTURAS OVARIANAS E TAXA DE PRENHEZ
1761 EM VACAS NELORE

1762

1763

1764

1765

O artigo a seguir estd redigido de
acordo com as exigéncias para
publicagdo no periddico Journal of
Animal Science excetuando-se o

idioma.



1766

1767

1768

1769

1770

1771

1772
1773

1774

1775

1776

1777

1778

1779

1780

1781

1782

1783

112

Running Head: microminerais injetaveis e reproducao

Microminerais injetaveis 11 dias pré-IATF sobre a concentraciao de enzimas
antioxidantes, proteinas da fase aguda, dinamica das estruturas ovarianas e taxa de

prenhez em vacas Nelore

M. Vedovatto,t G. L. Francot!

tFaculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Av. Senador Filinto Muller, n°. 2443, Campo Grande/MS, Brasil, 79070-900.
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RESUMO: Dois experimentos foram conduzidos com os objetivos de avaliar o efeito da
aplicacdo de microminerais (Zn, Mn, Se e Cu) injetaveis (MMI) 11 d pré-inseminagao artificial
(IA) sobre a concentracao de enzimas antioxidantes, proteinas da fase aguda, dinamica das
estruturas ovarianas, peso corporal (PC), escore de condi¢ao corporal (ECC) e taxa de prenhez
em vacas Nelore. No Exp. 1 foram utilizadas 20 vacas multiparas com ECC (1-9) =4,7 + 0,6
e PC =396,7 + 23,9 kg, mantidas em pastagem e recebendo suplemento mineral em pé ad
libitum. Estas foram divididas pelo ECC e PC em dois tratamentos: 1) inje¢ao de solugdo salina
(Salina; 6 mL/animal) ou de MMI (6 mL/animal), ambos aplicados no d -11. As vacas tiveram
o estro sincronizado por um protocolo de IA (d -11 ao d 0) em tempo fixo (IATF) e foram
inseminadas no d 0, e realizado o diagnostico de gestacdo no d 30. As estruturas ovarianas
foram avaliadas no d 0 (didmetro do foliculo dominante) e 14 (didametro do corpo luteo) e
fizeram-se colheitas de sangue nos d -11, -9, -4, 0, 7, 14, 21 e 30 para analise de superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), haptoglobina e ceruloplasmina. No Exp.
2 foram avaliadas 1144 vacas com aproximadamente 400 kg de PC, e ECC de 5,0 + 0,7,
localizadas em trés fazendas comerciais, mantidas em pastagens e recebendo suplemento
mineral em p6 ad libitum. Estas foram divididas pelo ECC em dois tratamentos e sincronizadas
para IATF como descrito no Exp.1. A tnica variavel avaliada nesse experimento foi a taxa de
prenhez no d 30 e os dados foram analisados em conjunto com os do Exp. 1. A aplicagdo de
MMI tendeu a aumentar (P = 0,06) as concentracdes de SOD do d -4 a 30 e aumentou (P <
0,01) a concentragao de GSH-Px nos d -9 e -4 em relagdo a injecao Salina. A injecao de MMI
nao afetou as (P > 0,05) concentragdes de haptoglobina e ceruloplasmina, PC, mudanga de PC
e diametro do foliculo dominante, porém reduziram o didametro (P = 0,05) e volume (P = 0,03)
do corpo luteo em relagdo a injecao Salina. A injecdo de MMI tendeu a aumentar o ECC (P =
0,06) e apresentar 0,6 ponto a mais de ECC (P =0,06) do d -11 a 30, e de aumentar (P = 0,08)

5,15 % a de taxa de prenhez em relagdo a injecdo Salina. Assim, a aplicacdo de MMI tendeu a
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aumentar a concentracdo de enzimas antioxidantes, ECC e a taxa de prenhez, nao altera as

proteinas da fase aguda e o PC, porém, reduz o diametro e o volume do corpo luteo de vacas.

Palavras-chave: corpo luteo, ceruloplasmina, enzimas antioxidantes, estresse oxidativo,

haptoglobina, reproducao.
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INTRODUCAO

A aplicacao de microminerais injetaveis (MMI) tem sido uma estratégia utilizada pelos
pecuaristas para fornecer uma quantidade conhecida de microminerais para todos os animais
de um mesmo rebanho, evitando problemas de flutua¢dao no consumo e de antagonistas da dieta,
que normalmente ocorrem com o consumo de mistura mineral em p6 por bovinos (Arthington
et al., 2014). Para vacas de corte, se recomenda a aplicagdo de microminerais injetaveis
aproximadamente 30 d anteriormente a inseminagao artificial (IA) ou o inicio da estagao de
monta (Multimin, Fort Collins, CO), e alguns trabalhos que seguiram essa recomendagao
observaram aumento na taxa de prenhez (Mundell et al., 2012; Stokes et al., 2017-Exp.2)
enquanto outros nao encontraram diferenca (Willmore et al., 2015; Stokes et al., 2017-Exp.1 e
3).

Uma das principais fungdes dos microminerais no corpo ¢ ser componente de enzimas
antioxidantes, e 0 Zn, Mn e o Cu sdo componentes da superdxido dismutase (SOD) e o Se da
glutationa peroxidase (GSH-Px), ambas essenciais para o controle do estresse oxidativo nas
células (Sordillo and Aitken, 2009). As espécies reativas de oxigénio (ROS) podem afetar a
reproducao, pois alteram multiplos processos fisiologicos desde a maturagdo do odcito até a
fertilizagdo, sobrevivéncia e desenvolvimento embrionario € manuten¢do da prenhez (Agarwal
et al., 2005). Porém, a utilizacdo de MMI se mostrou eficiente em aumentar a concentragao de
SOD (Tomasi et al., 2018) e de GSH-Px (Pogge et al., 2012) por, no maximo 10 e 15 d apos a
aplicacdo, respectivamente. Nossa hipotese foi que a aplicagdo de MMI 11 d pré-1A possa ser
mais eficiente em aumentar o desempenho reprodutivo do que as aplicagdes que sdo
comumente feitas 30 d pré-IA, por possibilitar maior controle do estresse oxidativo no periodo
posterior a IA.

Para vacas submetidas a IATF, a recomendagao de aplicar os MMI 30 d pré-1A resulta

em um manejo a mais no curral, aumentando a mao-de-obra e o estresse dos animais. Varios
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protocolos de IATF iniciam entre 10 a 11 d pré-IA e, assim, se a aplicacao dos MMI coincidir
com o inicio do protocolo de IATF pode-se reduzir os custos operacionais e as interagdes
negativas com os animais. Desta forma, dois experimentos foram conduzidos para avaliar o
efeito da aplicagdo de MMI 11 d pré-IA sobre a producado de enzimas antioxidantes, proteinas
da fase aguda, dinamica das estruturas ovarianas, peso corporal (PC), e escore de condicao
corporal (ECC; Exp. 1 e 2), além da taxa de prenhez (Exp. 2) em vacas Nelore pastejando

gramineas tropicais.

MATERIAL E METODOS
Este estudo foi conduzido de acordo com os padrdes éticos aplicados a pesquisa com
animais e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo n® 754/2016.

Animais, tratamentos e colheita de amostras

Experimento 1. Foi conduzido na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina
Veterinaria ¢ Zootecnia da UFMS, Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil (20°26'50.8"S
54°5021.5"W). Foram selecionadas 20 vacas multiparas da raga Nelore com ECC (escala de
1-9)=4,7+ 0,6 e PC =396,7 + 23,9 kg. Todas as vacas apresentavam corpo luteo ou foliculo
dominante > 7,0 mm no inicio do experimento. O estudo teve duracdo de 41 d (19 de dezembro
de 2016 a 29 de janeiro de 2017) e compreendeu o periodo de 11 d anterior (d -11) a IA (d 0)
e 30 d apos (d 30).

Os animais foram alojados em um tnico piquete de 12 ha formado com capim-maranda
[Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich) R. D. Webster, cv. Marandu; Tabela 1] e tiveram
livre acesso a dgua e suplemento mineral (Tabela 2). A qualidade das forrageiras foi avaliada

através de colheitas manuais, simulando o pastejo, em trés momentos (d -11, 0 e 30) e, na
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sequéncia, foram secas em estufa de ventilagcao a 60°C por 5 d, moidas a 1 mm, formada uma
Uunica amostra composta e posteriormente analisada a composi¢ao quimica.

Os animais foram divididos pelo ECC e PC em dois tratamentos: 1) injecdo de solucao
salina (Salina; 6 mL/animal) ou MMI (6 mL/animal) e ambos foram aplicados no d -11. Os
MMI apresentavam 60 mg de Zn/mL, 10 mg de Mn/mL, 5 mg de Se/mL, ¢ 15 mg de Cu/mL
(Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO).

Todas as vacas tiveram o estro sincronizado para IATF por um protocolo de 11 d (d -
11 ao d 0) e todas possuiam corpo liteo no inicio deste. No d -11 foi administrado na forma
injetavel [intramuscular (IM)] 2,0 mg de benzoato de estradiol (IM; Gonadiol; Zoetis, Sao
Paulo, Brasil) e insercdo de dispositivo intravaginal, de primeiro uso, contendo 1,9 g de
progesterona (CIDR; Zoetis, Sao Paulo, Brasil). No d -2 foi realizada a remog¢ao do dispositivo
de progesterona, injecao de 12,5 mg de PGF», (IM; Lutalyse; Zoetis, Sao Paulo, Brasil), 1,0 mg
de cipionato de estradiol (IM; ECP; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e 300 UI de eCG (IM;
Novormon; Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). No d 0 todas as vacas foram inseminadas por um tinico
inseminador e com s€émen do mesmo touro Nelore. No d 30 foi realizado o diagnoéstico de
gestagdo por ultrassonografia transretal (Mindray DP 2200 VET com transdutor de 7,5 MHz,
Shenzhen, China).

As estruturas ovarianas foram avaliadas por ultrassonografia transretal (Mindray DP
2200 VET com transdutor de 7,5 MHz, Shenzhen, China), sendo mensurados os didmetros
(mm) do foliculo dominante no d 0 e do corpo lateo no d 14. O volume (cm?) do corpo lateo
foi calculado utilizando-se a formula para volume da esfera [V=4/3n(D/2)’ onde D ¢ o0 maximo
diametro (mm) do corpo lateo (Cooke et al., 2009)]. O PC e ECC foram mensurados nos d -
11, 0 e 30, e 0 ECC avaliado de acordo com Herd and Sprott, (1986) por um unico avaliador

blindado para os tratamentos.
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Colheu-se sangue na veia caudal mediananos d-11,-9,-4,0, 7, 14, 21 e 30 em um tubo
a vacuo (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) contendo heparina sodica (10
mL). Apos a colheita os tubos foram imediatamente armazenados em caixa térmica com gelo
e, posteriormente, centrifugados a 1200 x g por 30 min para obtengdo do plasma, que foi
armazenado a -20°C para posteriores analises das concentragdes das enzimas SOD, GSH-Px,
haptoglobina e ceruloplasmina.

Experimento 2. Foi conduzido em trés fazendas comerciais localizadas no estado do
Mato Grosso do Sul, Brasil, no periodo de outubro de 2016 a margo de 2017, com 1144 vacas
multiparas da raca Nelore, com aproximadamente 400 kg de PC, e com ECC de 5,0 £ 0,7. A
Fazenda Sao José do Nabileque esta localizada em Corumbé, MS, Brasil (20°05'49.9"S
57°20'41.4"W) e, nesta, foram avaliadas 425 vacas, mantidas trés lotes (203, 93 e 129 vacas
por lote) com a forrageira capim-humidicola [Urochloa humidicola (Rendle) Morrone &
Zuloaga]. A Fazenda Campo Verde esta localizada em Jaraguari, MS, Brasil (20°24'29.8"S
54°05'25.3"W) e, nesta, foram avaliadas 192 vacas mantidas em um unico lote com a forrageira
capim-marandu [Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich) R. D. Webster, cv. Marandu]. A
Fazenda Seriema esta localizada em Miranda, MS, Brasil (20°24'02.0"S 56°18'11.2"W) e,
nesta, foram avaliadas 527 vacas, mantidas em quatro lotes (140, 137, 122 e 128 vacas por lote)
com a forrageira capim-decumbens [ Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster]. O método de
pastejo nas trés fazendas foi o rotacionado e todos os animais tinham livre acesso a agua e
suplemento mineral em pd (Tabela 2). A qualidade das forrageiras foi avaliada através de
colheitas manuais realizadas em 3 momentos (d -11, 0 e 30) e na sequéncia foram secas em
estufa de ventilacao a 60°C por 5 d, moidas a I mm, formada uma inica amostra composta por
fazenda e posteriormente analisada a composi¢ao quimica.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois tratamentos: 1) Salina (6

mL/animal) ou MMI (6 mL/animal), ambos aplicados no d -11. A composi¢cdo dos MMI ¢ o
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protocolo de IATF ¢ o mesmo que foi descrito no experimento 1. Em cada lote as vacas foram
inseminadas com sémen de um tnico touro Nelore ou Angus, pelo mesmo inseminador. No d
30 foi realizado o diagndstico de gestagcdo por ultrassonografia (Mindray DP 2200 VET com
transdutor de 7,5 MHz, Shenzhen, China) e a tinica variavel avaliada nesse experimento foi a

taxa de prenhez.

Anadlises laboratoriais

As forrageiras foram analisadas de acordo com AOAC (2000): matéria seca, método
930.15; proteina bruta (PB), método 976.05; extrato etéreo (EE), método 920.39 e matéria
mineral (MM), método 942.05. A concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido e lignina foram feitas de acordo com a metodologia de Van Soest et al. (1991)
e os carboidratos nao fibrosos (CNF) calculados de acordo com o NRC (2001): CNF (%) =
100 — (% FDN + % PB + % EE + % MM). Todas as andlises da concentracdo de minerais
foram feitas pelo Laboratorio de Nutrigdo Animal da Embrapa Pantanal (Corumbé, MS,
Brasil), com excecdo do Se que foi analisado pelo Laboratorio de Minerais da Universidade de
Sao Paulo (Pirassununga, SP, Brasil).

As enzimas SOD e GSH-Px foram determinadas por meio de kits comerciais para
ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI; nimero dos catdlogos 706002 e 703102,
respectivamente). A concentracao de haptoglobina foi analisada conforme descrito por Cooke
and Arthington (2013) e de ceruloplasmina conforme descrito por Demetriou et al. (1974). Os
coeficientes de variagdo inter e intra-ensaios para SOD foram 4,6 e 6,7%, GSH-Px, 4,9 ¢ 9,1%,

hatoglobina, 3,9 e 9,4% e ceruloplasmina, 2,0 e 4,3%, respectivamente.
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Andlises estatisticas

As variaveis SOD, GSH-Px, haptoglobina, ceruloplasmina, estruturas ovarianas, PC,
mudanca de PC, ECC, mudanca de ECC, foram analisadas pelo procedimento MIXED do SAS
(SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA, versao 9,4) com a aproximagao Satterthwaite para determinar
os graus de liberdade do denominador para efeitos fixos. Os modelos estatisticos para as
estruturas ovarianas, mudanca de PC e mudanca de ECC continham como efeito fixo
tratamento e, como variavel aleatoria, vaca (tratamento). Os modelos estatisticos para SOD e
GSH-Px, haptoglobina, ceruloplasmina, PC e ECC continham como efeito fixo tratamento, dia
e a interacdo e, como variavel aleatdria, vaca (tratamento). O termo especifico para medidas
repetidas foi dia, e para sujeito, vaca (tratamento). Para estas, os resultados do d 0 foram
incluidos como covariaveis em cada respectiva andlise, porém a variavel haptoglobina
apresentou P > 0,10 para covariavel e, assim, os valores de d 0 foram retirados do modelo. Foi
escolhida a estrutura de covariancia que melhor se ajustou aos dados pelo menor critério de
informacao de Akaike em cada anélise. As estruturas de covariancia utilizadas foram toepliz
(haptoglobina), e autoregressiva de ordem 1 (SOD e GSH-Px, ceruloplasmina, PC ¢ ECC).

A taxa de prenhez foi analisada pelo procedimento GLIMMIX do SAS (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, USA, versao 9,4) com a aproximagao Satterthwaite para determinar os graus de
liberdade do denominador para efeitos fixos. Os modelos estatisticos continham como efeito
fixo o tratamento, e como variavel aleatoria, vaca (tratamento x lote) e lote. Para esta andlise,
os dados do experimento 1 (20 vacas) e experimento 2 (1144 vacas) foram analisados
conjuntamente.

Para todas as andlises a funcao pdiff foi utilizada quando detectada significancia no
teste-F e todos os resultados sdo reportados como LSMEANS seguidos por EPM. A

significancia foi definida quando P < 0,05, e tendéncias quando P > 0,05 ¢ <0,10.
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RESULTADOS

Experimento 1 — enzimas, variaveis de dinamica ovariana, PC e ECC. Houve efeito
de tratamento (P = 0,02), dia (P < 0,01) e tendéncia para interagao entre tratamento x dia (P =
0,06) para a concentracao de SOD. A aplicagdo de MMI tendeu a aumentar a concentragao de
SOD desde o d -4 até o final do experimento (d 30) em relacao a Salina (Figura 1a). Para a
concentracdo de GSH-Px houve efeito de tratamento (P < 0,01), dia (P < 0,01) e interacao
tratamento x dia (P <0,01). A aplicagdo de MMI aumentou a concentracdo de GSH-Px somente
nos d -9 e d -4 em relacdo a Salina (Figura 1b). Para a concentracao de haptoglobina nao houve
efeito de tratamento (P = 0,42), dia (P = 0,57) ou interagdo tratamento x dia (P = 0,43; Figura
2a) e, para ceruloplasmina, também nao houve efeito de tratamento (P = 0,45), dia (P = 0,15)
ou interacdo tratamento x dia (P = 0,79; Figura 2b).

A aplicacdo de MMI nao alterou o didmetro do foliculo dominante (P = 0,29), porém
reduziu o diametro do corpo lateo (P = 0,05) e o volume do corpo lateo (P = 0,03). Para PC
nao houve interagdo entre tratamento x dia (P = 0,68), porém houve efeito de dia (P <0,01) e
nao foi observado efeito de tratamento para PC ou mudanga de PC ao longo do experimento (P
>(,05; Tabela 3). Para ECC foi observada tendéncia (P = 0,06) para os animais do grupo MMI
apresentarem maior ECC, houve efeito de dia (P =0,02) e ndo foi observada interagao entre
tratamento x dia (P = 0,22; Tabela 3). Para mudanca de ECC nao foi observado efeito de
tratamento quando avaliado entre o d-11aod 0 (P=0,22) edod 0 ao d 30 (P =0,75), porém,
quando analisado o periodo todo do experimento (d -11 ao d 30) houve tendéncia (P = 0,06)
para os animais do grupo Salina perderem 0,6 ponto de ECC em relagdo ao MML.

Experimento 1 e 2 — taxa de prenhez. No experimento 1, das 10 vacas de cada
tratamento, 7 e 6 vacas ficaram prénhes para os grupos MMI e Salina, respectivamente. Quando
os dados dos experimentos 1 e 2 foram analisados conjuntamente, houve tendéncia (P = 0,08)

para os animais que receberam MMI aumentarem 5,15 % a taxa de prenhez (Figura 3).
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DISCUSSAO

A aplicagdo de MMI causou aumento da concentragdo da enzima SOD, metaloenzima
importante para o controle do estresse oxidativo nas células (Sordillo and Aitken, 2009). O
aumento ocorreu porque o Zn, Mn e o Cu que estavam presentes nos MMI, sdo componentes
da SOD que ¢ encontrada no corpo na forma de Cu/Zn-SOD e Mn-SOD (Markclund, 1980).
Esse aumento da concentracao por 41 d apds a aplicacdo dos MMI, contraria as observacdes
encontradas na literatura, de que quando aplicado Zn e Cu na forma injetdvel em bezerras, a
concentracao de SOD foi aumentada somente por até¢ 10 d (Tomasi et al., 2018). Porém apos a
aplicagdo dos MMI, os microminerais sao temporariamente armazenados no figado, e a
concentracao de Zn, pode permanecer superior neste orgao por até 79 d (Niedermayer et al.,
2017), e de Cu por até 100 d (Arthington et al., 2014). No presente experimento, 0 maior aporte
de Zn e Cu fornecidos pela aplicagdo de MMI, pode ter sido armazenado no figado por mais
de 41 d, e possibilitado que maior quantidade de SOD fosse produzida nesse periodo. A
concentracao de GSH-Px foi aumentada entre 4 a 7 d apds a aplicagdo de MM, e isso deve ter
acontecido devido ao maior aporte de Se que ¢ componente da GSH-Px (Rotruck et al., 1973).
O menor periodo de resposta da GSH-Px em relagao a SOD pode ter acontecido devido aos
animais estarem com um status inicial de Se baixo quando foi aplicado os MMI e, assim, esses
foram utilizados mais rapidamente que o Zn, Mn e Cu.

A aplicacdo de MMI nao alterou a concentracao de haptoglobina, que ¢ uma proteina
da fase aguda. Apesar dessa enzima teoricamente ndo ter relacdo com Zn, Mn, Se e¢ Cu
presentes no MMI, Arthington et al. (2014) observaram aumento da concentracdo de
haptoglobina por 6 a 10 d apo6s a aplicacio de MMI, indicando uma possivel reagdo
inflamatoéria. Essas informagdes corroboram com as do presente estudo que nao observaram
reacdo inflamatéria no local da aplicagdo do produto. Os MMI também ndo alteraram a

concentracao de ceruloplasmina no presente estudo. Esta ¢ uma proteina da fase aguda Cu-
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dependente, e bovinos com maior status de Cu, oriundo da aplicagdo de MMI, podem
apresentar maiores concentragoes de ceruloplasmina em resposta a algum evento estressante
(Arthington et al., 2014). Apesar das forrageiras utilizadas nesse experimento possuirem baixa
concentracao de Cu, o fornecimento de suplemento mineral pode ter proporcionado um status
de Cu suficiente para a maxima producao de ceruloplasmina em resposta ao estresse (causado
pela aplicacdo do MMI, colheitas de sangues e protocolo de IATF) e, assim, o complemento
de Cu pelos MMI possivelmente ndo foi necessario.

A aplicagdo de MMI causou redugdo no diametro e no volume do corpo luteo. Esse
efeito ndo era esperado, pois nossa hipotese era que o maior aporte de enzimas antioxidantes
proporcionadas pela aplicagdo de MMI reduziria a concentragdo de espécies reativas de
oxigénio no ovario e, isso, poderia inclusive aumentar o tamanho do corpo luteo. A redugdo no
diametro/volume do corpo luteo pode ter acontecido por uma possivel reagdo inflamatoria
causada pelos MMI, apesar destes ndo terem alterado a concentragdo de haptoglobina,
ceruloplasmina ou causado edema no local de injecao que pudessem ser indicativos desta.
Arthington et al. (2014) avaliaram a aplicacdo de uma dose maior do a que foi utilizada no
atual experimento (aproximadamente 1 mL/44 kg de PC e 1 mL/66 kg de PC para Arthington
etal., 2014 e o atual, respectivamente) e observaram aumento na concentragdo de haptoglobina,
ceruloplasmina, e proteina soluvel em 4&cido, indicando uma reacdo inflamatéria por
aproximadamente duas semanas apos a aplicagao dos MMI. A menor dose utilizada no nosso
estudo pode ndo ter causado reacdo inflamatoria suficiente para alterar as concentracdes de
haptoglobina e ceruloplasmina, mas pode ter afetado a concentragdo de citocinas pro-
inflamatoérias. Varias destas sdo alteradas em resposta a inflamag¢do, como, interleucinas (IL)-
1, IL-2, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferons e estes podem causar alteracdes

fisiologicas no ovario (Norman and Brannstrom, 1996). Algumas destas, como a IL-1 podem
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funcionar como um inibidor da luteinizacao intraovariana (Adashi, 1990). Porém no atual
experimento ndo foram quantificadas as concentracdes destas citocinas no plasma.

Os tratamentos nao afetaram o PC ou a mudanca deste, porém os animais do grupo
MMI apresentaram tendéncia para possuir maior ECC durante o experimento. Os animais do
grupo MMI tenderam a ganhar ECC durante o d-11 ao 30, enquanto os animais do grupo Salina
tenderam a perder ECC nesse mesmo periodo. Na literatura sdo encontrados estudos com
bovinos em crescimento que mostram que os MMI podem aumentar ou apresentar tendéncia
de aumentar o GMD (Arthington et al., 2014; Genther and Hansen, 2014; Harsh et al., 2018),
porém como os animais do presente estudo ja haviam atingido a maturidade, o efeito dos MMI
pode ter sido expressado em maior deposi¢ao de tecido adiposo.

Uma explicagdo plausivel que justifique o maior ECC nos animais do grupo MMI ¢ que
estes podem ter apresentado maior consumo de forragem. Em um experimento com novilhas
confinadas, a aplicagdo de MMI apresentou tendéncia para aumentar o consumo de matéria
seca (CMS) de uma dieta contendo alta quantidade de vitamina E (Harsh et al., 2018). Além
disso, Genther and Hansen (2014) observaram que, quando novilhos passam por um periodo
consumindo uma dieta deficiente em Zn, Mn, Se e Cu e, posteriormente, passam por um evento
estressante causado pelo transporte, quando retornam ao confinamento apresentam menor
CMS em relacdo aos animais que estavam consumindo uma dieta com concentragdes de Zn,
Mn, Se e Cu que atendesse ou excedesse as exigéncias. No presente estudo, as vacas
possivelmente passaram por altos niveis de estresse causado pelos manejos de aplicagdao dos
tratamentos, colheitas e protocolo de IATF e, assim, os MMI podem ter ajudado a manter o
consumo de forragem e de suplemento mineral nestas.

A aplicacdo de MMI tendeu a aumentar 5,1 % a taxa de prenhez das vacas. Isso pode
ter acontecido devido aos MMI terem aumentado a concentracao da enzima antioxidante SOD

do d -4 a 30 e, assim ter possibilitado maior controle do estresse oxidativo nos 6rgaos
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reprodutivos das vacas no periodo posterior a IA. Eventos estressantes como o causado pelo
transporte tem causado aumento na concentragao sé€rica de malondialdeido (MDA; que ¢ um
marcador da peroxidagdo lipidica) e reduzido a capacidade antioxidante total (Chirase et al.,
2004), e isso também pode ter acontecido com as vacas deste experimento, devido ao estresse
que estas passaram nesse periodo. Conforme descrito por Agarwal et al. (2005), as espécies
reativas de oxigénio afetam multiplos processos fisioldgicos desde a maturagao do odcito até a
fertilizagdo, sobrevivéncia e desenvolvimento embrionario e manutencao da prenhez. A maior
propor¢ao das mortes embrionarias ocorre nos primeiros 21 d apos a inseminacao (Inskeep and
Dailey, 2005) e, dentro desta, a fase mais susceptivel a mortalidade ¢ durante o
desenvolvimento do estagio de morula a blastocisto, nos d 5 a 8 apds a inseminacao (Maurer
and Chenault, 1983). Logo, o maior controle do estresse oxidativo nessa fase proporcionado
pela aplicagdo de MMI pode ser o responsavel pela tendéncia de aumento na taxa de prenhez
das vacas. Outra variavel que pode ter contribuido para o aumento na taxa de prenhez nas vacas
do grupo MMI foi o maior ECC em relagao as do grupo Salina. O ECC ¢ um indicativo das
reservas energéticas do animal e, vacas com maiores ECC, podem apresentar maior
concentracao dos hormonios fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) e leptina
no plasma, e estes tem sido associado com melhora no desempenho reprodutivo (Meikle et al.,
2004).

Resumidamente, os principais efeitos encontrados com a aplicagao de MMI foi de que
esta aumentou a concentragdo das enzimas antioxidantes (SOD e GSH-Px), apresentou
tendéncia para aumentar o ECC e a taxa de prenhez, ndo alterou as proteinas da fase aguda
(haptoglobina e ceruloplasmina), o PC e o didmetro do foliculo dominante, porém reduziu o
diametro e o volume do corpo luteo em relagdo aos animais do grupo Salina. Experimentos
futuros devem avaliar o efeito da aplicagdo dos MMI sobre a concentracao de citocinas pro-

inflamatérias e outros indicativos de uma possivel reagdo inflamatoria. Além disso, €



2087

2088

2089

2090

2091

2092

2093

2094

2095

2096

2097

2098

2099

2100

2101

2102

2103

2104

2105

2106

2107

2108

2109

126

interessante descobrir qual foi o componente dos MMI que causou essa reducdo no didmetro e
volume do corpo lateo para que alteragdes possam ser feitas na composi¢cdo e possibilitar

aumento na eficiéncia deste.
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Tabela 1. Composi¢ao quimica das forrageiras das fazendas (Faz) onde foram executados os

experimentos.
Pastagens
Exp.1 Exp.2 Exp.2 Exigéncias?
Item! Faz. Faz. Faz. So Exp-2 (NRC,
Escola Campo José do F?Z. 2016)
UFMS Verde Nabileque Seriema
Matéria seca, g/kg 281,1 310,5 360,6 515,5 -
g/kg de matéria seca
Proteina bruta 73,0 71,3 45,5 44,8 -
FDN 713,7 720,3 700,6 781,6 -
FDA 425,7 347,0 3839 488,7 -
Lignina 40,4 36,5 44,1 60,5 -
Extrato etéreo 21,5 21,8 22,5 18,9 -
Matéria mineral 100,4 86,5 75,2 77,6 -
CNF 91,3 100,1 156,2 77,1 -
Ca 2,44 2,42 1,83 1,46 -
P 1,19 1,45 0,76 0,92 -
Na 1,49 1,85 2,61 1,48 1,0
K 9,76 10,59 7,50 10,01 7,0
Mg 2,51 1,88 2,08 1,12 2,0
mg/kg de matéria seca
Fe 115,01 177,3 113,44 155,02 50,0
Zn 19,64 31,9 11,02 14,20 30,0
Mn 132,16 138,8 88,98 71,55 40,0
Se 0,11 0,16 0,16 0,07 0,1
Cu 2,07 4,32 2,10 2,77 10,0

'FDN, fibra em detergente neutro; FDA, fibra em detergente 4acido; CNF, carboidratos nio

fibrosos.

2Exigéncias para vacas no inicio da lactacio estabelecidas pelo NRC (2016).
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Tabela 2. Niveis de garantia dos suplementos minerais em po utilizado nas diferentes fazendas

(Faz).
Suplementos minerais
Hem Exp. 1! Exp.2* Exp.23 Exp.2*
Faz. Escola Faz. Faz. Sdo José do Faz.
UFMS Campo Verde Nabileque Seriema
g/kg de matéria seca
Ca 196 150 — 220 139 — 155 111-135
P 90 81 80 90
Na 99 114 130 141
Mg 20 - 10 -
S 20 14 40 18
mg/kg matéria seca
F 900 810 800 900
Co 200 60 80 60
I 180 78 100 75
Fe 2400 - - 1800
Zn 3000 5250 5000 4500
Mn 1670 1040 1040 1800
Se 40 22 26 17
Cu 1200 1500 1350 1500
Ulkg
Vitamina A 150000 - - -
Vitamina D3 30000 - - -
Vitamina E 1500 - - -

"Mega Fos 90 Milk (AgroMega Industria de Alimentos Animal, Tamboara, PR, Brasil).
2Férmula Campo Verde (MCassab Comércio e Industria, Campo Grande, MS, Brasil).

3BellNutri (Trouw Nutrition, Mirassol, SP, Brasil).

“Fosbovi Reprodugdo (DSM Produtos Nutricionais, Campo Grande, MS, Brasil).



132

2195  Tabela 3. Efeito da aplicacao de microminerais injetaveis (SMI) sobre as estruturas ovarianas,

2196  peso corporal e escore de condigdo corporal (Exp. 1).

Tratamentos! P-Value?
Item EPM
MMI Salina Trat Trat x dia

Estruturas ovarianas

Diametro do foliculo dominante (d 0), mm 15,3 13,9 1,0 0,29

Diametro do corpo lateo (d 14), mm 29,8 38,1 2,8 0,05
Volume do corpo lateo (d 14), cm? 15,5 34,0 54 0,03

Peso corporal,’® kg 0,62 0,68
d-11 396,7 396,8 3,5
do 384,3  380,3 3,5
d 30 420,9 4189 3,5

Mudanga de peso corporal, kg
d-11aodO0 -124  -16,5 29 034
d0aod30 36,6 38,6 3,7 0,71
d-11ao0d 30 242 22,1 54 0,78

Escore de condigio corporal®, 1-9 0,06 0,22
d-11 4,7 4,7 0,2
do 4,5 4,0 0,2
d 30 4,9 4,3 0,2
Média geral 4,7 4,3 0,1

Mudanga de escore de condic¢ao corporal
d-11aod0 -0,2 -0,7 0,3 0,22
d0aod30 0,4 0,3 0,2 0,75
d-11ao0d30 0,2 -0,4 0,2 0,06

2197  'MMI, microminerais injetaveis (6 mL/animal; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO),
2198  Salina, injecao de solucao salina (6 mL/animal).

2199  Trat, tratamento; Trat x dia, interacdo entre tratamento e dia.

2200 3Efeito de dia (P < 0,01), com médias de 396,7°, 382,3¢ 419,9* (£ 2,49) kg parad-11,d0ed

2201 30, respectivamente.
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2202 “Efeito de dia (P = 0,02), com médias de 4,7%, 4,2° e 4,6° (= 0,1) para d -11,d 0 ¢ d 30
2203  respectivamente.

2204
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Figura 1. Efeito na concentracao de superoxido dismutase (Figura 1a) e glutationa peroxidase
(Figura 1b) no Exp. 1. MMI, microminerais injetaveis (6 mL/animal; Multimin 90, Multimin,
Fort Collins, CO), Salina, injecao de solugdo salina (6 mL/animal). Para superoxido dismutase
houve efeito de tratamento (P =0,02), dia (P <0,01) e tendéncia para interacao entre tratamento
x dia (P = 0,06). Para glutationa peroxidase, houve efeito de tratamento (P < 0,01), dia (P <
0,01) e interacao tratamento % dia (P < 0,01). * significa P < 0,05 e ** significa P > 0,05 e <

0,10.

Figura 2. Efeito na concentracao de haptoglobina (Figura 2a) e de ceruloplasmina (Figura 2b)
no Exp. 1. MMI, microminerais injetaveis (6 mL/animal; Multimin 90, Multimin, Fort Collins,
CO), Salina, injecao de solucdo salina (6 mL/animal). Para haptoglobina ndo houve efeito de
tratamento (P = 0,42), dia (P = 0,57) ou interagdo tratamento x dia (P = 0,43). Para
ceruloplasmina nao houve efeito de tratamento (P = 0,45), dia (P = 0,15) ou interagdo

tratamento x dia (P = 0,79).

Figura 3. Efeito sobre a taxa de prenhez no Exp. 1 e Exp. 2 (analisados conjuntamente). MMI,
microminerais injetaveis (6 mL/animal; Multimin 90, Multimin, Fort Collins, CO), Salina,
injecao de solugdo salina (6 mL/animal). Barras verticais representam o EPM e os valores na
parte inferior das colunas representam o LSMEANS. Valores entre parénteses representam o
numero de vacas prenhez/numero de vacas submetidas a IATF. Houve tendéncia para

tratamento (P = 0,08). ** significa P > 0,05 ¢ <0,10.
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2235  Figura 1b
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2243  Figura 2b
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CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

A aplicagdo de MMI em cabritos, bezerros e em vacas, aumentou a producdo das
enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px e, o periodo que estas foram alteradas ¢ variavel. Os
MMI aumentaram a concentragdo de SOD por 21, 7, 13 e 34 d apds a aplicacdo, para os
experimentos com cabritos, bezerros, vacas 30 d pré-1A e vacas 11 d pré-IA, respectivamente.
A aplicacdo de MMI aumentou a concentracdo de GSH-Px por 7, 21, 4 e 7 d para os
experimentos com cabritos, bezerros, vacas 30 d pré-1A e vacas 11 d pré-IA, respectivamente.
Essa variagdo no periodo de resposta das enzimas antioxidantes entre os experimentos,
provavelmente se deve aos diferentes status de microminerais, que 0s animais se encontravam
no inicio de cada experimento.

A aplicacdo de MMI aumentou a quantidade de eosinofilos em cabritos e, de leucécitos
totais, linfocitos, e eosindfilos em bezerros e, de plaquetas em ambos os experimentos. Essa
melhora no sistema imunologico com a aplicagdo de MMI refletiu em redugdo da incidéncia
de diarreia em cabritos.

A aplicagao de MMI reduziu a HCM em cabritos e a CHCM em bezerros. Porém, essa
alteracdo metabolica, provavelmente ndo causou nenhum efeito prejudicial, pois estas ainda se
encontravam dentro da faixa normal aceita para ambas as espécies.

Nao foi observado efeito dos MMI no desempenho produtivo (PC, GMD ou alteragao
do PC) em nenhum dos experimentos, porém os MMI tenderam a aumentar o ECC quando
aplicados 11 d pré-IA em vacas. Esses resultados mostram que em animais em crescimento, o
efeito da aplicagdo de MMI no desempenho, € baixo ou nulo, e em animais que ja atingiram a
maturidade, esse efeito pode ser observado com aumento do ECC.

Foi observado redu¢ao do tamanho do corpo lateo, quando aplicado MMI 30 ou 11 d

pré-IATF. No entanto, somente com andlise da concentragao de progesterona, serd possivel
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saber se essa reducao do corpo lateo, foi prejudicial a reprodu¢ao. Em ambos os experimentos,
as proteinas da fase aguda nao foram alteradas pela aplicacao de MMI.

A aplicagdo de MMI 30 d pré-IATF ndo apresentou diferenga estatistica (P=0,15) na
taxa de prenhez, apesar de ter causado aumento numérico de 5,73%, em relacdao a Salina. No
entanto, quando os MMI foram aplicados 11 d pré-IATF, houve tendéncia (P=0,08) de aumento
de 5,15% na taxa de prenhez, em relacdo a Salina. O aumento numérico, em ambos o0s
experimentos foi semelhante, apesar de somente o segundo tender a diferir, e isso se deve, ao
menor numero de animais no primeiro estudo. No entanto, ndo ¢ possivel afirmar, que esse
aumento numérico de 5,73% na taxa de prenhez, com a aplicagdo de MMI 30 d pré-IATF, se
manteria se aumentassemos o numero de animais. Mesmo que ambos 0s experimentos
diferissem estaticamente, a recomendacao se manteria em aplicar os MMI 11 d pré-IATF ao
invés de 30 d pré-IATF. Aplicando os MMI 11 d pré-IATF, se aproveita o mesmo manejo com
os animais, que ¢ feito para inicio do protocolo de sincronizacao do estro, reduzindo assim os

custos operacionais €, o estresse causado pelas interagdes com as vacas.



