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RESUMO

CORTINHAS, C. S. Fornecimento de zinco, cobre e selénio organicos para vacas
leiteiras e efeitos sobre a qualidade do leite e saude da glandula mamaria.
[Organic zinc, copper and selenium supplementation in dairy cows and effects on milk
quality and mammary gland health]. 2009. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Pirassununga, 2009.

Os objetivos gerais deste estudo foram avaliar o efeito suplementacdo de zinco (Zn),
cobre (Cu) e selénio (Se) organicos para vacas leiteiras e os seus efeitos sobre a
qualidade do leite, saude da glandula mamaria e consumo de alimentos. Os objetivos
especificos foram avaliar: a contagem de células somaticas (CCS), a prevaléncia de
mastite clinica e subclinica,a producdo e composicao de leite nos 80 primeiros dias de
lactagdo; monitorar a atividade enzimatica de superoxido dismutase (CuZnSOD),
glutationa peroxidase (GSH-Px) e ceruloplasmina (CP); o consumo de alimentos; a
concentragao plasmatica de Zn, Cu e Se; e as variagdes de peso e escore dos animais.
Dezenove vacas leiteiras, com prenhez confirmada, foram selecionadas por peso,
escore de condi¢gao corporal (ECC), numero de lactagdes e produgcao de leite da
lactagao anterior, e distribuidas ao acaso em dois grupos para receber fontes de Zn, Cu
e Se organica (n=9) ou inorganica (n=10). As dietas foram formuladas para suprir os
requerimentos nutricionais dos animais dos 60 dias antes da data prevista do parto aos
80 dias de lactacdo. Amostras dos alimentos fornecidos e das sobras foram coletadas
diariamente para posterior analise de composicao. O leite foi coletado semanalmente a
partir da 32 semana de lactagao para determinagdo da composigcédo e CCS, e nos dias 1
e 7 de lactagdo, e quando diagnosticados casos clinicos de mastite, para cultura
microbioldgica. Amostras de sangue foram coletadas aos -60, -21, 1, 21, 40 e 80 dias
do periodo experimental para analises da concentracdo de CuZnSOD, GSH-Px e CP.
Para determinagao das concentragdes plasmaticas de Zn, Cu e Se amostras de sangue
foram coletas aos 60 dias antes da data prevista de parto, e no 1°, 40° e 80° dias de
lactagdo. Avaliagdes do escore de condigdo corporal (ECC) e do peso corporal (PC)
foram realizadas no inicio e final do experimento, no parto, e uma vez por semana

durante todo o periodo experimental. A incidéncia (novos casos)e o total de casos de



mastite subclinica foi menor para o grupo de vacas alimentadas com fontes organicas
de Zn, Cu e Se em comparagao com 0s animais que receberam fontes inorganicas. A
CCS durante os primeiros 80 dias de lactagédo foi menor (P = 0,056) para o grupo
alimentado com Zn, Cu e Se organicos. Nao foram observados efeitos de fontes
organicas de Zn, Cu e Se sobre as concentragdes de CuZnSOD , GSH-Px e CP, Zn, Cu
e Se plasmaticos, produgdo e composicdo de leite, consumo de nutrientes, ECC,
mudanga de ECC e PC. Foi observado efeito (P=0,024) da fonte sobre a mudanga de
PC.

Palavras-chave: Cobre. Contagem de células somaticas. Fontes. Selénio. Zinco.



ABSTRACT

CORTINHAS, C. S. Organic zinc, copper and selenium supplementation in dairy
cows and effects on milk quality and mammary gland health. [Fornecimento de
zinco, cobre e selénio organicos para vacas leiteiras e efeitos sobre a qualidade do leite
e saude da glandula mamarial. 2009. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Pirassununga, 2009.

The general objectives of this study were to evaluate the effect organic zinc (Zn), copper
(Cu) and selenium (Se) supplementationto dairy cows on milk quality, mammary gland
health and feed intake. The specific objectives were to evaluate: the somatic cell count
(SCC), clinical and subclinical mastitis prevalence, milk production and composition
during the first 80 days of lactation; the superoxide dismutase (CuZnSOD), glutathione
peroxidase (GSH-Px) and ceruloplasmin (CP) enzyme activity; the nutrients intake; Zn,
Cu and Se plasmatic concentrations; changes in weight and body condition score.
Nineteen dairy cows, with confirmed pregnancy, were selected by body weight (BW),
body condition score (BCS), number of lactation, and milk yield in previous lactation, and
randomly distributed among two groups to receive organic (n=9) or inorganic (n=10)
sources of Zn, Cu and Se. The diets were formulated to meet the nutritional
requirements of animals from 60 days before the expected date of calving up to 80 days
of lactation. Every day, food samples and leftovers were collected for composition
analysis. Milk samples was collected weekly after 15 days of lactation to determine the
composition and CCS, on days 1 and 7 of lactation, and when a mastitis clinical case
was diagnosed for microbiological culture. Blood samples were collected on -60, -21, 1,
21, 40 and 80 days of the experimental period for CuZnSOD, GSH-Px, and CP analysis.
For plasma concentrations of Zn, Cu and Se blood samples were collected at 60 days
before calving, and at 1st, 40th and 80th days of lactation. Assessments of body
condition score (BCS) and body weight (BW) were performed at the beginning and at
the end of the experiment, the day of calving, and once a week throughout the
experimental period. The incidence (new cases) and total number of subclinical mastitis
cases was lower for the group of cows fed organic Zn, Cu and Se in comparison with

animals that received the inorganic sources. The SCC during the first 80 days of



lactation was lower (P = 0,056) for the group fed organic Zn, Cu and Se. There were no
effects of Zn, Cu and Se organic supply on concentrations of CuZnSOD, GSH-Px and
CP, Zn, Cu and Se plasma, production and composition of milk, consumption of
nutrients, BW, BCS and changes on BCS. It was observed effect of source on BW
changes (P=0,024).

Keywords: Copper. Selenium Somatic cell count. Sources. Zinc.
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CCS Contagem de células somaticas
CMS Consumo de matéria seca
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EE Extrato etéreo

EL Energia liquida

ESD Extrato seco desengordurado
EST Extrato seco total

ERO Espécies reativas de oxigénio
FDA Fibra em detergente acido
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1 INTRODUGAO GERAL

O estudo de estratégias que aumentam os mecanismos de defesa da glandula
mamaria tem cada vez mais destacado os efeitos da nutricdo sobre a resposta imune.
Dentre os nutrientes mais estudados estdo os minerais e vitaminas (SANTOS;
FONSECA, 2006).

Cobre (Cu), zinco (Zn) e selénio (Se) sdo micro-minerais que atuam no sistema
celular antioxidante, melhorando a resposta imunoldgica e contribuindo para o aumento
da resisténcia as infeccbes mamarias. Estes nutrientes impedem a acao deletéria de
radicais livres, sendo classificados como antioxidantes de prevencao.

O estresse oxidativo ocorre quando metabdlitos reativos ao oxigénio séo
produzidos em excesso, devido ao processo inflamatério em resposta a invaséo de
patdgenos. Esses metabdlitos, tais como peroxidos e superdxidos, séo produzidos
pelas células imunes durante a fagocitose de microorganismos. Quando a capacidade
antioxidante € limitada, a meia vida da célula imune é reduzida e a infec¢do pode
estabilizar ou se tornar mais grave (WEISS; SOCHA, 2005).

O desbalancgo no sistema antioxidante pode ocasionar danos ao tecido mamario.
Quando a bactéria penetra no canal do teto, ocorre influxo de glébulos brancos para
destruir a infecgao. Peroxidos sao produzidos para auxiliar na destruicdo de patégenos,
no entanto, se em concentragdo elevada, podem causar perdas na producéo de leite,
e., em casos mais severos, a perda permanente do quarto mamario (LAUZON et al.,
2006).

O simples fato de o nutriente estar diretamente envolvido com o sistema imune
nao garante que a sua suplementacédo na dieta ira aumentar a imunidade e reduzir o
numero de casos de mastite. As vacas necessitam consumir quantidades adequadas
de minerais e vitaminas para manter seu “status” antioxidante 6timo (WEISS; WYATT,
2002). Assim, torna-se de fundamental importancia o estudo das fontes de micro-
minerais complexados, os quais tém sido descritos por sua maior biodisponibilidade em

relacao as fontes ibnicas.
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A saude da glandula mamaria esta diretamente relacionada com a quantidade e
qualidade do leite produzido. Santos e Fonseca (2006) comentam que no Brasil, em
funcdo da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos, possam ocorrer perdas na
producéo de cerca de 15%. Esses prejuizos atingem diretamente o produtor, mas a
industria de laticinios também é afetada pela redugdo no rendimento da fabricagdo de

queijos, diminuigdo da qualidade e da vida de prateleira dos derivados lacteos.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar o efeito suplementagao de Zn,
Cu e Se complexados para vacas leiteiras e os seus efeitos sobre a qualidade do leite e

saude da glandula mamaria. Os objetivos especificos foram avaliar:

a) Prevaléncia de mastite clinica e subclinica (CCS) nos 80 primeiros dias de
lactacao;

b) Teores séricos de Zn, Cu e Se;

c) Concentragado enzimatica de CP, GSH-Px e CuZnSOD.

d) Consumo de alimentos, producao de leite e teores de micro-elementos na dieta;

e) Escore de condi¢ao corporal e peso;

f) Composigao do leite (gordura, proteina, lactose, sélidos totais).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Imunologia da glandula mamaria

A glandula mamaria € um o6rgéo protegido por mecanismos de defesa que
podem ser separados em duas categorias distintas: imunidade inata e imunidade
especifica. A imunidade inata, mais conhecida como resposta inespecifica, é
predominante durante os estagios iniciais da infecgédo, e € mediada por barreiras fisicas
na extremidadedo teto, macréfagos, neutrofilos, células “natural killer”, e por alguns
fatores soluveis (SORDILLO, 2005), como proteinas e peptideos anti-microbianos
(lisozimas, lactoferrinas) (PICCININI et al., 2007). Além dessa classificagdo, os
componentes da resposta inata podem ainda ser subdivididos em imunidade celular e
humoral (RAINARD; RIOLLET, 2006).

Quando o agente patégeno € capaz de invadir ou ndo € completamente
eliminado pelo sistema de defesa imune inato, o sistema imune especifico ou adquirido
€ acionado. Sao reconhecidos fatores antigénicos do patégeno e, quando em contato
mais de uma vez com o mesmo antigeno, ocorre forte reacdo em fungdo da memoria
imunolégica (SORDILO; STREICHER, 2002). O reconhecimento dos fatores
patogénicos € mediado por anticorpos, macrofagos e por varias populagdes de
linfécitos (SORDILLO et al., 1997). Assim, com o mecanismo de memoria, apos a
primeira exposi¢cao, a resposta vai se tornando mais rapida, longa e mais efetiva na
destruicao do patégeno (SORDILO; STREICHER, 2002).

O canal do teto é a primeira linha de defesa contra a mastite, por esta ser a rota
pela qual os patdégenos entram na glandula mamaria. O canal encontra-se fechado
entre as ordenhas e durante o periodo seco ocorre oclusdo por queratina que é
derivada do epitélio estratificado que reveste o canal (RAINARD; RIOLLET, 2006). Na
queratina estdo presentes acidos graxos esterificados e nao esterificados (como:
miristico, palmitoléico e linoléico) e proteinas catibnicas que tem a capacidade de se

ligar eletrostaticamente aos agentes patdgenos, alteram a parede celular, e os tornam
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mais susceptiveis a pressao osmotica (SORDILO; STREICHER, 2002). Além da
queratina, o teto possui musculoso esfincter que mantém o canal fechado, entre as
ordenhas, e impede a penetragao das bactérias (SORDILLO, 2005).

A bactéria que ultrapassa a defesa anatémica do canal do teto tem que contornar
também as atividades antimicrobianas da glandula mamaria para estabelecer a doenga.
Citoquininas pré-inflamatérias induzem a migracdo de leucocitos (neutroéfilos,
macrofagos e linfocitos). O rapido influxo de neutrdfilos para o sitio de infecgéo, a
capacidade de fagocitar e eliminar a bactéria pode ser a chave para uma rapida
recuperagao da infecgdo (RABOT et al.,, 2007). Os neutrdfilos fazem a ingestdo de
bactérias em fagossomos, os quais se fundem com lisossomos, estimulando a
produgdo de agentes oxidativos em processo denominado explosdo respiratdria, no
qual sdo gerados radicais de oxigénio que servem como precursores para varios
oxidantes anti-microbianos (LIPPOLIS et al., 2006).

Enquanto os neutréfilos polimorfonucleares ativam seus fagdcitos, ocorre
continua exposigao a fatores inibitorios do leite, como glébulos de gordura e caseina, o
que altera a morfologia dos neutrofilos e reduz a fagocitose. Durante o processo de
fagocitose, os neutréfilos polimorfonucleares liberam substancias que destroem os
patdgenos, no entanto também causam injurias na delicada estrutura da glandula
mamaria, o que resulta na redugao do numero de células secretorias. Para minimizar os
danos ao tecido mamario, os neutréfilos polimorfonucleares sao submetidos ao
processo de morte celular programada chamado apoptose, no qual macréfagos os
englobam e fagocitam (PAAPE et al., 2003).

A funcao dos macréfagos € fagocitar os microrganismos e destrui-los sob a agao
de proteases e espécies reativas de oxigénio (ERO). Entretanto, o numero de
macréfagos mamarios tende a ser menor devido ao baixo numero de receptores, que
diminui sua capacidade de fagocitar quando comparado aos neutrofilos (SORDILLO,
2005). Em adicédo a essa fungdo, os macrofagos desempenham papel importante no
processamento e apresentacdo de antigenos resultantes da ingestdo de bactérias
(SORDILLO et al., 1997).
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Os mecanismos de defesa da glandula mamaria devem interagir de forma
coordenada visando obter a maxima eficiéncia na protegao contra patégenos e minimos

danos do tecido mamario.

3.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de ERO excede os mecanismos
de defesa anti-oxidantes do organismo animal (SPEARS; WEISS, 2008). As ERO séao
erroneamente denominadas de radicais livres que sdo atomos ou moléculas altamente
reativos com numero impar de elétrons na sua ultima camada de elétrons (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). A terminologia ERO s&o atomos ou moléculas que, embora ndo
possuam elétrons desemparelhados, s&o muito reativas (RIBEIRO et al., 2005).
Segundo Nockels (1996), durante o metabolismo potentes oxidantes s&o produzidos,
como os radicais livres, superoéxido (O,-), radical peroxido (ROQO), radical hidroxila (HO
) e outros oxidantes nao radicais como o perdxido de hidrogénio (H203), e o oxigénio
(O2).

O dano oxidativo é resultado do desbalanco e inclui modificacdo oxidativa de
macromoléculas celulares, morte celular por apoptose e necrose, bem como dano
estrutural no tecido (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007). Células imunes sé&o
particularmente sensiveis ao estresse oxidativo por ter em suas membranas altas
concentragdes de acidos graxos polinsaturados que sdo muito susceptiveis a
peroxidagdo, além disso, sdao grandes produtoras de ERO quando estimuladas
(SPEARS; WEISS, 2008).

O desbalanco no sistema antioxidante pode causar danos a todos os tipos de
biomoléculas (DNA, proteinas, lipidios, e carboidratos) e ocasionalmente induzir a
injurias tissulares. Em casos de mastite aguda por coliformes a quantidade de ERO
liberada por neutréfilos polimorfonucleares, em adicdo ao processo inflamatério, pode
ocasionar grandes danos no tecido da glandula mamaria, perdas na producéao de leite,

e perda permanente do quarto mamario, em casos mais graves, (LAUZON et al., 2006).
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Devido ao efeito téxico das ERO, existe um sofisticado sistema antioxidante
(WEISS, 2005a) (Tabela 1), dos quais alguns micro-minerais e vitaminas s&o
componentes. O sistema possui antioxidantes lipo e hidrossoluveis, uma vez que as
ERO estdo presentes em diversos compartimentos celulares. Quando a capacidade
antioxidante é limitada a vida util das células imunoldés envolvidas no processo

inflamatorio é reduzida e a infecgcédo pode se tornar mais grave (WEISS, 2005a).

Tabela 1- Enzimas do sistema antioxidantes encontradas em células de
mamiferos, suas funcdes e o0s respectivos microminerais que as

compde
Componente Nutriente
(localizagao na célula) envolvido Funcao

Superdéxido Dismutase c . Enzima que converte superéxido a
. obre e zinco . . .
(citosol) peroxido de hidrogénio
Superdéxido Dismutase Enzima que converte superoxido a
(mitocondria) peréxido de hidrogénio
Proteina anti-oxidante que impede o
Cobre cobre e o ferro de participar das
reacdes oxidativas

Manganés e zinco

Ceruloplasmina (fase
aquosa)

Glutationa Peroxidase . o
Enzima que converte peroxido de

(citosol) Selénio hidrogénio em agua
Enzima (primeiramente no figado)

Catalase (citosol) Ferro que converte perdxido de hidrogénio
) em agua
Acido Ascorbico (citosol) Vitamina C Reage com diversos tipos de ERO
a Tacoferol (membranas) Vitamina E Quebra as reagoes Qe peroxidagao

em cadeia de acidos graxos

B Caroteno (membranas) B Caroteno Previne as reagdes de peroxidagao

em cadeia de acidos graxos

Fonte: Adaptado de (WEISS, 2005a)

O metabolismo oxidativo € um complexo sistema necessario para auxiliar células
imunes no combate a patégenos, no entanto, quando ocorre desequilibrio entre os

agentes oxidantes e antioxidantes, danos celulares e teciduais podem ocorrer. Portanto,
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torna-se imprescindivel a manutencao de adequada capacidade antioxidante durante os

episodios de mastite.

3.3 Mastite e contagem de células somaticas

A mastite é a inflamagao da glandula mamaria, em resposta a uma invasao da
glandula mamaria por microorganismos patogénicos, seguida de uma série de reacoes
que reduzem a capacidade de producao, altera a composi¢cdo do leite, e aumenta a
contagem de células somaticas (HARMON, 1994).

As infecgbes da glandula mamaria podem apresentar-se nas formas clinica e
sub-clinica, sendo esta ultima a mais prevalente e responsavel por aproximadamente
70% das perdas, devido a redugdo da secregcao de leite em até 45%(FONSECA,;
SANTOS, 2000). A mastite tem etiologia complexa e multivariada o que torna
necessaria a identificagdo dos microorganismos infectantes, tanto para o controle e
prevencao, quanto para monitoramento de rebanhos (RIBEIRO et al., 2003).

Os agentes patogenos envolvidos com a mastite sdo classificados como
contagiosos e ambientais. Essencialmente, como patdégenos contagiosos sé&o
considerados os microorganismos adaptados a sobreviver no hospedeiro, em particular
na glandula mamaria (BRADLEY, 2002). Cabe ressaltar, que rebanhos que possuem
um manejo de ordenha inadequado e alta prevaléncia de microorganismos contagiosos,
apresentam alto indice de mastite subclinica. Os agentes da mastite contagiosa ainda
podem ser divididas em dois grandes grupos: patdégenos principais e patdgenos
secundarios. No primeiro grupo os mais importantes sao Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae, e entre os secundarios, o Corynebacterium bovis (FONSECA,;
SANTQOS, 2000).

Segundo Bradley (2002), os patdégenos ambientais sdo melhor descritos como
invasores oportunistas da glandula mamaria, ndo adaptados a sobreviver no
hospedeiro. Esses patégenos vivem preferencialmente no habitat da vaca, em locais

que apresentam esterco, urina, barro e camas organicas, e quando invadem a glandula
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mamaria, se multiplicam, produzem a resposta imune no hospedeiro e rapidamente sao
eliminados. Esse tipo de mastite caracteriza-se por alta incidéncia de casos clinicos,
geralmente de curta duracdo, frequentemente com manifestacdo aguda e maior
concentragao nos momentos do pré e pos-parto imediato (FONSECA; SANTOS, 2000).
Os principais microorganismos desse tipo de infecgdo sdo as bactérias gram-negativas
- principalmente Enterobacteriaceae como Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter
sp., Serratia sp. e Proteus sp., e Pseudomonaceae, estreptococcus ambientais
(principalmente Streptococcus uberis e menos freqlente Streptococcus dysgalactiae) e
enterococos (Enterococcus faecalis) (GRUET et al., 2001).

Apés invasao de microrganismos na glandula mamaria, ocorre migragao e
aumento no numero de leucdcitos presentes no leite, cuja maioria sdo neutrofilos
polimorfonucleares. Essas células migram da corrente circulatéria para a glandula
mamaria e, no leite, sdo denominadas células somaticas. Portanto, o aumento das
células somaticas no leite ocorre quando se estabelece a resposta imune na glandula
mamaria. Outros fatores como estagio de lactagao, idade do animal e estagao do ano
podem influenciar na contagem de células somaticas (CCS), porém o principal fator é a
ocorréncia de infecgao intramamaria (BRITO et al., 1997).

A principal origem das células somaticas em animais sadios € a epitelial e
representam 65 a 70% do total, ja em animais com mastite crénica as células epiteliais
representam menos de 50% das células somaticas, e em casos mais severos esses
valores sdo ainda mais baixos (10 a 45%) (FONSECA; SANTOS, 2000). Para ser
possivel distinguir quartos mamarios infectados de néo infectados pela contagem de
células somaticas, estabeleceu-se um limite de 200.000 a 250.000 cels/mL, acima do
qual o quarto é considerado infectado. Nesses limites, o diagndstico de mastite pela
CCS apresenta uma sensibilidade de 75% e especificidade de 90%, aproximadamente
(SCHUKKEN et al., 2003). Desse modo, o aumento na contagem de células somaticas,
acompanhado da alteracdo da proporcdo entre os tipos celulares, se torna um
importante indicador da saude da glandula mamaria (SCHUKKEN et al., 2003)

A contagem de células somaticas, além de ser indicador de mastite, vem sendo
usada por muitos paises como indicador da qualidade do leite. No Brasil, com a

publicagcdo da Instrugdo Normativa N°51/2002 (Tabela 2) estabeleceu-se novas
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exigéncias para a produgao de leite, sendo incluida pela primeira vez a CCS como um
parametro de qualidade a ser controlado (FONSECA; SANTOS, 2000).

Tabela 2- Limites maximos de CCS para o leite cru resfriado no Brasil

Contagem de células somaticas maxima admitida no leite cru refrigerado
A partir de 01/07/2005 nas A partir de 01/07/2008 nas A partir de 01/01/2011 nas
regides CO, SEe Sea regides CO, SEe Sea regides CO, SEe Sea
partir de 01/07/2007 nas partir de 01/07/2010 nas partir de 01/07/2012 nas
regides N e NE. regides N e NE. regides N e NE.
1.000.000 células/ml 750.000 células/ml 400.000 células/ml

Fonte: MAPA (IN 51/2002)

A CCS, além de indicar o estado sanitario da glandula mamaria, é também um
importante critério de qualidade do leite cru, uma vez que a alta CCS indica leite e
produtos lacteos com qualidade reduzida e composi¢ao alterada.

A vida de prateleira do leite e derivados, alteracbes de composicao e sensoriais,
como rancidez, estdo associados ao aumento na CCS. Isto ocorre devido a acédo de
lipases, provenientes dos neutréfilos e macrofagos, sobre os trigliceridios, mesmo apés
0 processo de pasteurizagdo (SANTOS et al., 2007). Na fabricagdo de queijos, além de
comprometer a qualidade sensorial, a elevada CCS interfere no rendimento,
consisténcia e perdas de gordura e caseina no soro (BARBANO et al., 2006).

Cabe ressaltar que a extensdo dos danos ao tecido mamario ocasionados pela
reacao inflamatoria, esta diretamente relacionada com alteragcbes na composicido do
leite (gordura, proteina, lactose, cloro, sodio, potassio) e com o aumento na CCS, no
entanto, o primeiro impacto negativo do aumento da CCS para a cadeia produtiva do
leite € sobre a producdo, independente da alteragdo na composicdo (SANTOS;
FONSECA, 2006). No Brasil, devido a alta prevaléncia de mastite, estima-se uma perda
de 15% na producdo de leite do pais, o que representaria uma perda total de 3,3
bilhdes de litros ao ano em relagdo a producdo anual de 28,89 bilhdes de litros
(SANTOS; FONSECA, 2006).
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3.4 Periodo de transicao

O periodo de transigcao comprende as trés semanas pré-parto e as trés semanas
pos parto. E um periodo critico e de fundamental importancia para a saude da vaca,
assim como para a produtividade durante a lactagdo. Durante este periodo, podem
ocorrer algumas desordens metabdlicas do metabolismo lipidico resultanto em
alteracbes fisioldégicas na regulagao e coordenagédo entre o tecido adiposo, figado,
intestinos e glandula mamaria (DRACKLEY, 1999).

As alteragbes fisiolégicas se iniciam nas ultimas semanas de gestagdo, com
declinio abrupto no consumo de MS e reducdo na sintese de acido propidnico,
diminuicdo de glucose e de niveis séricos de insulina. O aumento da demanda de
energia pelo feto e pela glandula mamaria faz com que ocorra mobilizagdo de reservas
corporais, assim, vacas com baixa ou alta condicdo de escore corporal pré-parto
tornam-se mais susceptiveis aos disturbios metabdlicos. Neste contexto, praticas de
alimentacdo e manejo utilizados nas ultimas semanas de gestacdo, podem influenciar
na incidéncia de doencas no inicio do periodo de lactagdo(DRACKLEY, 1999).

A formacao do colostro, ao final da gestagao, associada ao inicio da lactagao,
aumentam repentinamente as exigéncias nutricionais de calcio (2 a 3 vezes), podendo
resultar em hipocalcemia.(DRACKLEY, 1999) Associada a esses eventos, a reducao
nos niveis séricos de minerais e vitaminas (antioxidantes) e o balango negativo de
energia e proteina, fazem com que o sistema imunolégico da vaca fique comprometido
e mais susceptivel a processos infecciosos (GOFF, 2006).

Além disso, a rapida diferenciacdo no parénquima secretério e intenso
crescimento da glandula mamaria se somam a estes fatores promovendo aumento nos
requerimentos de oxigénio e, consequente aumento na produgcdo de ERO. Portanto, o
desbalanco entre o aumento de produgcdo de ERO e a menor disponibilidade das
defesas antioxidantes (minerais e vitaminas) podem resultar no aumento do estresse
oxidativo durante o periodo de transicao (SORDILLO, 2005).
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O periodo de transi¢gao abrange o final do periodo seco, critico na aquisicéo de
novas infecgdes intramamarias, sendo que 60% de novas infecgdes e mais de 50% dos
casos de mastite clinica causados por coliformes, ocorreram em quartos mamarios
previamente infectados durante o periodo seco (WILDE, 2006).

O estresse fisiologico associado a maior probabilidade de ocorréncia de novas
infecgdes faz do periodo de transigdo o maior desafio para a produtividade e saude da

glandula mamaria da vaca leiteira.

3.5 Minerais

Os minerais sado considerados nutrientes fundamentais por participarem de
diversas fungdes do metabolismo animal, compondo estruturas de biomoléculas,
interferindo no crescimento e na manutencao de tecidos, participando como cofatores
enzimaticos, ativando acbes hormonais, regulando a pressao osmoética e equilibrio
acido-basico. Estes nutrientes representam apenas cerca de 5% do peso total do corpo,
mesmo assim, tem grande influéncia na produ¢do do animal, acarretando acréscimos
ou decréscimos na produtividade do sistema (FILAPPI et al., 2005).

A concentracdo e as formas de armazenamento dos minerais nos tecidos e
fluidos do organismo podem sofrer alteragdes com a ingestdao de dietas deficientes,
desbalanceadas ou com excesso de minerais. Em alguns casos as fungdes fisioldgicas
sao alteradas acarretando lesdes e desordens estruturais, as quais variam de acordo
com o elemento mineral, grau de duragao da deficiéncia, toxicidade da dieta e fatores
intrinsecos dos animais, como idade, sexo e espécie (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999).

Os minerais podem ser classificados de varias formas que levam em
consideragao seus requerimentos e fungbes. Os que sdo necessarios em grandes
quantidades sao denominados macrominerais, enquanto os que sao exigidos em
menores quantidades s&o os microminerais ou minerais tragos. Os macrominerais sao
requeridos em quantidades maiores que 100 ppm (partes por milhdo) e freqientemente

sdo mencionados como percentagem da dieta (ou g por kg), enquanto os microminerais



29

sao requeridos em quantidades menores que 100 ppm e expressos em ppm ou, muitas
vezes, em ppb (partes por bilhdo) (MCDOWELL, 2003).

Os microminerais tradicionalmente tem sido suplementados nas dietas como sais
inorganicos. Mais recentemente, a partir do final da década de 1980, tem havido
crescente interesse no uso de microminerais organicos nas dietas de ruminantes
(SPEARS, 1996; PEIXOTO et al., 2005).

3.6 Minerais organicos

Minerais ligados a moléculas organicas como aminoacidos, carboidratos ou
proteinas sdo denominados organicos (PEIXOTO et al., 2005). Os minerais organicos
sdo também denominados quelatados (do grego chele, garra) ou complexados, no
entanto, nem todo metal complexado pode ser definido como quelatado, pois para ser
classificado como tal, o agente quelante deve conter, no minimo, dois grupos funcionais
(oxigénio, nitrogénio, amino, hidroxil), capazes de doar um par de elétrons e combinar-
se, através de ligacbes covalentes combinadas, com um metal, e formar um anel
heterociclico com o metal (PEIXOTO et al., 2005).

Por definicdo, um quelato forma-se quando duas ou mais partes separadas e
Unicas de uma mesma molécula ligante formam ligagdes coordenadas covalentes e
ibnicas com o mesmo atomo de um metal (BARUSELLI, 2005). No quelato, dois e as
vezes trés, aminoacidos ligam-se a um mesmo atomo de metal, formando moléculas
anelares biciclicas (dipeptideo) e triciclicas (tripeptideo), assim, o quelato compartilha
as propriedades dos metais e aminoacidos. Um mineral corretamente quelado
apresenta altos coeficientes de absorgéo e tende a ser absorvido no intestino de forma
semelhante a um dipeptideo ou tripeptideo (BARUSELLI, 2005).

A “Association of American Feed Control Officials” (AAFCO, 2000) define
minerais organicos como:

a) “Quelato metal-aminoacido € um produto resultante da reacdo de um sal

metalico soluvel com aminoacidos na proporcao molar, isto €, um mol do metal para um
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a trés moles (preferencialmente dois) de aminoacidos na forma de ligagdo covalente
coordenada. O peso molecular médio dos aminoacidos hidrolisados pode ser,
aproximadamente, de 150 daltons e o peso molecular resultante do quelato ndo deve
exceder a 800 daltons.”

b) “Complexo aminoacido-metal € um produto resultante da complexagdo de um
sal metalico soluvel com aminoacido(s).”

c) “Metal proteinado é o produto resultante da quelagao de um sal soluvel com
uma proteina parcialmente hidrolisada.”

d) “Complexo metal-polissacarideo € o produto resultante da complexagéo de um
sal soluvel com polissacarideo.”

Dentro do ultimo grupo esta situado o carboaminofosfoquelato ou carboquelato.
O carboquelato nada mais é que o fermentado resultante da lise enzimatica de
leveduras especificas, sendo as cepas de Saccharomyces cerevisae, as mais utilizadas
neste processo (BARUSELLI, 2008).

Segundo Peixoto et al. (2005), os quelatos teriam grandes vantagens sobre a
forma convencional de “mineralizacdo” por serem de elevada absor¢cdo, mais
biodisponiveis e menos téxicas; adicionalmente, ndo haveria interagdo (antagonismos)
entre elas e outros minerais ou nutrientes (gorduras e fibras da dieta).

A proposta de fornecer mineral ligado a moléculas organicas tem a premissa de
reduzir a interacdo com outros minerais no rumen, o que poderia resulta em complexos
insoluveis com reduzida absorcao intestinal (SPEARS, 1996).

O fato é que, segundo Spears (1996), no organismo animal a maioria dos
microminerais tém fungbes inteiramente relacionadas com complexos organicos ou
quelatos, e ndo como ions inorganicos livres, assim, a utilizagdo de minerais
inorganicos torna-se dependente da habilidade do animal em converté-los em formas
organicas biologicamente ativas. A biodisponibilidade dos elementos minerais
(organicos e inorganicos) é influenciada por uma série de fatores: tamanho de particula,
reatividade ou solubilidade, origem do precursor grau de calcinagdo e ligantes
organicos (HOUSE, 1999).
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Neste contexto, os efeitos da suplementagdo de minerais organicos na produgao
de ruminantes dependera do tipo de fonte fornecida (complexos, proteinatos e amino

acidos quelados: AACs) e do processamento industrial utilizado.

3.7 Zinco

O zinco € um metal leve, de cor azulada, sendo um cation bivalente, com o
nimero atémico 30 (MCDOWELL, 2003). E o micro-mineral mais abundante no meio
intracelular, esta envolvido em fung¢des cataliticas, estruturais, regulatérias (PECHOVA
et al., 2006), e participa do metabolismo de carboidratos, proteinas e acidos nucléicos
(NRC, 2001). No sistema antioxidante, o Zn esta presente na superoxido dismutase
(Cu-ZnSOD), enzima que atua na reducdo de ERO. Além disso, o Zn desempenha
importante papel no sistema imune por ser componente essencial de mais de 300
enzimas, incluindo as envolvidas na sintese de DNA e RNA, e consequentemente na
replicacao e proliferacdo de celular das células imunes (SPEARS e WEISS, 2008).

A absorgdo do zinco pode variar de 15 a 60% (MCDOWELL, 2003), e os
mecanismos envolvidos na absorgao intestinal, estdo presentes pelo menos 4 proteinas
que transportam o zinco nos enterdcitos. No rumen, a absorcdo do Zn ainda nao esta
bem esclarecida, uma vez que nédo se sabe quanto dessas proteinas transportadoras
estdo presentes no epitélio ruminal e omasal, além disso, os microorganismos ruminais
podem reduzir o potencial de ionizagdo ou dissociagao do zinco ligado a compostos
organicos (WRIGHT et al., 2008).

A enzima metalotioneina representa a maior reserva de zinco no organismo
animal, e esta presente em altas concentragdes no figado, rins, pancreas e intestino.
Apesar do Zn estar distribuido e estocado em diversos de tecidos, ha consideravel
dificuldade em mobilizar rapidamente essas reservas em casos de deficiéncia. Outra
enzima envolvida com Zn é Cu-Zn superoxido dismutase, que também é uma forma de

estocagem desse mineral e esta presente no figado (MCDOWELL, 2003).
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A excrecao do zinco é realizada pelas fezes, secre¢des pancreaticas, biliares e
muito pouco pela urina (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999; MCDOWELL, 2003). A
utilizacdo da via de excregcdo urinaria aumenta quando sao fornecidas fontes
quelatadas com EDTA. O total excretado € influenciado pelos requerimentos do animal
e pela absor¢édo (MCDOWELL, 2003).

A biodisponibilidade é definida como a parte do nutriente ingerido que possui
potencial de suprir as demandas fisioldgicas nos tecidos alvo (MOURAO et al., 2005).
Existe uma grande variedade de agentes quelantes utilizados nos processos de
complexacdo ou quelacado do zinco, os quais podem afetar a biodisponibilidade do o
zinco (SPEARS et al., 2004). Outra caracteristica que afeta a biodisponibilidade do
mineral organico e que deve ser levada em consideragdo, € o grau de ligacdo ou
intensidade na qual o ligante permanece vinculado ao metal em condigbes de pH
fisiologico (CAO et al., 2000).

O zinco é tradicionalmente suplementado com fontes inorganicas, sendo mais
comuns o oxido de zinco (ZnO) e o sulfato de zinco (ZnS04), podendo ser utilizados
também o carbonato de zinco (ZnCO3) e cloreto de zinco (ZnCl;) (UNDERWOOD;
SUTTLE, 1999; MCDOWELL, 2003). Como fontes de zinco organico podem ser
mencionados:

-Complexados: zinco metionina, zinco polissacarideos, zinco lisina (CAO et al.,
2000);

-Quelatos: zinco aminoacido quelado, zinco proteinato (CAO et al., 2000);

-Leveduras: Saccharomyces cerevisiae enriquecida com Zn (CUNHA FILHO et
al., 2007).

As leveduras podem participar no processo industrial de complexacdo dos
carboquelatos ou serem fornecidas vivas desidratadas para que retomem a atividade de
crescimento e reprodugao assim que entram em contato com um substrato adequado
para o seu desenvolvimento (BARUSELLI, 2008). As cepas de Saccharomyces
cerevisiae podem crescer em meio com elevada concentracdo de zinco incorporando-o
em suas células, transformando o zinco inorganico (ion metalico) em organico (CUNHA
FILHO et al., 2007).
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Na defesa da glandula mamaria contra infecgbes por patdégenos, o zinco esta
ligado ao mecanismo de reconstrugdo da queratina presente no canal do teto entre as
ordenhas (KINAL et al., 2007), além de seu envolvimento com o metabolismo oxidativo.
Este micro-nutriente também € essencial para manter a integridade da pele, primeira
linha de defesa da glandula mamaria (SORDILLO et al., 1997).

Os beneficios da suplementagédo de zinco orgéanico na redugao da contagem de
células somaticas foram descritos por Pechova et al. (2006). Outros autores
(WHITAKER et al., 1997), ndo observaram diferenca (P>0,05) no numero de casos
clinicos e sub-clinicos de mastite, novas infecgbes, tipo de microorganismo isolado e
CCS, ao suplementar vacas holandesas com diferentes fontes de zinco (proteinato X
inorgéanico).

O zinco é um nutriente essencial em diversos processos vitais. Seu mecanismo
de absor¢cdo em ruminantes ainda n&o esta bem esclarecido, depende da fonte

fornecida e mecanismos antagonistas.

3.8 Cobre

O cobre possui numero atdbmico 29, peso atdbmico 63,5 e estad presente em
diversas enzimas e proteinas. Suas fungdes fisioldgicas estdo ligadas a respiracao
celular, formacao o6ssea, fungdes cardiacas, desenvolvimento do tecido conectivo,
mielinizacdo da medula espinhal, processos de queratinizacdo e pigmentacdo. E um
nutriente considerado tanto essencial quanto toxico, e esta presente como co-fator
catalitico essencial em importantes metaloenzimas como a Cu-Zn superoxido
dismutase, citocromo oxidase, lisil oxidase, dopamina-B-hidroxilase e tirosinase
(MCDOWELL, 2003).

As intoxicagdes por cobre em ruminantes s&o mais frequentes em ovinos (DU et
al., 1996). Quando ruminantes consomem Cu em excesso ha acumulo no figado e, em
situacao de estresse, grandes quantidades séo liberadas no sangue tornando evidentes
os sinais de intoxicagao (crises hemoliticas) (NRC, 2001). Ja a deficiéncia, esta

associada ao tipo de manejo adotado, pois animais em pastejo sdo mais susceptiveis
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pela baixa concentragao de cobre e pela presenga de antagonistas como o molibidénio
(Mo) e o enxofre (S) e ferro (Fe) nas forrageiras (CHASE et al., 2000; MINATEL;
CARFAGNINI, 2000; VASQUEZ et al., 2001).

Em ruminantes apenas 1 a 3% do Cu consumido € absorvido, sendo que essa
absor¢cao depende de alguns fatores como idade do animal, fonte fornecida e pela
notavel interagcdo com outros nutrientes da dieta e agentes de transporte intestinal como
a bile. A absorcao pode ocorrer pelos mecanismos de transporte ativo e difusdo, e apos
entrar na circulagao, o Cu é depositado principalmente no figado (MCDOWELL, 2003).

Aproximadamente 90% do Cu presente no plasma ocorre na forma de
ceruloplasmina, uma metaloproteina sintetizada no figado, com incorporagéo de seis
atomos de cobre. Os mecanismos de agao da ceruloplasmina ainda ndo sdo bem
esclarecidos, mas esta proteina carreia o Cu até os tecidos alvo e esta envolvida com o
metabolismo do ferro (MCDOWELL, 2003). Este micromineral é considerado um
antioxidante, uma vez que participa no metabolismo do ferro que é grande produtor de
radicais livres e da Cu-ZnSOD, enzima que converte superéxido (O2") a peroxido (H202)
(UNDERWOOD; SUTTLE, 1999).

A excrecdo do Cu é feita pelas fezes, bile, urina, leite e transpiracao
(MCDOWELL, 2003), e a disponibilidade em ruminantes & baixa, por sofrer interagdes
com antagonistas formando agentes insoluveis pouco utilizados (WARD; SPEARS,
1993). No rumen, por exemplo, o enxofre (S) e o molibidénio (Mo) podem formar
tetratiomolibidatos que reagem com o Cu tornando-se compostos indigestiveis e sem
absorcdo (WARD; SPEARS, 1993). As vantagens fisioldgicas da utilizagdo do Cu
organico podem estar ligadas a sua composi¢ao quimica que permite a rapida formagéao
de compostos soluveis, quimicamente estaveis e que resistem a interacdo com
antagonistas (YOST et al., 2002).

O Cu inorganico se apresenta nas formas de sulfato de cobre (CuSO.),
carbonato de cobre (CuCOQOs;), cloreto de cobre (CuCl,), 6xido de cobre (CuO), nitrato de
cobre (Cu(NO3)2) (MCDOWELL, 2003). As fontes organicas de Cu podem ser:

-cobre lisina (WARD; SPEARS, 1993; KEGLEY; SPEARS, 1994; CHASE et al.,
2000);

- proteinato de cobre (DU et al., 1996; WARD et al., 1996);
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Scaletti et al. (2003) observaram redugdo da CCS em estudo com
suplementacdo de 20 ppm de sulfato de cobre, 60 dias pré-parto aos 42 dias de
lactacdo, em estudo sobre a indugcdo de mastite experimental por Escherichia coli.

O envolvimento do Cu com o sistema antioxidante, pelas enzimas
ceruloplasmina e CuZnSOD, o torna importante na defesa da glandula mamaria contra
infecgbes, além disso, a utilizagdo de fontes orgénicas desse mineral torna-se

interessante principalmente devido a redugao na interagcdo com antagonistas.

3.9 Selénio

O selénio é o micromineral essencial ligado a fertilidade e a prevengao de varias
doengas (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). Este mineral € componente da enzima
glutationa peroxidase que atua como antioxidante convertendo peroxido de hidrogénio a
agua, além de fazer parte da iodotironina 5 deiodinase, enzima que converte T4 em T3
(NRC, 2001). Assim, o Se esta envolvido com trés fungdes basicas no organismo que
sao a defesa antioxidante, metabolismo do horménio da tiredide e controle das reagdes
celulares (MCDOWELL, 2003).

Grande parte do Se no organismo esta presente como selenocisteina (SeCis),
cujas fungdes sao ativar as selenoproteinas, ou como selenometionina (SeMet),
incorporada em proteinas que formam uma reserva biologica de Se. Antes de ser
transformado SeCis, o Se (organico ou inorganico) deve ser submetido a
transformagbes metabdlicas convertendo-se a seleneto (H.Se) para posteriormente ser
inserido nas selenoproteinas. Para ser incorporado em SeMet e em proteinas, o Se nao
precisa sofrer essas transformacgdes intermediarias (JUNIPER et al., 2006; SILVESTRE
et al., 2007).

No rumen, o selénio consumido podera ser incorporado a proteina microbiana
pelos microorganismos ruminais, sendo desse modo absorvido no intestino como

SeMet, ou deixar o rumen e passar para o intestino na sua forma original (WEISS,
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2005b). Neste contexto, a composigao da dieta (relagao volumoso/ concentrado) € um
dos fatores que podem interferir na composi¢céo do Se que chega no intestino (GIERUS,
2007).

Existem diferengas nas formas de absor¢do com fontes organicas e inorganicas
de Se. O transporte do selenito (SeOs3) pelas bordas em escova intestinais ocorre por
simples difusdo, enquanto que o selenato (SeQ4) precisa de cotransportadores (Na* e
OH’), cabe ressaltar que uma parte do selenato se transforma em selenito no rumen,
assim grande parte do selenato consumido sera absorvido por transporte passivo
(WEISS, 2005b). As fontes organicas, selenocisteina e selenometionina, sao
absorvidas por mecanismo de transporte ativo de aminoacidos de forma analoga ao
transporte de sulfatos (MCDOWELL, 2003).

A excregdo ocorre por via urinaria ou fecal (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999;
Mcdowell, 2003). A excrecao de Se biliar corresponde a 28% do Se consumido, no
entanto, uma parte desse Se € reabsorvido, sendo o Se remanescente responsavel por
grande perda fecal (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). A excreg¢do do Se depende da
quantidade consumida ou administrada, da forma de administragdo (injetavel ou
dietética) e da fonte administrada (MCDOWELL, 2003).

A fonte mais comum utilizada na suplementagédo de Se inorganico € o selenito de
sédio (NaxSeO3) (Gierus, 2007) e o selenato de sodio (NaxSeO4) (WEISS, 2005b). Para
a suplementacéo de fontes organicas podemos mencionar:

- Selénio Levedura (Saccharomyces cerevisiae) (ORTMAN; PEHRSON, 1999;
WEISS; HOGAN, 2005; JUNIPER et al., 2006; MALBE et al., 2006);

- Selenometionina (AWADEH et al., 1998);

- Selenocistina (WEISS, 2005b).

A fonte Se levedura € proveniente da fermentagao de leveduras Saccharomyces
cerevisiae as quais foram fornecidos melagco de cana e sais de Se. Durante a
fermentacdo o Se é incorporado as células da levedura formando alguns compostos
dos quais a SeMet é o mais prevalente, por este motivo existem diferencas na
composicao das fontes de Se levedura comerciais. A SeCis é produzida em menor
escala pela levedura, e apesar das diferengcas na composi¢gao das fontes comerciais,

todas devem apresentar mais do que 2% de Se residual inorganico (WEISS, 2005b).
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Weiss e Hogan (2005) nao observaram diferengca (P>0,05) na CCS ao
suplementar vacas com Se levedura dos 60 dias pré parto aos 30 dias de lactacao.
Ortman e Pehrson (1999) encontraram aumento de Se no leite com suplementagcao de
leveduras enriquecidas com Se em vacas leiteiras.

O Se tem grande importancia no sistema antioxidante por se componente
estrutural da GSH-Px. A utilizacdo de fontes organicas deste mineral pode ser de
grande interesse na protecdo da glandula mamaria devido aos diferentes mecanismos

de absorcao e provavel maior biodisponibilidade.
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4 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E ENZIMAS ANTIOXIDANTES DE
VACAS LEITEIRAS ALIMENTADAS COM FONTES ORGANICAS DE ZINCO, COBRE

E SELENIO

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos do fornecimento de fontes
organicas de zinco (Zn), cobre (Cu) e selénio para vacas leiteiras sobre a contagem de
células somaticas (CCS), incidéncia de mastite subclinica, numero de casos clinicos de
mastite e concentragdo das enzimas superoxido dismutase (CuZnSOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e ceruloplasmina (CP). Dezenove vacas leiteiras, com prenhez
confirmada, foram selecionadas por peso, escore de condi¢gao corporal (ECC), numero
de lactagdes, e producdo de leite da lactacdo anterior, e distribuidas ao acaso em dois
grupos para receber as fontes de Zn, Cu e Se organica (n=9) ou inorganica (n=10). As
dietas foram formuladas para suprir os requerimentos nutricionais dos animais dos 60
dias antes da data prevista do parto aos 80 dias de lactagcdo. Amostras de sangue
foram coletadas aos -60, -21, 1, 21, 40 e 80 dias para analises da concentracdo de
CuzZnSOD, GSH-Px e CP. Amostras de leite foram coletadas semanalmente a partir da
32 semana de lactagao para determinagcdo de CCS, e nos dias 1 e 7 de lactagédo, e
quando diagnosticados casos clinicos para cultura microbioldgica. A incidéncia (novos
casos de mastite subclinica) e total de casos de mastite subclinica foi menor para o
grupo de vacas alimentadas com fontes orgéanicas de Zn, Cu e Se em comparagao com
0s animais que receberam fontes inorganicas. A CCS durante os primeiros 80 dias de
lactagao foi menor (P = 0,056) para o grupo alimentado com Zn, Cu e Se organicos. A
CCS meédia para o grupo de vacas inorgéanico foi 237,370 céls./ml, enquanto o grupo
organico apresentou média de 55,579 céls./ml. Nao foram observados efeitos do
fornecimento de fontes orgénicas de Zn, Cu e Se nas concentragées de CuZnSOD ,
GSH-Px e CP.

Palavras-chave: Ceruloplasmina. Contagem de células somaticas. Glutationa

peroxidase. Superoxido dismutase.
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Antioxidant enzymes and somatic cell count in dairy cows

fed organic source of zinc, cooper and selenium

ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate the effects of dietary organic
sources of zinc (Zn), copper (Cu) and selenium (Se) for dairy cows on somatic cell count
(SCC), incidence of subclinical mastitis, number of clinical mastitis cases and the
concentration of superoxide dismutase (CuZnSOD), glutathione peroxidase (GSH-Px)
and ceruloplasmin (CP). Nineteen Holstein cows, with confirmed pregnancy, were
selected by body weight, body condition score (BCS), number of lactation, and milk yield
in the previous lactation, and randomly distributed among two groups to receive organic
(n=9) and inorganic (n=10) source of Zn, Cu and Se. The diets were formulated to meet
the nutritional requirements of animals from 60 days before the expected date of calving
up to 80 days of lactation. Blood samples were collected at -60, -21, 1, 21, 40 and 80
days em relation to the expected day of calving for analysis of concentration of
CuZnSOD, GSH-Px and CP. Milk samples were collected weekly after 15 days of
lactation for determination of SCC, and at day 1, 7, and when a clinical case was
diagnosed for microbiological culture. The incidence (new cases of subclinical mastitis)
and total cases of subclinical mastitis was lower for group of cows fed with organic
sources of Zn, Cu and Se in comparison to animals receiving inorganic sources. SCC
average during the first 80 days of lactation was lower (P = 0,056) for the group fed Zn,
Cu and Se organic. The SCC average for inorganic group cows was 237,370 cells/ml,
while for the organic group average of SCC was 55,579 cells/ml. No effects of supply of
Zn, Cu and Se as organic source were observed on the concentrations of CuZnSOD ,
GSH-Px and CP .

Keywords: Ceruloplasmin. Glutathione peroxidase. Somatic cell count. Superoxide

dismutase.
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4.1 Introducéo

A adequada nutricdo de minerais e vitaminas podem ser utilizados como
estratégia para otimizar os mecanismos de defesa da glandula mamaria contra a
invasdao de patdégenos causadores de mastite (WEISS; WYATT, 2002). A
suplementacdo mineral esta envolvida com a reducado no estresse oxidativo causado
pelo aumento nas exigéncias metabdlicas durante o periparto (SPEARS; WEISS, 2008).
O fornecimento de Zn, Cu e Se tem sido associado a redu¢do na CCS e ao aumento na
capacidade antioxidante da CuZnSOD, CP e GSH-Px, (WEISS; WYATT, 2002; WEISS,
2005).

As respostas a mastite resultam no influxo de células somaticas para o processo
de fagocitose e neutralizagdo de particulas imunogénicas, ocasionando aumento na
producao de radicais livres que lesionam o tecido epitelial mamario, podendo resultar
na redugao de producao de leite (LIPPOLIS et al., 2006).

O Zn esta envolvido em fungdes cataliticas, estruturais, atividades regulatérias, e
tem funcbes em mais de 300 enzimas dos sistemas biolégicos (SPEARS; WEISS,
2008). No sistema antioxidante, o Zn tem importante fungdo como componente da Cu-
ZnSOD, enzima que atua na reducéo de espécies de oxigénio reativas (ERO), sendo
relacionado como elemento essencial no processo de defesa imune (PECHOVA et al.,
2006).

O Cu atua como componente essencial da enzima CuZnSOD, que compde um
leque fisiologico de importantes metaloenzimas do sistema antioxidante (MCDOWELL,
2003). A CP é outra enzima envolvida com a protegdo celular contra os efeitos
potencialmente prejudiciais das ERO com a qual o Cu esta envolvido (WEISS; WYATT,
2002).

O Se desempenha fungdes essenciais como micro-nutriente presente em todos
os tecidos do corpo (SMITH et al., 1997). No sistema antioxidante, o Se € componente
essencial da GSH-Px, enzima que degrada ERO. A GSH-Px atua na prevencédo da
peroxidagado lipidica protegendo as membranas celulares contra danos oxidativos
(SPEARS; WEISS, 2008).
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Fontes orgénicas de minerais (complexados, aminoacidos quelatados e
proteinatos) tém sido descritas como mais biodisponiveis quando comparados com
fontes minerais inorgéanicas, entretanto, poucos estudos foram avaliaram o efeito de
fontes organicas de micromineirais sobre a saude da glandula mamaria e produgao de
leite, tém sido publicados (ASHMEAD; SAMFORD, 2004).

Siciliano-Jones et al. (2008) suplementaram vacas leiteiras a partir de trés
semanas pré-parto até 35 dias de lactagdo com fontes organicas de Zn, Mn, Cue Co e
relataram aumento na producao de leite, proteina e solidos totais, mas ndo observaram
alteragdo na composigao e CCS. Griffiths et al. (2007), em estudo com suplementagao
de Zn, Mn e Cu como aminoacidos complexados para vacas em pastejo, observaram
aumento na producédo de leite, mas nao identificaram diferengcas sobre a CCS e
composigado. Contrariamente, Kinal et al. (2007) observaram reducdo na CCS com
suplementacgao de Zn, Mn e Cu organicos para vacas durante 305 dias de lactagao.

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos do fornecimento de fontes
organicas de Zn, Cu e Se para vacas leiteiras sobre a CCS, incidéncia de mastite sub-
clinica, numero de casos de mastite clinica, e concentragdes de CuZnSOD, GSH-Px e

CP nos eritrocitos.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido na Universidade de Sao Paulo, Laboratério de
Pesquisas em Bovinos de Leite, de setembro de 2007 a agosto de 2008. Todos os
procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Bioética da Escola de
Medicina Veterinaria. Utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso com dois
tratamentos e medidas repetidas no tempo durante o periodo experimental. Dezenove

vacas leiteiras, clinicamente sadias, seis primiparas, peso corporal médio 614,34 (+
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68,07) kg, e treze multiparas, peso médio 647,85 (+ 60,05) kg, com prenhez confirmada
(7 meses de gestacdo), foram selecionadas para este estudo. Os animais foram
pareados de acordo com o numero de parigdes, peso corporal, escore de condigao
corporal e producédo de leite da lactacdo anterior para as multiparas. As vacas foram
alojadas em baias individuais e selecionadas ao acaso para compor um dos dois
grupos que receberam fontes organicas e inorganicas de Zn, Cu e Se, 60 dias antes da

data prevista do parto (-60 d) aos 80 dias de lactagao.

4.2.2 Dietas Experiementais

Todos os animais dos dois grupos receberam uma unica dieta basal, formulada
segundo recomendagdes do NRC (2001) (Tabela 3), para atender as exigéncias dos
animais segundo sua fase de gestacao e lactagdo: a) vacas secas: -60 aos -29 dias
antes da data prevista de parto; b) vacas secas pré-parto: -28 dias antes da data

prevista de parto até o dia do parto; c) lactagdo: 1 aos 80 dias de lactagéo.
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Tabela 3- Proporcao de ingredientes e composi¢cdo das dietas, de acordo com o

periodo de gestacéo e lactagdo das vacas leiteiras

Vacas secas (-

Vacas secas pré-parto Lactacao (1 a 80

Ingredientes (%MS) 60 a -29 dias) (-28 a 0 dias) dias)
Silagem de milho 79,94 74,28 47,06
Milho moido 11,05 14,22 28,78
Farelo de soja 7,04 9,88 21,29
Uréia 0,98 0,79 0,48
Bicarbonato de s6dio @~ - e 0,72
Macro-minerais 0,82 0,63 1,50
Micro-minerais 0,16 0,20 0,18
Nutrientes (%MS)
PB 13,9 14,8 18,1
EE 2,7 2,7 2,8
FDN 41,7 39,5 30,7
FDA 20,8 19,7 15,0
CNF 36,9 38,6 43,0
El (Mcal/Kg de MS) 1,01 1,03 1,80
Macro-minerais
(g/dia)
Ca 48,00 44,30 96,50
P 40,50 42,40 69,80
Mg 30,50 30,80 47,00
Cl 35,20 32,10 61,60
K 135,80 142,40 193,90
Na 13,50 11,40 48,80
S 21,40 21,80 34,50
Micro-minerais (mg/dia)
Zn 572,67 660,36 902,41
Cu 210,63 252,12 326,56
Se 3,81 4,79 5,86
Mn 534,17 590,44 718,70
I 4,80 6,00 7,20
Co 2,30 2,59 2,77
Fe 1226,46 1289,69 1777,19
Vitaminas (IU/Kg MS)
Vitamina A 66,90 83,70 100,40
Vitamina D 18,20 22,80 27,40
Vitamina E 972,00 1215,00 1458,00

PB — proteina bruta; EE — extrato etéreo; FDN — Fibra em detergente neutro, FDA —
Fibra em detergente acido; CNF — Carboidratos nao fibrosos; EL — energia liquida ;
Ca - calcio; P — fosforo; Mg — magnésio; Cl — cloro; K — potassio; Na — sédio; S —
enxofre; Zn — zinco; Cu — cobre; Se — selénio; Mn — manganés; | — iodo; Co —

cobalto; Fe - ferro



44

Os tratamentos consistiram no fornecimento de uma mistura de micro-minerais
com fontes organicas de Zn, Cu e Se (carboaminofosfoquelatos, TORTUGA,
Companhia Zootecnica Agraria, Sao Paulo, SP, Brasil), e fontes inorganicas de Zn, Cu
e Se (sulfatos). Para os dois tratamentos, a mistura mineral também foi constituida por
fontes inorganicas de manganés (Mn), iodo (I), cobalto (Co), e vitaminas A, D e E
(Tabela 4). As quantidades de micro-minerais (mg/dia) e vitaminas (Ul) fornecidas aos
dois grupos foram idénticas. As misturas micro-minerais com diferentes fontes de Zn,
Cu e Se foram previamente pesadas e embaladas em sacos de papel, administrados
diretamente no es6fago duas vezes ao dia. As vacas foram alimentadas “ad libitum”
duas vezes ao dia, com os demais ingredientes na forma de ragao total (TMR). O
consumo individual de matéria seca foi calculado individual e diariamente mantendo-se
as sobras entre 5 a 10% do total fornecido. Apds o inicio da lactagédo, os animais foram

ordenhados duas vezes ao dia e a producéao diaria de leite registrada diariamente.

Tabela 4- Composicdo da mistura de micro-minerais e vitaminas contendo fontes
organicas e inorganicas de Zn, Cu e Se

Lactacéo (1 a 80

Micromineral Vacas secas (-60 a Vacas secas pré-parto dias)
-29 dias) (-28 a 0 dias)
Zn (mg/kg) 252,00 315,00 378,00
Cu (mg/kg) 144,00 180,00 216,00
Se (mg/kg) 3,60 4,50 5,40
Mn (mg/kg) 196,00 240,00 288,00
I (mg/kg) 4,80 6,00 7,20
Co (mg/kg) 1,32 1,65 1,98
Vitamin A (Ul) 66,92 83,65 100,38
Vitamin D (Ul) 18,24 22,80 27,36
Vitamin E (Ul) 972,00 1215,00 1458,00

Zn — zinco; Cu — cobre; Se — selénio; Mn — manganés; | — iodo; Co — cobalto
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4.2.3 Coleta de amostras e analises laboratoriais

Foram realizadas coletas de sangue aos -60, -21, 1, 21, 40 e 80 dias em relagéo

a data esperada do parto para realizagéo das analises de CuZnSOD, GSH-Px e CP.

Para determinacdo da GSH-Px e CuZnSOD, o sangue foi coletado em tubos com
vacuo e heparina através da puncdo da veia coccigea. As amostras foram
imediatamente transportadas ao laboratério onde foram centrifugadas por 15 min a
3000 rpm em centrifuga (Sorvall® Legend Mach 1.6 R, USA) refrigerada (4°C). O
plasma e as células brancas sanguineas foram removidos, e em seguida foram
realizadas trés sucessivas lavagens nos eritrécitos com solugado salina tamponada.
Apés este procedimento, as células vermelhas do sangue foram armazenadas por até

30 dias em micro-tubos ambar a -80°C até o momento do seu processamento.

Na determinagdo da GSH-Px foi utilizada a metodologia proposta por Paglia e
Valentine (1967), realizada com kits comerciais (Ransel, Laboratorios Randox, UK). Da
mesma forma, a CuZnSOD foi determinada com kits comerciais (Ransod, Laboratorios
Randox, UK) pela inibicdo da produgdo de formazan na reagao colorimétrica (SUTTLE;
MCMURRAY, 1983). Os resultados foram expressos em unidades por grama de
hemoglobina tanto para CuZnSOD quanto para GSH-Px, e para tanto foi necessaria a
determinacdo da hemoglobina por espectrofotometria, utilizando-se o kit comercial para
hemoglobina (Labtest Diagnostica, Minas Gerais, Brasil), pelo método da
cianometahemoglobina.

Para as andlises de CP, o sangue foi coletado em tubos com vacuo sem
anticoagulante, centrifugado a 3000 rpm por 10 min, o soro foi separado e armazenado
a -20°C até o momento da realizagcdo das analises. A CP foi determinada por
espectrofotometria com posterior leitura em absorbancia de 540 nm, seguindo
metodologia descrita por Schosinsky et al. (1974).

Amostras de leite para determinacdo da CCS, foram coletadas 15 dias apds o
inicio da lactacdo, durante a ordenha da manha e armazenadas em frascos plasticos
contendo o conservante bronopol (Broad Spectrum Microtabs Il, D & F Control Systems

Inc., Chaska, MN, USA). A CCS foi determinada pelo método de contagem celular
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fluoro-opto-eletrénico (Somacount 300, Bentley, Instrument Inc., Chaska, MN, USA), e
os resultados foram convertidos em escala logaritmica (Log CCS) para as analises
estatisticas.

Casos clinicos de mastite foram definidos pela presenca de anormalidades no
leite sugestivos de inflamagdo da glandula mamaria, como flocos, coagulos, ou outro
aspecto incomum. A detecgcdo de mastite clinica foi realizada durante todas as
ordenhas.

A vaca foi considerada com mastite subclinica quando sinais clinicos né&o
estavam presentes e a CCS foi >200.000 células/ml, com ou sem isolamento do
patdgeno. O numero de vacas infectadas foi entdo somado para obter o numero de
casos de mastite subclinica por vaca durante o periodo experimental. Uma variavel
denominada casos de mastite subclinica foi criada para descrever a saude do ubere
das vacas por semana durante o periodo experimental. Novos casos de infecgao foram
definidos pela alteracdo na CCS de <200.000 para de > 200 000 células/ml. Para ser
considerada nova infecgao, foi necessario no minimo um teste com mastite subclinica
negativo na semana anterior.

Para a cultura microbioldgica, foram coletadas amostras de leite nos dias 1 e 7
apos o parto, quando foi diagnosticado caso clinico e, quando um quarto mamario
apresentou CMT (California Mastitis Test) positivo, realizado uma vez por semana
durante a ordenha da manha. As amostras para cultura microbiologica foram coletadas
assepticamente e o exame bacteriolégico realizado conforme recomendado pelo
National Mastitis Council (NMC, 1999). Culturas com mais de uma espécie de bactéria

isolada foram excluidas da analise dos dados.

4.2.4 Anadlises estatisticas

As analises estatisticas para CCS e concentragdes de CuZnSOD, GSH-Px, e
CP foram realizadas considerando os efeitos principais do tratamento, tempo e
interacdo entre tratamento e tempo, em delineamento inteiramente casualizado e
medidas repetidas no tempo, pelo PROC MIXED do software SAS (1999). Neste
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modelo foi considerado o critério de informagao AIC (Akaike's Information Criterion)
para encontrar a estrutura de covariancia, e a correlagdo autorregressiva de primeira
ordem foi a de melhor ajuste para todos os modelos. Foi utilizada transformacéao
logaritmica (log10) na CCS, CuZnSOD e GSH-Px para normalizar a distribuicdo dos
dados.

Para analisar a associagao entre o numero de casos de mastite subclinica e novos
casos de mastite subclinica por tratamento, foi utilizado o procedimento GENMODE do
software SAS versao 8.0. Em raz&o da baixa ocorréncia de casos clinicos, ndo possivel

realizar a analise estatistica desta variavel.

4.3 Resultados

4.3.1 Saude da glandula mamaria

A incidéncia (novos casos de mastite subclinica) (P=0.033) e o total de casos de
mastite subclinica (P=0.038) foi menor para o grupo de vacas alimentadas com fontes
organicas de Zn, Cu e Se (Tabela 5) em comparagdo animais recebendo dieta com

fontes inorganicas.
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Tabela 5- Numero de total de casos de mastite subclinica, ocorréncia de novos
casos de infeccdo de mastite subclinca, e numero total de casos de

mastite clinica durante o periodo experimental

Parametros de saude da glandula mamaria Fontes de Zn, Cu e Se P’

Orgéanica Inorganica

Novos casos de infecgdo de mastite subclinca 1 8 0,014
Numero de vacas com CCS > 200,000 cells/ml 1 13 0,001
Casos clinicos 2 4 -
Total de vacas testadas 9 10 -

TAnalise estatistica realizada pelo teste do qui-quadrado

Para o grupo de vacas alimentadas com fontes organicas de Zn, Cu e Se o
Staphylococcus aureus foi o agente causador de uma infecgéo intramamaria, enquanto
para o grupo inorganico o agente predominante foi Staphylococcus coagulase negativo
(Tabela 6).

Tabela 6- Patégenos causadores de mastite isolados da glandula mamaria de vacas
com mastite clinica ou subclinica durante o periodo experimental

Patogeno Organico (n) Inorganico (n)

Staphylococcus aureus 1 1
Staphylococcus coagulase negativo 0 4
Enterobactersp, 0 1
Levedura 0 1
Total 1 7

A CCS média durante os 80 primeiros dias de lactacao foi menor (P=0.056) para

0 grupo de vacas que recebeu Zn, Cu e Se como fonte organica (Tabela 7). A média de
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CCS para vacas do grupo inorganico foi de 237.370 céls./ml, enquanto o grupo

organico apresentou média CCS de 55.579 céls./ml.

Tabela 7- Efeitos das fontes organicas e inorganicas de Se, Zn and Cu sobre as
concentragdes da superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), CCS e ceruloplasmina em vacas leiteiras

Variavel Fontes de Zn, Cu e Se P?

Organico Inorganico EPM'  Trat® Tempo Trat X Tempo*
GSH-Px (U/g Hb) 450,39 485,54 18,29 0,276 0,065 0,964
Cu-ZnSOD (U/g Hb) 3147,38 3324,54 103,25 0,475 0,05 0,968
CP (U/ml) 0,014 0,012 0,0007 0,194 0,678 0,212
CCS (1000/ml) 55.579 237.370 41,36 0,056 0,632 0,647

"Erro padrao da média; “probabilidade; *tratamento, “interacdo entre tratamento e tempo

4.3.2 Concentragdao de GSH-Px, CuZnSOD e CP

Nao foram observados efeitos do fornecimento de fonte orgénica de Zn, Cu e
Se sobre as concentragdes de CuZnSOD (P=0,475), GSH-Px (P=0,276) e CP
(P=0,194) (Tabela 7). Da mesma forma, n&o foi verificado efeito da interacdo entre
tempo e tratamento sobre CuZnSOD (P=0,968), GSH-Px (P=0,964) e CP (P=0,212), e
efeito de tempo sobre GSH-Px (P=0,065) e CP (P=0,678). Foi observado efeito do
tempo sobre a concentragao de CuZnSOD (P=0,05).
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4 .4 Discussao

4.4.1 Saude da glandula mamaria

No presente estudo, tanto o numero total de casos de mastite subclinica quanto
a ocorréncia de novas infecgdes subclinicas foi menor para os animais alimentados com
fontes organicas de Zn, Cu e Se em comparagao com o grupo de vacas alimentadas
com fontes inorganicas daqueles micro-minerais. Tais resultados indicam que houve
aumento da capacidade de resposta imune e melhora da saude da glandula mamaria,
quando as vacas foram alimentadas com fonte organica de Zn, Cu e Se. Poucos foram
os trabalhos que avaliaram efeito do fornecimento de diferentes fontes de micro-
minerais sobre 0 numero de casos clinicos, subclinicos, graus de infecgao e agentes
causadores de mastite. Whitaker et al. (1997) ao suplementarem Zn organico
(proteinato) para vacas holandesas, 3 semanas pré-parto aos 100 dias de lactagao, néo
observaram diferenga significativa (P>0.05) no numero de casos clinicos e sub-clinicos
de mastite, novas infecgdes, tipo de microorganismo isolado e CCS.

A mastite € uma doenga que acarreta grandes perdas na produgao de leite
(SCHUKKEN et al., 2003). O periodo de transicdo, 21 dias pré-parto aos 21 dias de
lactacdo, abrangido neste estudo, € critico para ocorréncia de novos casos de mastite,
sendo um dos principais grupos de agentes causadores o Staphylococus coagulase-
negativo (PYORALA, 2008). No presente estudo houve predominancia de
Staphylococus coagulase-negativo como agente causador de mastite para o grupo
inorganico, e apenas um caso de mastite teve como causa Staphylococus aureus para
0 grupo organico.

A CCS é utilizada de forma indireta para monitorar a saude da glandula mamaria
e a qualidade do leite. Quando a CCS individual esta acima de 200.000 céls./ml de leite,
considera-se que a vaca apresenta mastite subclinica (PYORALA, 2003; SCHUKKEN et
al., 2003). No presente estudo, além do menor niumero de casos de mastite, verificou-se

redugado na CCS (P=0.056) para o grupo de vacas que receberam fonte organica de Zn,



51

Cu e Se, quando comparada com o grupo que recebeu a fonte inorganica. A média da
CCS do grupo de vacas do tratamento inorganico (237.370 céls./ml) foi 4,2 vezes maior
que a média do grupo tratamento orgénico (55.579 céls./ml).

Estudos sobre o efeito da suplementacédo de fontes organicas de micro-minerais
sobre a CCS, produgdo e composi¢cao do leite tém apresentado resultados variaveis.
Griffiths et al. (2007) ndo observaram efeito do fornecimento de fonte organica de Zn,
Mn e Cu sobre a CCS de vacas manejadas em pastejo dos 35 dias pré parto aos 230
dias pos-parto. Ballantine et al. (2002) utilizando fonte organica de Zn, Mn, Cu para
vacas de alta producado dos 21 dias antes do parto aos 250 dias de lactacdo, também
nao observaram redugao da CCS, entretanto, foi identificado efeito significativo sobre a
produgdo, proteina e gordura do leite. Siciliano-Jones et al. (2008) n&o encontraram
diferenca na CCS, producao e composicado do leite de vacas primiparas entre 21 dias
pré-parto e 35 dias de lactagdo, com o fornecimento de fontes orgéanicas de Zn, Mn, Cu
e Co. De maneira similar, diversos autores também n&o relataram efeito da
suplementacédo de diferentes fontes organicas de micro-minerais para vacas leiteiras
sobre a contagem de células somaticas (CAMPBELL et al., 1999; UCHIDA et al., 2001;
NOCEK et al., 2006)

Os efeitos da suplementacdo de micro-minerais sobre a CCS foram
demonstrados por Kinal et al. (2007), que ao suplementarem vacas, desde 6 semanas
pré-parto até 305 dias de lactagdo com Zn, Cu e Mn na forma organica (bioplexos),
observaram redugao de 22 e 34% na CCS, para o grupo suplementado com 50 e 100%
desses micro-minerais na forma organica, respectivamente. Estes resultados foram
similares aos encontrados no presente estudo, uma vez que o grupo de vacas
alimentadas com 100% de Zn, Cu e Se na forma orgéanica apresentou CCS 76,7%
inferior ao grupo que recebeu fonte inorganica. Cunha Filho et al. (2007) verificaram
redugdo na CCS com a utilizagdo de Saccharomyces cerevisiae como fonte de Zn
organico, contudo nao foram utilizadas outras fontes de zinco para suplementar o grupo
controle, o que sugere que a baixa contagem de CCS possa ter sido causada pelo
maior aporte de zinco para o grupo tratamento. Da mesma forma, Pechova et al. (2006)
observaram reducédo na CCS dos animais suplementados com Zn organico, mas nao

verificaram alteragdo na CCS das vacas sem suplementagao. Outros autores (KINAL et
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al., 2005) também reportam a redugcao na CCS com a utilizagao de diferentes fontes de

microminerais.

4.4.2 GSH-Px, CuZnSOD e CP

O fornecimento de Zn, Cu e Se orgéanicos para vacas holandesas nao alterou
as concentragbes de CuZnSOD (P=0,475), GSH-Px (P=0,276) e CP (P=0,194). No
combate a formacdo das ERO, a primeira enzima envolvida € a CuZnSOD, que
converte o anion superéxido em peroxidos. A GSH-Px remove os peroxidos produzidos
pela CuZnSOD convertendo-os em agua (VAZQUEZ-ANON et al., 2008). Outra enzima
presente no combate as ERO é a CP, que atua como inibidor sérico da peroxidagao
lipidica (CASTILLO et al., 2001).

Alguns estudos relatam resultados nao significativos da utilizagdo de fontes
organicas de microminerais sobre a concentragao plasmatica de GSH-Px. Gunter et al.
(2003) ao suplementarem vacas de corte com fontes de Se organico e inorganico,
observaram aumento no Se plasmatico, mas ndo observaram aumento na GSH-Px.
Knowles et al. (1999), entretanto, observaram aumento das concentragdes séricas de
glutationa total EM vacas leiteiras suplementadas com Se quando comparadas aos
animais sem suplementacdo, mas n&o verificaram efeito da fonte de Se sobre as
glutationas e a CCS. Hamed et al. (2008) observaram aumento nas concentragcbes de
CuzZnSOD e GSHPx e correlacionaram estes parametros com o aumento na CCS,
porém estas enzimas foram analisadas diretamente no leite, diferentemente do
presente estudo, cuja analises de CuZnSOD e GSH-Px foi realizada nos eritrocitos.
Apesar da semelhangca com os resultados do presente estudo, torna-se dificil a
comparacao das concentragcbes de GSH-Px relatadas na literatura consultada, devido
as diferencgas raciais, produtivas, de manejo e experimentais.

Malbe et al. (2006) observaram aumento da atividade de GSH-Px no leite de
animais com mastite por Staphylococcus aureus suplementados com Se organico em
relacdo as vacas que nao receberam suplementagcdo do micro-mineral. Os autores

verificaram possivel envolvimento do Se com a inibigdo do crescimento deste patdégeno
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no leite dos animais com mastite estafilococica, sugerindo que a maior protegao das
vacas contra infecgdes causadas por S. aureus possa estar relacionada com o aumento
sérico da GSH-Px.

De forma semelhante ao presente estudo, Du et al. (1996) observaram efeito da
fonte mineral na concentragao plasmatica de CP em vacas leiteiras com suplementacao
de Cu organico (proteinato) e inorganico (sulfato) durante 60 dias.

Durante o periodo de transicdo, o estresse fisiologico sofrido pelo animal,
associado a rapida diferenciacdo no parénquima secretorio, intenso crescimento da
glandula mamairia, inicio da sintese e secrecao de leite sdo responsaveis pelo aumento
nos requerimentos de oxigénio e, resultando em maior produgédo de ERO (SORDILLO,
2005). Outros fatores podem estar envolvidos com o estresse metabdlico, como a
época do ano, temperatura e escore de condigdo corporal (BERNABUCCI et al., 2002;
2005; COLITTI; STEFANON, 2006). No presente estudo, o efeito significativo de tempo
sobre CuzZnSOD (P=0,05), pode ter ocorrido pelo maior aporte de micro-minerais
consumido pelos animais apdés o inicio do tratamento, associado a funcao
desintoxicante da CuZnSOD durante o periodo de transicao.

Além da reducao na formacgao de ERO, devido ao aumento no aporte de enzimas
antioxidantes, outros mecanismos podem estar envolvidos com a redugcdo da CCS.
Kinal et al. (2007) relacionaram a reducédo da CCS a rapida formacao de queratina no
canal do teto proporcionada pelo fornecimento de Zn orgéanico.

De acordo com as condicbes do presente estudo, o fornecimento de micro-
minerais organicos (Zn, Cu e Se) nao teve influéncia sobre sistema enzimatico
antioxidante, avaliado pelas enzimas CuZnSOD, GSHPx e CP, mas foi eficiente em
reduzir o numero de casos de mastite subclinica, incidéncia de mastite subclinica e
CCS. A fonte de micro-minerais organica pode ter relagdo com outros mecanismos de

defesa da glandula mamaria, além do mecanismo antioxidante.
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4.5 Concluséao

Com base nos resultados do presente estudo é possivel concluir que o
fornecimento de fonte de Zn, Cu e Se na forma organica foi associado a redugao na
CCS e no numero de casos de mastite subclinica, mas nao alterou na concentracao

sérica da superodxido dismutase, glutationa peroxidase e ceruloplasmina.
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5 CONSUMO DE ALIENTOS, PRODUGAO E COMPOSIGAO DE LEITE DE VACAS
HOLANDESAS ALIMENTADAS COM ZINCO. COBRE E SELENIO ORGANICOS

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos do fornecimento de fontes
organicas de zinco (Zn), cobre (Cu) e selénio (Se) para vacas leiteiras sobre o consumo
de alimentos, concentragao plasmatica de Zn, Cu e Se, produgdo e composi¢ao de
leite, e variagdes de peso e escore de condi¢gado corporal. Dezenove vacas holandesas,
com prenhez confirmada, foram selecionadas com base no peso, escore de condi¢cao
corporal (ECC), numero de lactagbes, e producdo de leite da lactagdo anterior, e
distribuidas ao acaso em dois grupos para receber fontes organica (n=9) de Zn, Cu e
Se ou inorganica (n=10). As dietas foram formuladas para atender os requerimentos
nutricionais dos animais dos 60 dias antes da data prevista do parto aos 80 dias de
lactacdo. Amostras dos alimentos fornecidos e das sobras foram coletadas para
posterior analises de composi¢ao. Avaliagbes do ECC e do peso corporal (PC) foram
realizadas ao inicio, no dia do parto, ao fim do experimento, e uma vez por semana
durante todo o periodo experimental. Amostras de sangue foram coletas aos 60 dias
antes da data prevista de parto, e no 1°, 40° e 80° dias de lactagao para analises de Zn,
Cu e Se plasmatico. A producédo de leite foi registrada diariamente e para as analises
de composicao, o leite foi coletado uma vez por semana, apdés 15 dias do inicio de
lactacdo. Nao houve diferenca entre o consumo de nutrientes, a concentragao
plasmatica de Zn, Cu e Se, a producdo e composi¢cao de leite, o ECC, mudanca de
ECC e PC dos dois grupos, no entanto, foi observado efeito da fonte sobre a mudancga
de PC.

Palavras-chave: Cobre. Fontes. Selénio. Zinco
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FEED INTAKE, MILK YIELD AND COMPOSITION OF HOLSTEIN COWS FED WITH
ZINC, COPPER AND SELENIUM ORGANIC

ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate the effects of organic sources of zinc (Zn),
copper (Cu) and selenium (Se) fed to dairy cows on feed intake, Zn, Cu and Se plasma
concentration, milk production and composition, and changes in body weight and body
condition score. Nineteen Holstein cows, with confirmed pregnancy, were selected by
body weight (BW), body condition score (BCS), number of lactation, and milk yield in
previous lactation, and randomly distributed among two groups to receive organic (n=9)
or inorganic (n=10) sources of Zn, Cu and Se. The diets were formulated to meet the
nutritional requirements of animals from 60 days before the expected date of calving up
to 80 days of lactation. Feed samples and leftovers were collected for composition
analysis. Body condition score (BCS) and body wheight (BW) evaluations were
performed at the beginning and at end of the experiment, at calving day, and once a
week throughout the experimental period. Blood samples were collected at 60 days
before the expected date of calving, and at 1, 40 and 80 days of lactation for plasma
concentrations analysis of Zn, Cu and Se. Milk yield was recorded daily, and milk
samples were collected once a week, 15 days after the beginning of lactation, for
composition analysis. No diferencere on nutrients intake, plasma concentration of Zn,
Cu and Se, milk yield and composition, BCS, changes on BCS and BW were observed

in both groups, however, a significant effect of source on BW changes was observed.

Keywords: Copper. Selenium. Sources. Zinc
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5.1 Introdugéao

Os micro-minerais zinco (Zn), cobre (Cu) e selénio (Se) participam de inumeras
reacdes celulares relacionadas a sintese protéica, ao metabolismo de vitaminas, e ao
sistema imune (SICILIANO-JONES et al., 2008). A suplementagdo destes micro-
minerais pode afetar o desempenho e a saude de vacas em varios aspectos como os
reprodutivos, a fungdo imune do animal e a lactagdo (GRIFFITHS et al., 2007). Desta
forma, a adequada nutricdo de minerais e vitaminas pode ser utilizada para otimizar a
saude e a producgao de vacas leiteiras (ASHMEAD; SAMFORD, 2004).

O Zn desempenha importante papel na sintese de DNA e RNA, aumentando a
replicacdo e proliferacdo de celular (SPEARS; WEISS, 2008), e fungdes cataliticas,
estruturais e regulatérias (PECHOVA et al.,, 2006). O Cu tem fungdes fisiolégicas
ligadas a respiragdo celular, a formacdo Ossea, as fungbes cardiacas, ao
desenvolvimento do tecido conectivo, a mielinizacdo da medula espinhal e aos
processos de queratinizagédo e pigmentagdao (MCDOWELL, 2003). O Se esta envolvido
principalmente com a defesa antioxidante do organismo e o metabolismo do horménio
da tireéide (MCDOWELL, 2003).

Tradicionalmente, os minerais sdo fornecidos como sais inorganicos na
alimentac&o animal (UCHIDA et al., 2001). Atualmente, tem havido crescente interesse
no fornecimento de fontes orgéanicas de minerais, que tem como premissa reduzir a
interacdo entre elementos minerais no rimen, o que evita a formacdo de complexos
insoluveis e a redugao da absorgao intestinal (SPEARS, 1996).

Vacas leiteiras necessitam consumir quantidades de minerais e vitaminas
biologicamente ativas para manter seu “status” antioxidante 6timo (WEISS, 2005).
Assim, a utilizacdo de minerais organicos (complexados, aminoacidos quelatados e
proteinatos) descritos como mais biodisponiveis (SPEARS, 1996; SPEARS, 2003)
quando comparados com fontes inorganicas, pode ser uma importante ferramenta na
maximizagao da producao de leite.

Ballantine et al. (2002) em estudo com suplementagdo de Zn, manganés (Mn),

Cu e cobalto (Co) orgéanicos 21 dias antes do parto a 250 dias de lactagdo observaram
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aumento na produgao de leite e de leite corrigido para 3,5% de gordura. Uchida et al.,
(2001) utilizando suplementacdo de Zn, Mn e Cu organicos (aminoacidos
complexados), ndo observaram efeito sobre a produgédo e composigao de leite e escore
de condi¢ao corporal do animal.

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos do fornecimento de fontes
organicas de Zn, Cu e Se para vacas leiteiras sobre o consumo de alimentos,
concentragao plasmatica de Zn, Cu e Se, producido e composicao de leite, e variagdes

de peso e escore dos animais.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Delineamento experimental e dietas experiementais

A descricao detalhada do delineamento experimental e das dietas utilizadas
encontra-se descritas no item 4.21 e 4.2.2 desta dissertacdo. A composi¢cao

bromatoldgica das dietas e dos concentrados estdo apresentados nos anexos A e B.

5.2.2 Consumo e analise de alimentos

A silagem de milho, os concentrados e as sobras foram pesados diariamente
para estimativa do consumo individual. A quantidade fornecida desses alimentos foi
calculada de acordo com o consumo de matéria seca do dia anterior, de forma a ser
mantido um percentual de sobras entre 5 a 10%. Amostras dos alimentos fornecidos e
das sobras foram coletadas e armazenadas (-20°C) até o momento da realizagdo das
analises.

Os teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), matéria mineral (MM),

extrato etéreo (EE) e lignina foram analisados de acordo com as metodologias descritas
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por Silva e Queiroz (2002). O teor de proteina bruta obtido pela multiplicagao do teor de
nitrogénio total por 6,25 (SILVA; QUEIROZ, 2002).

As anadlises para determinacao dos teores de fibra detergente neutro (FDN) e fibra
detergente acido (FDA) foram realizadas conforme a metodologia descrita por Van
Soest e Mason, (1991), utilizando-se a-amilase e sem adicdo de sulfito de sédio na
determinagéo de FDN (A.O.A.C., 1990).

Os carboidratos totais (CT) foram estimados conforme metodologia de Snifen et al.
(1992), onde: CT = 100 — (%PB + %EE + %MM). Os teores de carboidratos néo-
fibrosos (CNF) foram calculados segundo metodologia de Hall (2000), onde: CNF =
[(%PB - %PBuréia +%uréia) + %EE + %MM +%FDN)] e os nutrientes digestiveis totais
(NDT) estimados conforme metodologia descrita pelo NRC (2001), onde: NDT = PB% +
(2.25 X EE%) + FDN% + CNF% -7.

O calcio (Ca) e o potassio (K) foram determinados por espectrometria de absorgéo
atbmica, e o fosforo (P) por colorimetria segundo metodologias descritas no Compéndio
Brasileiro de Alimentagdo Animal (SINDIRACOES, 2005). O microminerais Zn e Cu
foram analisados por espectrometria de emissdo Optica em plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) conforme metodologia descrita pela A.O.A.C. (1994).

5.2.3 Analises de Zn, Cu e Se no plasma

Foram realizadas coletas de sangue aos 60 dias antes da data prevista de parto,
e aos 1, 40 e 80 dias de lactagao para as analises de Zn, Cu e Se. As amostras foram
coletadas em tubos com vacuo e heparina através da pung¢do da veia coccigea,
centrifugadas em 15000 rpm por 15 min, e o plasma foi separado e armazenado a -
20°C até o momento das analises.

A determinacdo da concentracdo de selénio no plasma foi realizada apds a
digestdo umida com acido perclérico 70% e posterior leitura fluorimétrica, seguindo-se a
sensibilizagcdo por diamino-naftaleno (OLSON et al., 1975). As analises para
determinagdo da concentragdo plasmatica de Zn e Cu foram realizadas segundo

metodologia descrita por Fick et al. (1979).
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5.2.4 Produgao e Composigao de leite

Apos o inicio da lactagdo, os animais foram ordenhados duas vezes ao dia e a
producéo registrada diariamente. A producado de leite corrigida para 3,5% de gordura
(PLC) foi calculada segundo formula descrita por (SKLAN et al., 1994).

Para as analises de composigao, o leite foi coletado uma vez por semana, apos
15 dias do inicio de lactacdo, durante o periodo da manha, em tubos plasticos com
bronopol (Broad Spectrum Microtabs I, D & F Control Systems Inc., Chaska, MN, USA),
como conservante. Os teores de gordura, lactose, proteina, extrato seco
desengordurado (ESD) e solidos totais (ST), foram determinados por absorgéo

infravermelha (Bentley 2000, Bentley, Instrument Inc., Chaska, MN, USA).

5.2.5 Avaliagcao do escore de condigao corporal e peso corporal

As avaliagbes do escore de condigéo corporal (ECC) e do peso corporal (PC)
foram realizadas ao inicio, no dia do parto, ao fim do experimento, e uma vez por
semana durante todo o periodo experimental.

O PCfoi obtido logo apés a ordenha da manha3, utilizando-se a fita de pesagem
para bovinos leiteiros, pela avaliagao do perimetro toracico do animal. A mensuragéo do
ECC foi realizada segundo metodologia proposta por Wildman et al. (1982),
desenvolvida por Edmonson et al. (1989), que se baseia em avaliagbes visuais e tateis
das reservas corporais em pontos especificos do corpo da vaca, adotando-se uma
escala de 1 a 5, com subunidades de 0,25 pontos, independente do peso corporal ou
do tamanho (altura, perimetro toraxico, comprimento) (WILDMAN et al., 1982;
EDMONSON et al., 1989).
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5.2.6 Analises estatisticas

Todas a variaveis de consumo, producao de leite, composicado de leite,
concentragao plasmatica de Zn,Cu e Se, ECC, PC, mudanca de escore corporal
(MECC) e mudancga de peso (MP), nos periodos pré-parto e lactagéo, foram analisadas
considerando-se os efeitos de tratamento, tempo, e interagdo entre tempo e tratamento
com medidas repetidas no tempo, pelo PROC MIXED do software SAS (SAS, 1999),
considerando-se o critério de informacgao AIC (Akaike's Information Criterion). Os dados
de ECC, PC, MECC e MP das primeiras 24 horas pds-parto foram submetidos a analise
de varidncia e aoo teste de médias (Tukey) do software SAS (SAS, 1999),
considerando o nivel de significancia de 5%. Para avaliagdo da mudanca de peso
corporal, antes e apdés do parto, foi considerado o efeito do peso no inicio do

experimento como covariavel.

5.3 Resultados

5.3.1 Consumo de alimentos

Nao foram observados efeitos do fornecimento de Zn, Cu e Se organicos e das
interagdes entre tempo e tratamento sobre os consumos de matéria seca, matéria
organica, proteina bruta, fibora em detergente neutro, carboidratos nao fibrosos,
carboidratos totais, extrato etéreo, nutrientes digestiveis totais, energia liquida, calcio,
fésforo, potassio, Zn, Cu e Se nos periodos pré-parto (Tabelas 11 e 12; Anexos C e D)
e pos-parto (Tabelas 13 e 14; Anexos E e F). Foi observado efeito linear de tempo

sobre todas as variaveis de consumo.
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Tabela 11- Efeito de fonte de Zn, Cu e Se, tempo e interagdo entre tempo e fonte
sobre o consumo de matéria seca (CMS kg/d), consumo de matéria seca
em porcentagem do peso vivo (CMS%PV), matéria organica (MO), proteina
bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), carboidratos nao fibrosos
(CFN), carboidratos totais (CT), extrato etéreo (EE), nutrientes digestiveis
totais (NDT) e energia liquida (EL), no periodo pré-parto

Probabilidade

CMS CMS MO PB FDN CNF CT EE MM NDT  EL
(kg/d) (%PV) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (Mcal/d)

Fonte' 0,718 0,382 0,702 0,915 0,835 0,539 0,689 0,514 0,965 0,708 0,707
Tempo <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001
Fonte x

T , 0,453 0,648 0,477 0,514 0,486 0,159 0,384 0,951 0,086 0,428 0,424
empo

"Tipo de fonte mineral (organica ou inorganica); “Interacéo entre tempo e fonte

Tabela 12- Efeito de fonte de Zn, Cu e Se, tempo e interacdo entre tempo e fonte
sobre o consumo de Ca, P, K, Zn, Cu, no periodo pré-parto

Probabilidades

Ca P K Zn Cu
(9/d) (9/d) (9/d) (mg/d) (mg/d)
Fonte' 0,762 0,905 0,726 0,562 0,936
Tempo <,001 0,003 <,001 0,001 <,001
Fonte x Tempo? 0,254 0,917 0,323 0,864 0,924

"Tipo de fonte mineral (organica ou inorganica); “Interacéo entre tempo e fonte
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Tabela 13- Efeito de fonte, tempo e interagdo entre tempo e fonte sobre o consumo
de matéria seca (CMS kg/d), consumo de matéria seca em porcentagem
do peso vivo (CMS%PV), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
fibora em detergente neutro (FDN), carboidratos ndo fibrosos (CFN),
carboidratos totais (CT), extrato etéreo (EE), nutrientes digestiveis totais
(NDT) e energia liquida (EL), no periodo pos-parto

Probabilidades
CMS CMS MO PB FDN CNF CT EE MM NDT EL
(kg/d) (%PV) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (kg/d) (Mcal/d)
Fonte' 0,656 0,245 0,658 0,757 0,709 0,584 0,637 0,817 0,639 0,646 0,646
Tempo <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001 <,001

'Ilfgr?'\tpe)o)é 0,678 0,654 0,680 0,586 0,908 0,354 0,678 0,815 0,738 0,646 0,642

"Tipo de fonte mineral (organica ou inorganica); “Interacdo entre tempo e fonte

Tabela 14- Efeito de fonte, tempo e interagdo entre tempo e fonte sobre sobre o
consumo de Ca, P, K, Zn e Cu no periodo pdés-parto, em fungao das em
funcdo das fontes organicas (O) e inorgénicas (I) de Zn, Cu e Se
fornecidas, no periodo pés-parto

Probabilidades

Variaveis Ca P K Zn Cu
(9/d) (9/d) (9/d) (mg/d) (mg/d)
Fonte' 0,645 0,736 0,749 0,558 0,641
Tempo <,001 <,001 <,001 <,001 <,001
Fonte x Tempo? 0,434 0,701 0,601 0,674 0,979

"Tipo de fonte mineral (organica ou inorganica); “Interacdo entre tempo e fonte

5.3.2 Concentracao plasmatica de Zn, Cu e Se

As concentragdes plasmaticas de Zn, Cu e Se nao foram alteradas pelo
fornecimento de Zn, Cu e Se organicos quando comparadas com o fornecimento de
fontes inorganicas (Tabela 15). Foram observados efeitos de tempo sobre a

concentragao de Zn (P=0,002), e Se (P=0,002) plasmaticos. Nao foram observadas

interacdes entre tempo e tratamento.
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Tabela 15- Efeitos do fornecimento de fontes organicas e inorgénicas de Zn, Cu e Se

sobre a concentragao plasmatica desses minerais em vacas leiteiras

Dias em relagdo ao parto

Probabilidades

Variavel Fonte
] 1 40 80 Média EPM? Fonte Tempo | onie
empo
O 0,86 048 0,69 0,65 067 0,039
Znugml) "2 579 0’59 072 065 069 0037 799 0.002 0,604
O?> 0,75 0,77 0,74 0,75 0,75 0,017
Cutbg/ml) 2 4’76 0’84 0.75 074 077 0018 705 0083 0493
Se 0? 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,002
(ugim) P 006 007 008 007 007 0002 209 0002 0221

'Organica;  inorganica; “erro padrao médio; “interacdo entre tempo e fonte

5.3.3 Producgao e composigao de leite

Nao foram observados efeitos do fornecimento de Zn, Cu e Se organicos sobre a

produgdo e composi¢ao de leite (Tabela 16). Da mesma forma, também nao foram

observados efeitos das interagcdes entre tempo e tratamento, e os efeitos de tempo

foram observados apenas para a producao de leite (P=<0,001) e proteina (<0,001).



65

Tabela 16- Efeitos do fornecimento de fontes organicas e inorganicas de Zn, Cu e Se
sobre a producdo de leite (PL), leite corrigido para 3,5% de gordura,
gordura, proteina, lactose, estrato seco total (EST) e estrato seco
desengordurado (ESD) de vacas leiteiras

Fontes de Zn, Cu e Se P
Variavel Trat X
Organica Inorganica EPM' Trat® Tempo A
Tempo
PL (kg/dia) 27,52 26,94 0,441 0,828 <,001 0,727
Leite 3,5%gordura 26,17 25,37 0,443 0,909 0,092 0,196
Gordura ( %) 3,01 3,02 0,041 0846 0,965 0,649
Gordura (kg/dia) 0,85 0,82 0,016 0838 0,135 0,300
Proteina ( %) 2,91 2,99 0,020 04226 0,007 0,920
Proteina (kg/dia) 0,83 0,83 0,017 0978 0,915 0,617
Lactose ( %) 4,59 463 0,021 0,678 0,169 0,540
Lactose (kg/dia) 1,32 1,28 0,026 0913 0,148 0,646
EST(%) 11,45 11,57 0,060  0.563 0,920 0,251
ESD(%) 8,44 8,57 0,040 0,580 0,232 0,930

"Erro padrao médio; “probalidade; *tratamento; *interacéo entre tempo e tratamento

5.3.4 Peso e escore dos animais

Para as variaveis PC, MPC, ECC e MECC pré-parto, nas primeiras 24 horas do
parto, e pos-parto foram observados efeitos do fornecimento de Zn, Cu e Se organicos
apenas sobre a MPC pré-parto (P=0,024). Foram observados efeitos de tempo sobre
MECC no pré-parto, MPC e ECC MECC na lactagao. Interacbes entre tempo e o

tratamento ocorreram no pré-parto das variaveis ECC e MECC (Tabela 17).
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Tabela 17- Efeitos do fornecimento de fontes organicas e inorganicas de Zn, Cu e Se
sobre o peso corporal (PC), mudanca de peso corporal (MPC), escore de
condicdo corporal (ECC) e mudanga de escore de condigdo corporal

(MECC)
Probabilidades

Var' PC MPC ECC MECC

P barto Lac? "¢ Parto Lac® ' Parto Lact? 'S Parto Lact

parto parto parto parto
Fonte 0,197 0,575 0,341 0,024 0,199 0,804 0,226 0,238 0,271 0,110 0,059 0,760
Tempo 0,871 ---- 0,191 0,266 ---—--- 0,079 0,467 ---—-- 0,037 0,059 ---- 0,035
Egr':‘:so’é 0,382 - 0,935 0,788 - 0,936 0,037 - 0,557 0,015 - 0,524

'Variaveis; “lactacdo; *interacdo entre tempo e tratamento

5.4 Discussao

5.4.1 Consumo de alimentos

O consumo de matéria seca, matéria organica, proteina bruta, fibra em
detergente neutro, carboidratos ndo fibrosos, carboidratos totais, extrato etéreo,
nutrientes digestiveis totais, energia liquida, calcio, fésforo, potassio, Zn, Cu e Se, no
presente estudo, ndo diferiu entre o grupo de animais alimentados tanto com fontes
organicas ou inorganicas de Zn, Cu e Se. No presente estudo, tais resultados eram
esperados uma vez que se objetivou avaliar o efeito das fontes de Zn, Cu e Se organica
(carboquelatos) e inorganica (sulfatos) em condigdes de consumo total de nutrientes
semelhantes.

Foi observado efeito de tempo (P<0,001) para todos os nutrientes, com marcante
redugdo, principalmente 3 semanas antes do parto. Segundo Hayirli et al. (2002) o
animal tem redugdo de 20 a 40% no consumo de nutrientes 3 semanas pré-parto,
periodo que coincide com o aumento nas demandas de nutrientes para o feto e para o

inicio da sintese de leite. O consumo voluntario de alimentos aumenta rapidamente
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apos o parto, em funcao do incremento na demanda por nutrientes direcionados para a
lactagao (Forbes, 1995).

As médias do consumo de Cu nos periodos pré-parto (Cu= 256,52 mg/dia) e
lactacdo (Cu= 394,30 mg/dia), foram semelhantes as do pré-parto (Cu= 252,12 mg/dia)
e lactacdo (Cu= 326,56 mg/dia) preconizados nas dietas calculadas pelo NRC (2001).
O consumo médio de Zn nos periodos pré-parto e lactacdo (512,60 mg/dia e 762,10
mg/dia, respectivamente) foi 22,4% e 15% abaixo do calculado no NRC (2001) nos

mesmos periodos (pré-parto= 660,36 mg/dia e lactagcao 902,41 mg/dia).

5.4.2 Concentracao plasmatica de Zn, Cu e Se

O tipo de fonte de Zn, Cu e Se ndo exerceu efeito sobre a concentragéo
plasmatica destes minerais no presente estudo. Contrariamente a estes dados, alguns
autores (WEISS e HOGAN, 2005; SILVESTRE et al., 2007) observaram incremento no
Se sérico de vacas holandesas alimentadas com Se orgéanico. Outros autores (WARD
et al., 1996; SPEARS et al., 2004; KINAL, KORNIEWICZ, SLtUPCZYNSKA et al., 2007)
descreveram aumento na concentracdo de Zn plasmatica ao suplementar de Zn
organico para bovinos.

Os dados do presente estudo sdo similares aos descritos por Goff e Stabel
(1990) que demonstraram acentuado declinio de Zn plasmatico no periodo
periparturiente. Weiss e Hogan (2005) ndo relatam efeito de tempo na concentragao

plasmatica de Se de vacas no periodo de transigao.

5.4.3 Produgado e composicgao de leite

A producao de leite, leite corrigida para 3,5% de gordura, gordura (kg/dia),

proteina (kg/dia), lactose (kg/dia) e a composigcdo (percentagem de gordura, lactose e
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proteina) nao foram influenciadas pelo fornecimento de fontes de Zn, Cu e Se organicas
quando comparadas com fontes inorganicas, neste experimento.

Os resultados da suplementacdo de minerais organicos sobre a produgao e
composicao de leite descritos na literatura sdo bastante variaveis. Alguns autores
(BALLANTINE et al., 2002; GRIFFITHS et al., 2007; KINAL, KORNIEWICZ, JAMROZ et
al., 2007; SICILIANO-JONES et al., 2008) relatam os efeitos da suplementagdo com
micro-minerais organicos sobre a produgao de leite e componentes do leite sem
alteracdo na composi¢ao. Outros autores (NOCEK et al., 2006) observaram efeito do

fornecimento de fontes de minerais organicos sobre a produgao e composigao do leite.

5.4.4 Peso e escore dos animais

Nao foram observados efeitos das fontes de minerais organicos sobre o PC,
MPC, ECC e MECC na lactagao e no dia do parto, e PC, ECC, e MECC. Foi verificada
diferenga (P=0,024) do tipo de fonte de Zn, Cu e Se sobre a MPC no pré-parto. O grupo
de animais alimentado com fontes organicas de Zn, Cu e Se apresentou MPC negativa,
ou seja, perdeu em média 11,3 kg de peso vivo, enquanto que o grupo de vacas
alimentadas com Zn, Cu e Se inorganicos apresentou acréscimo de 12,0 kg de peso, no

inicio do pré-parto (Figuras 1, 2, 3 e 4).
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Dias (pré-parto e poés-parto)

Figura 1- Peso corporal nos periodos pré-parto e lactagdo, em fungéo da
fonte mineral fornecida (organica ou inorganica), O dia 1 se
refere ao dia do parto (primeiras 24 horas)
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Figura 2- Mudancga de peso corporal nos periodos pré-parto e lactagdo, em funcao da
fonte mineral fornecida (organica ou inorganica), O dia 1 se refere ao dia do
parto (primeiras 24 horas)

Os resultados do presente estudo sao similares aos descritos por Uchida et al.
(2001) que observaram auséncia de efeito da suplementacdo de minerais organicos
sobre o ECC. O PC de vacas no periodo de transicao também nao sofreu efeitos do

fornecimento de minerais organicos em estudos realizados por Whitaker et al. (1997).
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Figura 3- Escore de condig&o corporal nos periodos pré-parto e lactagcado, em fungéo da
fonte mineral fornecida (organica ou inorganica), O dia 1 se refere ao dia do
parto (primeiras 24 horas)
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Figura 4- Mudancga de escore corporal nos periodos pré-parto e lactagao, em fungéo da
fonte mineral fornecida (orgénica ou inorgénica), O dia 1 se refere ao dia do

parto (primeiras 24 horas)

5.5 Conclusao

Com base nos resultados do presente estudo é possivel concluir que o
fornecimento de carboaminofosfoquelatos de Zn, Cu e Se n&o alterou o consumo de
MS e nutrientes, a producdo e a composi¢ao de leite, a concentracdo plasmatica

desses minerais, ECC, MECC e o PC, mas influenciou negativamente a MPC pré-parto.
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6 CONCLUSAO GERAL

O fornecimento de Zn, Cu e Se carboaminofosfoquelatos promoveu reducao
tanto na contagem de células somaticas quanto na incidéncia de mastite subclinica, em
condigdes experimentais, nas quais o consumo destes minerais e de nutrientes foram
controlados individualmente. Essa redugdo nado esta ligada a aumentos no aporte
plasmatico de Zn, Cu e Se e ao mecanismo de defesa antioxidante imunolégico do
organismo animal. Mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos que
envolvem a reducdo da incidéncia de mastite subclinica em vacas alimentadas com

fonte carboaminofosfoquelada de Zn, Cu e Se.
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ANEXOS

Anexo A - Proporgdo dos ingredientes nos concentrados, expressos com
base na matéria seca (%MS), e composicdo bromatoldgica
durante os periodos pré-parto e lactagao

Vacas secas Vacas secas pré- Lactagao

Ingrediente(%MS) parto

Milho moido 56,80 55,00 54,41
Farelo de soja 35,20 38,50 40,15
Uréia 4,39 3,10 0,90
Bicarbonato de sédio @ @ - 1,36
Macro-minerais 3,66 2,46 2,82
Micro-minerais 0,73 0,92 0,33

Composigcao dos concentrados

MS (%) 89,09 89,57 89,62
MO (%MS) 94,24 94,96 94,62
PB (%MS) 25,25 26,42 26,59
FDN (% MS) 13,44 15,04 15,13
FDA (% MS) 5,73 6,14 6,06
LIG(% MS) 1,78 1,84 1,61
MM(% MS) 5,76 5,04 5,38
EE (% MS) 4,34 4,68 4,03
CT (% MS) 64,65 63,86 64,00
CNF (% MS) 51,31 48,82 48,87
NDT (% MS) 85,11 85,41 84,42
EL Mcal/kg (MS) 1,97 1,97 1,95
Ca (%MS) 0,85 0,77 0,85
P (%MS) 0,52 0,51 0,49
K (%MS) 0,92 0,99 0,97
Zn (mg/kg MS) 33,17 31,67 28,85
Cu (mg/kg MS) 16,63 17,44 14,34

MS — matéria seca; MO — matéria organica; PB — proteina bruta; FDN — Fibra
em detergente neutro, FDA — Fibra em detergente acido; LG — lignina; MM —
matéria mineral; EE — extrato etéreo; CT — carboidratos totais; CNF —
Carboidratos n&o fibrosos; NDT — Nutrientes digestiveis totais; EL — energia
liquida ; Ca — calcio; P — fosforo; K — potassio; Zn — zinco; Cu — cobre.
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Anexo B - Proporgao dos ingredientes na dieta total, expressos com base na
matéria seca (%MS), e composicdo bromatoldgica das dietas

durante os periodos pré-parto e lactagao

Vacas secas Vacas secas pré- Lactacao

Ingrediente(%MS) parto

Silagem de milho 79,94 74,28 47,06
Milho moido 11,05 14,22 28,78
Farelo de soja 7,04 9,88 21,29
Uréia 0,98 0,79 0,48
Bicarbonato de s6dio - = e 0,72
Macro-minerais 0,82 0,63 1,50
Micro-minerais 0,16 0,20 0,18

Composigao da dieta total

MS (%) 41,71 44,73 61,19
MO (%MS) 94,99 94,94 94,89
PB (%MS) 11,54 12,80 17,88
FDN (% MS) 46,00 44,33 33,63
FDA (% MS) 28,94 27,41 19,57
LIG(% MS) 4,91 4,70 3,53
MM(% MS) 4,99 4,87 5,11
EE (% MS) 3,95 4,06 3,95
CT (% MS) 79,44 78,43 72,98
CNF (% MS) 33,23 33,90 39,39
NDT (% MS) 69,88 71,08 75,81
EL Mcal/kg (MS) 1,57 1,61 1,72
Ca (%MS) 0,40 0,43 0,59
P (%MS) 0,24 0,26 0,34
K (%MS) 0,95 0,84 0,96
Zn (mg/kg MS) 22,18 22,60 24,42
Cu (mg/kg MS) 9,61 10,40 11,29

MS — matéria seca; MO — matéria organica; PB — proteina bruta; FDN — Fibra
em detergente neutro, FDA — Fibra em detergente acido; LG — lignina; MM —
matéria mineral; EE — extrato etéreo; CT — carboidratos totais; CNF —
Carboidratos n&o fibrosos; NDT — Nutrientes digestiveis totais; EL — energia
liquida ; Ca — calcio; P — fésforo; K — potassio; Zn — zinco; Cu — cobre; Se —

selénio.
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Anexo C- Médias para o consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (MO),
proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), carboidratos nao
fibrosos (CFN), carboidratos totais (CT), extrato etéreo (EE), nutrientes
digestiveis totais (NDT) e energia liquida (EL), no periodo pré-parto, em
funcdo das fontes orgénicas (O) e inorganicas (I) de Zn, Cu e Se

fornecidas.

Var' Fonte? Semanas em relagdo ao parto _ ;
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 Meédias EPM

CMS o 10,70 10,39 10,57 10,56 10,31 10,22 9,26 7,83 9,97 0,215
(kg/d) I 10,62 10,66 10,67 10,74 10,60 10,05 9,79 8,86 10,24 0,251
CMS 0] 1,63 160 160 159 154 155 138 1,18 1,51 0,032
(%PV) I 1,74 173 169 169 166 159 153 137 1,63 0,045
MO o 10,17 9,87 10,04 10,04 9,82 9,74 885 7,50 9,50 0,204
(kg/d) I 10,13 10,17 10,19 10,24 10,13 9,59 9,33 8,44 9,77 0,239
PB @) 1,47 146 146 147 148 144 133 115 1,41 0,033
(kg/d) I 145 1,44 146 148 145 140 1,36 1,27 1,41 0,034
FDN @) 491 4,77 4,72 457 45 450 4,03 340 445 0,100
(kg/d) I 475 479 4,79 460 46 437 430 3,78 4,52 0,113
CNF 0] 3,27 3,38 343 3,35 338 3,09 261 3,23 323 0,073
(kg/d) I 349 347 350 363 340 326 3,01 340 3,40 0,072
CT @) 825 798 815 815 792 789 7,12 6,00 7,68 0,166
(kg/d) I 8,21 8,26 826 830 824 7,77 756 6,80 7,92 0,200
EE @) 045 043 043 042 042 042 040 035 0,41 0,011
(kg/d) I 0,47 047 047 046 045 042 040 0,37 0,44 0,012
MM 0] 0,53 052 052 052 049 047 041 034 047 0,013
(kg/d) I 049 049 049 050 047 046 046 043 0,47 0,012
NDT O 755 735 749 751 74 734 669 567 7,12 0,151
(kg/d) I 756 759 760 766 758 7,19 6,98 6,37 7,31 0,175
EL o 17,22 16,77 17,08 17,13 16,88 16,75 15,27 12,95 16,24 0,399
(Mcal/d) I 17,26 17,32 17,34 17,48 17,30 16,41 15,93 14,55 16,69 0,344

'Variaveis; “fonte (O:organica, |: inorganica); *erro padrdo da média; .



87

Anexo D- Médias para o consumo de calcio (Ca), fésforo (P), potassio (K), zinco (Zn) e
cobre (Cu), no periodo pré-parto, em fungdo das fontes organicas (O) e
inorgénicas (l) de Zn, Cu e Se fornecidas

Semanas pré-parto

Var' Fonte? .
- -7 -6 -5 -4 -3 2 -1 Médias EPM

Ca o} 4252 4258 4341 4368 43,02 41,03 37,07 31,42 40,57 0,937
(g/d) | 40,03 40,25 40,45 41,75 40,06 39,35 38,12 3594 39,49 0,967
P o} 26,68 26,32 27,01 2756 27,84 27,08 2550 22,08 26,25 0,659

(g/d) | 26,18 26,28 26,44 2742 2763 26,93 26,13 24,40 26,43 0,666
K O 106,00 106,13 106,48 107,85 104,20 98,47 84,40 6883 97,68 3,240

(g/d) | 100,01 99,84 100,25 101,31 94,15 91,07 87,99 79,15 94,15 2775
Zn O 478,23 466,13 465,03 47417 501,06 529,94 516,13 487,48 489,93 7,124

(mg/d) | 487,23 489,47 496,53 502,06 518,63 527,79 520,31 499,45 50541 8,675
Cu O 237,58 238,38 243,74 25551 270,98 279,22 271,38 257,07 257,00 3,069

(mg/d) | 237,67 239,87 24336 249,28 26559 27526 271,03 264,51 256,05 3,463

"Variaveis; “fonte (O:organica, |: inorganica);

3erro padrdo da média; .
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Anexo E- Médias para o consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (MO),
proteina bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN), carboidratos n&o
fiborosos (CFN), carboidratos totais (CT), extrato etéreo (EE), nutrientes
digestiveis totais (NDT) e energia liquida (EL), no periodo pds-parto, em
fungao das fontes orgéanicas (O) e inorganicas () de Zn, Cu e Se fornecidas.

Semanas pos-parto

var'  Fon? Méd? EPM®
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 M 12
MS O 10,91 11,89 12,90 13,43 14,52 1562 16,55 17,27 18,27 17,91 18,09 18,70 1550 0,416
kg/d | 10,52 12,24 1340 14,24 14,53 16,87 17,96 1813 18,41 18,16 19,09 20,25 16,12 0,422
cMs O 167 188 210 224 244 263 282 295 310 308 310 3,22 260 0,067
%PV P 167 202 226 246 254 297 317 321 321 326 341 358 281 0,069
Mo O 1038 11,29 1227 12,77 13,80 14,85 1573 16,41 17,37 17,02 17,20 17,79 14,74 0,395
kg/d | 10,00 11,64 12,74 13,54 13,83 16,04 17,09 17,25 17,48 17,25 1812 19,21 1532 0,399
PB O 191 198 211 225 243 265 283 298 310 3,01 298 302 260 0,064
kg/d | 1,84 208 225 2,36 244 276 296 299 298 302 315 331 267 0,069
FDN O 361 397 439 442 481 526 565 589 622 590 598 628 520 0,151
kg/d | 346 410 454 476 493 570 606 6,05 606 59 631 677 538 0,151
CNF O 439 483 522 554 599 633 661 687 734 742 751 7,73 631 0176
kg/d | 423 494 538 582 588 692 7,38 753 7,77 7,58 794 838 6,63 0,174
cT O 800 880 961 99 10,80 11,60 12,26 12,76 13,56 13,31 13,50 14,01 11,51 0,321
kg/d | 769 904 992 1058 10,81 12,62 13,43 13,58 13,82 13,54 14,25 15,15 12,01 0,320
EE O 047 052 055 056 057 061 064 067 071 070 072 075 062 0,014
kg/d | 047 052 057 060 058 066 070 068 069 0,68 072 075 0,63 0,014
MM O 053 059 063 066 072 077 082 08 090 089 088 091 076 0,022
kg/d I 051 060 066 070 071 083 088 088 093 092 097 1,04 0,80 0,024
NDT O 836 908 981 1028 11,01 11,85 12,54 13,10 13,87 13,69 13,82 1425 11,80 0,309
kg/d | 814 940 1025 10,90 11,08 12,82 13,65 13,76 13,95 13,77 14,45 1528 12,26 0,310
EL O 19,18 20,81 22,48 23,57 2524 27,16 28,73 30,02 31,80 31,39 31,69 32,65 27,06 0,706
Mca/d | 1868 21,56 23,50 24,99 2540 29,38 31,28 31,53 31,95 31,55 33,10 35,01 28,10 0,710
"Wariaveis; “fonte  (O:organica, inorganica); “erro padrio da média;
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Anexo F- Médias para o consumo de calcio (Ca), fésforo (P), potassio (K), zinco (Zn) e cobre (Cu), no periodo pds-parto, em
fungao das fontes organicas (O) e inorganicas (1) de Zn, Cu e Se fornecidas.

Semanas pés-parto

Var'  Fonte? 5
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Médias EPM

Ca o} 62,71 67,47 70,77 76,13 81,85 88,85 92,96 97,07 103,58 101,97 102,25 104,15 87,48 2,497
(9/d) | 60,46 70,91 76,54 80,88 8140 9453 100,93 102,35 102,95 103,80 109,05 11539 91,40 2,626
P 0 37,30 40,86 43,05 46,31 4759 50,67 5422 56,89 61,97 61,95 63,32 64,99 5243 1,303
(g/d) | 37,85 42,75 4628 4836 4748 5508 5858 5850 60,23 60,26 6354 67,46 53,75 1,318
K 0 100,14 107,62 114,63 119,42 130,96 14352 15465 162,17 171,85 160,84 163,10 168,35 141,44 3,596
(g/d) | 99,20 114,58 12510 130,38 131,06 151,87 162,94 166,02 160,83 159,39 167,83 176,04 14518 3,831
Zn O 648,40 661,94 683,74 69443 729,34 75848 780,31 796,27 813,53 80565 819,73 826,81 75156 11,31
(mg/d) | 614,07 668,47 669,49 728,17 743,22 797,11 82575 828,67 831,17 831,20 847,91 86584 772,65 10,83
Cu O 34400 350,20 359,80 364,47 382,10 400,97 414,83 424,67 418,12 406,07 410,75 411,46 390,59 5,30
(mg/d) | 333,46 357,41 371,72 38523 392,02 414,08 428,87 430,61 416,25 412,73 417,81 417,81 398,01 5,17

"Variaveis; “fonte (O:organica, |: inorganica); *erro padrdo da média





