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RESUMO

NUNES, G. R. Perfil bioquimico, metabolismo oxidativo e qualidade da carne de
cordeiros submetidos ao transporte rodoviario e tratados com vitamina E.
[Biochemical profile, oxidative metabolism and meat quality of lambs subjected to
road and treated with vitamin E]. 2013. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2013.

O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da administracdo
intramuscular de alfa-tocoferol (vitamina E) sobre marcadores de estresse fisiol6gico
e oxidativo, além de caracteristicas relacionadas a qualidade da carne de cordeiros
submetidos a transporte rodoviario de curta duracdo. Vinte e quatro cordeiros,
mesticos das racas Santa Inés e Dorper, com idade e peso vivo médios ao abate de
138 dias e 43,6 kg, respectivamente, foram distribuidos em trés grupos
experimentais nos quais receberam, aos seis e trés dias antes do transporte, pela
via intramuscular, uma aplicacdo de solucao fisiologica; 10 Ul; ou 20 Ul de acetato
de DL-alfa-tocoferol, por quilo de peso metabdlico. O transporte teve duracdo de
quatro horas e na chegada ao abatedouro, os cordeiros desembarcaram em curral
de espera, onde permaneceram por 19 horas até o momento do abate. Nos
momentos TO (imediatamente antes do embarque e transporte); T1 (imediatamente
apos transporte e desembarque); T2 (trés horas ap0s transporte e desembarque) e
T3 (imediatamente antes do abate) foi aferida a temperatura retal e coletadas
amostras de sangue por puncdo da veia jugular para determinacdo das
concentragbes seéricas de ureia, creatinina, albumina, proteina total, colesterol e
cortisol; concentracdes plasmaticas de glicose, beta-hidroxibutirato (BHB), lactato e
acidos graxos nao esterificados (AGNE); atividade sérica da creatinofosfoquinase
(CK); contagem de hemacias e leucocitos totais; relagdo neutrofilos:linfocitos;
volume globular (VG); atividades eritrocitarias da superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR); concentragdo de glutationa
reduzida (GSH); status antioxidante total do soro (TAS) e concentracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). ApGs o abate, as carcacas
foram mantidas por 24 horas sob refrigeracdo a 2°C para que pudessem ser



determinados o pH (pH24h) e coloracéo (L*, a*, b*) do musculo Longissimus dorsi,
além de coletadas amostras para posterior avaliacdo da for¢ca de cisalhamento (FC),
perdas de peso por cozimento (PPC) e produtos da oxidacéo lipidica apos 30 dias
de congelamento (TBARS 30). Houve efeito de interacdo entre momento e
tratamento para lactato, sendo observado efeito linear de tratamento no momento
T2, com maiores (P= 0,0111) valores dessa variavel nos animais que receberam 20
Ul de vitamina E. Ocorreu efeito linear de tratamento (P=0,0149) sobre os valores de
TAS. Foi observado efeito de desvio da linearidade para albumina, L* e b*. Animais
que receberam 10 Ul de vitamina E apresentaram menores concentragfes de
albumina (P= 0,0447) e maiores valores (P=0,0042 e P=0,0082) de L* e b*. Com
excecdo da temperatura retal e GR, foi observado efeito de momento para todos os
outros marcadores de estresse fisioloégico e oxidativo. O transporte rodoviario de
curta duracdo, mesmo quando realizado de maneira adequada, gera estresse nos
animais. Estimulos potencialmente nocivos no momento prévio ao abate levaram a
estresse de maior intensidade que aquele oriundo do transporte. A administracao
intramuscular de alfa-tocoferol aumentou o status antioxidante total do soro de
cordeiros submetidos a transporte rodoviario de curta duracdo, entretanto ndo foi
capaz de minimizar as alteracdes decorrentes do estresse fisioldgico e oxidativo e
de melhorar a qualidade da carne destes animais.

Palavras-chave: Alfa-tocoferol. Cortisol. Estresse. TAS. TBARS.



ABSTRACT

NUNES, G. R. Biochemical profile, oxidative metabolism and meat quality of
lambs subjected to road and treated with vitamin E. [Perfil bioquimico,
metabolismo oxidativo e qualidade da carne de cordeiros submetidos ao transporte
rodoviario e tratados com vitamina E]. 2013. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sé&o
Paulo, Sao Paulo, 2013.

The present study aimed to evaluate the effects of intramuscular alpha-tocopherol
(vitamin E) administration on markers of oxidative and physiological stress, as well
characteristics related to meat quality of lambs subjected to road short transport.
Twenty-four lambs, Santa Inés and Dorper crossbred, age and average live weight at
slaughter of 138 days and 43.6 kg, respectively, were divided into three experimental
groups. Each group received an intramuscular application of saline solution or 10 U
or 20 IU of DL-alpha-tocopherol per kg of metabolic body weight at six and three
days before transportation. The transportation lasted four hours until the
slaughterhouse. After unloading, lambs rested in pen for 19 hours until the time of
slaughter. At TO (immediately prior to boarding and transportation), T1 (immediately
after transport and unloading), T2 (three hours after transporting and landing) and T3
(immediately before slaughter) rectal temperature was measured and blood samples
were collected by jugular vein puncture for determination of serum urea, creatinine,
albumin, total protein, cholesterol and cortisol; plasma concentrations of glucose,
beta-hydroxybutyrate (BHB), lactate and non-esterified fatty acids (NEFA); serum
activities of aspartate aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT)
and creatine kinase (CK), erythrocyte and total leukocyte count, ratio neutrophil:
lymphocytes, packed cell volume (PCV), erythrocyte activities of superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR),
concentration of reduced glutathione (GSH), serum total antioxidant status (TAS) and
the concentration of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). After slaughter,
carcasses were kept for 24 hours under refrigeration at 2 °C and were analyzed for
Longissimus Dorsi pH (pH24h) and color (L *, a *, b *), and collected samples for
subsequent evaluation of shear force (SF), cooking weight loss (CWL) and products

of lipid oxidation after 30 days of freezing (TBARS 30). There was an interaction



between time and treatment for lactate and was observed a linear effect at the time
T2, with increased (P = 0.0111) values of this variable in the animals receiving 20 U
of vitamin E. A linear effect of treatment (P = 0.0149) on the TAS values was
observed. Deviation from linearity effect for aloumin, L * and b * were seen. Animals
that received 10 IU of vitamin E showed lower concentrations of albumin (P = 0.0447)
and higher (P = 0.0042 and P = 0.0082) L * and b * values. Except for rectal
temperature and GR, moment effect was observed for all other markers of oxidative
and physiological stress. The short road transportation, even when done properly,
produces stress in animals. Potentially harmful stimuli at the time prior to slaughter
led to higher stress intensity than that coming from the transport. Intramuscular
administration of alpha-tocopherol increased serum total antioxidant status of lambs
subjected to short duration road transport, however was not able to minimize
changes arising from physiological and oxidative stress and improve the meat quality
of these animals.

Keywords: Alpha-tocopherol. Cortisol. Stress. TAS. TBARS.
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1 INTRODUCAO

O transporte é uma pratica inevitavel com a qual os animais de producéo se
deparam ao menos uma vez durante suas vidas (NWE et al.,, 1996). Em vérias
regibes do mundo, o transporte rodovidrio € a forma mais frequente e
economicamente importante de conducdo de animais, seja para venda, exposi¢ao
em feiras agropecuarias, atendimento veterinario e, principalmente, para o abate.
Dados do IBGE (2011) apontam que, no ano de 2011, o rebanho ovino nacional era
composto por 17,6 milhdes de cabegas e mesmo num pais com dimensfes
continentais como o Brasil, o transporte rodoviario € a forma predominante de
conducao de animais.

O transporte é considerado o maior estressor para 0os animais de producao
(KNOWLES; WARRISS, 2000) e pode ter efeitos deletérios para a saude, bem-estar
e também para qualidade da carne destes animais. O impacto do transporte
depende ndo somente da duracdo e natureza da viagem, mas também de
experiéncias prévias e condi¢cdes as quais os animais de producdo estdo expostos
(FISHER et al., 2010). Indicadores fisiol6gicos e comportamentais geralmente séo
usados para quantificar o estresse e, em casos de animais para corte,
caracteristicas relacionadas a qualidade da carne também sdo consideradas
(TARRANT, 1990).

Na tentativa de amenizar os efeitos deletérios do transporte nos animais de
producéo, diferentes terapias foram propostas (SCHAEFER; JONES; STANLEY,
1997; PEETERS et al., 2005; ALI; AL-QARAWI; MOUSA, 2006; MINKA et al., 2009;
AKTAS et al., 2011). Deve-se ressaltar o crescente interesse pela utilizacdo de
vitaminas antioxidantes, com destaque para a vitamina E, que se apresenta como 0

principal antioxidante lipossoluvel nos sistemas biolégicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, assim como em grande parte dos paises do mundo, o transporte
rodoviario é a forma mais praticada e economicamente mais importante de
transporte de animais de producdo. Entretanto, € no momento do transporte que
ocorrem grande parte dos problemas que prejudicam o bem-estar animal e a
qualidade do produto final.

Segundo Knowles (1998), o estresse de transporte pode ser dividido em trés
categorias: estresse fisico; estresse fisiologico e estresse psicolégico, apesar de
haver sobreposicdo entre eles. Estressores fisicos sdo aqueles que demandam
trabalho fisico por parte do animal e incluem o esforgco no embarque e desembarque
e o esforco requerido para manter a postura e equilibrio durante o transporte. O
estresse fisioldgico pode ser medido em termos de desafio fisioldgico, pelo grau de
inanicdo e desidratacdo e também pela extensdo da mobilizacdo de reservas
corporais para manter o metabolismo ou para superar lesdo ou doenca. Estresse
psicoldgico é aquele que é percebido pelo animal consciente e, portanto, muito dificil
de ser mensurado de maneira objetiva. O estresse psicolégico pode ser causado
pelo ambiente novo e desconhecido associado aos sons e odores; pela presenca de
um predador (cao pastor, por exemplo) ou um humano; pelo desejo de comer ou
beber; ou pela mistura com animais desconhecidos.

Os diferentes niveis de estresse psicolégico determinam a grande
variabilidade observada nos resultados obtidos em estudos que tentam quantificar
de estresse nos animais de producdo durante o manejo e transporte. O fator
“‘novidade” é um estressor muito poderoso. A resposta ao medo em determinada
situacdo € dificil de prever porque depende de experiéncias prévias do animal
guanto a manipulacdo ou transporte. O manejo que o animal recebe em momentos
precoces de sua vida tera efeito em sua resposta fisiolégica a estressores durante
sua fase adulta (GRANDIN, 1997).

O estresse € um mecanismo de defesa, uma modificacdo progressiva dos
mecanismos fisioldgicos, para permitir que o individuo responda ao agente
estressor. Embora seja um mecanismo de protecdo, causa numerosas alteracdes
estruturais e funcionais no organismo e pode aumentar a susceptibilidade a doencas

e/ou induzir alteragcbes fisiologicas. A resposta do organismo ao estresse € o
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aumento na producdo e liberagdo de hormonios, neurotransmissores e
eicosanodides. Por conseguinte, pode provocar alteracbes em todos os 6rgdos e
sistemas (BISPO; PEREIRA, 1994).

Comparado a outros animais de producdo, os ovinos sao particularmente
mais tolerantes ao transporte rodoviario por apresentarem pernas curtas e, portanto,
um centro de gravidade mais baixo. Estes animais sdo mais estaveis que bovinos
durante o transporte, o que se reflete na facilidade com que eles se deitam e
levantam durante o transporte e na baixa incidéncia de quedas durante a viagem
(KENT, 1997).

As grandes alteragbes causadas pelo estresse de transporte podem levar
também ao estresse oxidativo, definido como acumulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs sdo moléculas oxidantes resultantes de processos
metabdlicos normais e sua formacdo é limitada fisiologicamente por sistemas
antioxidantes endogenos e exodgenos (MILLER; BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA,
MADSEN, 1993). Embora sejam sinalizadores endégenos envolvidos no controle de
processos como apoptose e inflamacdo (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007),
guando ocorre desbalanco entre a producdo de EROs e as defesas antioxidantes, a
consequéncia é o estresse oxidativo (CELI, 2011).

DNA, proteinas e, principalmente, lipidios sdo alvos naturais das EROs. Os
lipideos sdo importantes constituintes da membrana celular e quando sofrem dano
oxidativo, ha o comprometimento da integridade celular em todo organismo animal.

Nos animais cuja criacdo € voltada para o corte, a oxidagao lipidica torna-se
uma fonte de perdas econdmicas. A oxidacgéao lipidica é uma das maiores causas de
deterioracdo da carne durante seu armazenamento e, além de alteracbes na
coloracdo, este processo € responsavel por alteracbes em sabor, odor e valor
nutricional (MORRISSEY et al., 1994; ATAY et al., 2009). A oxidacao lipidica pode
resultar em rancidez, deterioragdo da cor, textura e sabor da carne fresca,
congelada e cozida, além de estar diretamente relacionada com a oxidacdo do
pigmento, contudo esta associacdo ndo esta bem esclarecida. Do ponto de vista da
cor da carne, pode ser que radicais produzidos durante a oxidacéo lipidica atuem
diretamente, na oxidacdo do pigmento, danificando os sistemas de reducdo do
pigmento (LIU et al., 1995). Além disso, a presenc¢a de agentes oxidativos resulta no
desenvolvimento de sabores estranhos (“off-flavors”) devido a oxidagao das duplas
ligacdes da gordura, denominada oxidacéo lipidica (autoxidacdo) juntamente com
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outros processos de degradacdo da carne armazenada e posteriormente cozida
(TROUT, 2003). O processo de degradacéo lipidica influencia ndo somente na cor e
sabor da carne, mas também em outras caracteristicas importantes, tais como
aroma, capacidade de retencdo de agua e producdo de compostos prejudiciais a
saude humana.

Em sistemas de producédo animal, a substancia antioxidante mais conhecida &
a vitamina E. Vitamina E é o termo utilizado para um grupo de tocoferdis e
tocotriendis dos quais o a-tocoferol possui grande importancia por agdo antioxidante.
Esta vitamina é o principal antioxidante lipossoluvel nos sistemas biolégicos, sendo o
alfa-tocoferol sua forma biologicamente ativa mais importante (LAUZURICA et al.,
2005).

A suplementacdo dietética com vitamina E aumenta ndo s6 quantidade de
alfa-tocoferol no plasma (KASAPIDOU et al., 2012) como também a quantidade
desta substancia em musculos e gordura, neutralizando os radicais livres antes da
oxidacdo lipidica se propagar nos acidos graxos insaturados nas membranas
celulares (LIU; LANARI; SCHAEFER, 1995).

A terapia antioxidante fornece tratamento potencialmente importante e de
baixo custo para situagcbes em que pode ocorrer maior producdo de EROs
(LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007), portanto a suplementacao intramuscular com
vitamina E deve ser considerada quando se busca minimizar os danos causados

pelo transporte rodoviario em animais de producéo.
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3.1 INTRODUCAO

O transporte de animais de producdo combina estressores fisicos e
psicolégicos gerados pelo embarque e desembarque, reagrupamento social, ruidos,
vibracbes, temperaturas extremas, privacdo de alimento e agua, dentre outros
fatores. Estes fatores podem ser estimulos individualmente estressantes, tornando-
se ainda mais nocivos quando em combinacdo (GRANDIN, 1997; EARLEY;
MURRAY, 2010).

Os animais respondem de forma imediata a mudancas em seu ambiente
através de alteracBes em parametros comportamentais e fisioldgicos. A identificacao
de situacdes estressantes permite que medidas sejam empregadas para evitar o
estresse ou, a0 menos, minimizar seus danos, promovendo a manutencdo da saude
e bem-estar, além do potencial econbmico dos animais de producdo (FANZIO;
FERLAZZO, 2003).

As alteracbes fisiol6gicas causadas por estresse influenciam no aumento do
catabolismo, condicdo que pode levar a producao excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs), também chamadas de radicais livres (WERNICKI et al., 2006). O
emprego de terapias antioxidantes com a finalidade de proteger ou reparar
membranas celulares dos danos gerados pelos EROs pode ser uma medida
apropriada quando se busca minimizar os efeitos do estresse de transporte nos
diferentes sistemas do organismo de animais de producéo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da administracédo
intramuscular de alfa-tocoferol (vitamina E) sobre os marcadores de estresse
fisioldgico em cordeiros submetidos a transporte rodoviario de curta duragao.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Animais e protocolo experimental

Vinte e quatro ovinos machos, higidos, mesticos das racas Santa Inés e

Dorper, ndo castrados, com idades entre 130 e 145 dias e peso vivo médio de 43,6
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kg ao abate foram utilizados. Os animais permaneceram 75 dias confinados em
baias coletivas nas dependéncias do Centro de Pesquisa em Doencas Nutricionais e
Metabdlicas, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo (FMVZ/USP) até o dia do transporte para o abatedouro. Dos 75 dias de
confinamento, 15 dias consistiram na adaptacdo dos animais a dieta; nos 60 dias
restantes, 0s ovinos receberam dieta composta por 80% de concentrado comercial
(Tech Ovin Pasto, Socil) e 20% de feno de Tifton 85 (Cynodon spp) picado, em
guantidade necesséria e suficiente para garantir 10% de sobras. A agua foi oferecida
ad libitum. A tabela 1 mostra a composicdo bromatolégica dos alimentos que

compuseram a dieta.

Tabela 1 — Composicdo do feno e do concentrado comercial utilizados durante o periodo
experimental - S&o Paulo — 2012

Composicao do feno

MS, % 89,42
PB, % 11,58
FDN, % 82,74
Composicao do concentrado comercial*
MS, % 90,38
PB, % 17,17
FB, % 10,79
EE, % 2,49
EB, kcal/g 4,07

MS: matéria seca; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FB: fibra bruta; EE: extrato
etéreo; EB: energia bruta. * Vitamina E (minimo): 8,75 Ul/kg, segundo niveis de garantia do
fabricante.

Uma semana antes do transporte, de acordo com o ganho de peso no periodo
de confinamento, os cordeiros foram distribuidos em quatro blocos de seis animais.
O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso com repetigcdo, com
trés tratamentos: Controle; 10 Ul; e 20 Ul de vitamina E. Aos seis e trés dias antes
do transporte, os animais receberam, pela via intramuscular, ou uma aplicacéo de
solucéo fisiologica (grupo Controle); ou 10 Ul; ou 20 Ul por quilo de peso metabdlico

0,75

(peso vivo %) de vitamina E na forma de acetato de DL-alfa-tocoferol (Monovin E®,

Bravet).
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O transporte para o abatedouro teve duracdo de 4 horas e foi realizado em
caminh&o especifico para este fim. O veiculo possuia 3,10 m de comprimento x 2,36
m de largura x 2,20 m de altura, o que resultou huma densidade de 0,30 ovinos por
m?. O trajeto foi totalmente percorrido em vias e rodovias pavimentadas. A
temperatura ambiente e umidade relativa do ar durante o percurso foram registradas
por meio do dispositivo EL-USB-2-LCD+ (Lascar Electronics).

Apés a chegada ao abatedouro, os animais desembarcaram em curral de
espera sem cobertura e com 4gua disponivel ad libitum, onde permaneceram até o
momento do abate.

Nos momentos TO (imediatamente antes do embarque e transporte); T1
(imediatamente apds transporte e desembarque); T2 (trés horas apés transporte e
desembarque) e T3 (imediatamente antes do abate) foram coletadas amostras de

sangue por punc¢éo da veia jugular.

3.2.2 Preparo das amostras de sangue e procedimentos analiticos

As amostras de sangue foram coletadas em tubos a vacuo sem
anticoagulante e tubos com EDTA ou fluoreto de S6dio como anticoagulantes.

As amostras de sangue com EDTA foram destinadas a contagem de
hemacias e leucdcitos totais no analisador hematologico automatico modelo ABC
Vet, marca ABX®, além da confeccdo do esfregaco sanguineo para a contagem
diferencial de leucocitos por microscopia e determinacdo do volume globular (VG). O
VG foi determinado a partir da centrifugacdo a 13000 g por 5 minutos de
microcapilares contendo sangue total.

As amostras de sangue com fluoreto de sédio foram centrifugadas a 400 g por
5 minutos para separacdo do plasma, que permaneceu armazenado a -20°C para
posterior determinacdo das concentracdes de glicose, beta-hidroxibutirato (BHB),
lactato e acidos graxos nédo esterificados (AGNE) no analisador bioguimico
automatico Randox, modelo RX Daytona®, utilizando-se, respectivamente, os Kits
comerciais GL 3815, RB 1007, LC 3980 e FA 115 da Randox Laboratories Ltd.
(Crumlin, Antrim, Reino Unido).
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Os tubos contendo amostras de sangue sem anticoagulante foram
centrifugados a 400 g por 10 minutos para separacdo do soro, que permaneceu
armazenado a -20°C para posteriores analises. As concentracdes séricas de ureia,
creatinina, albumina, proteina total e colesterol e atividade sérica da enzima
creatinofosfoquinase (CK) foram determinadas, respectivamente, com o0s Kkits
comerciais UR 3825, CR 3814, AB 3800, TP 4001, CH 3810 e CK 110 também da
Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, Antrim, Reino Unido). A concentracao seérica de
cortisol foi determinada por radioimunoensaio por meio do kit comercial Coat-a-
Count - TKCOS5 (Siemens Medical Solution Diagnostics, Los Angeles, CA, EUA).

3.2.3 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa SAS (Versao 9.3, 2010) utilizando
o procedimento MIXED, sendo anteriormente verificada a normalidade dos residuos,
pelo teste de Shapiro-Wilk, e a busca por “outliers” através do procedimento
UNIVARIATE do SAS. Os dados que nao atenderam a premissa da normalidade dos
residuos foram submetidos a transformacédo logaritmica. Transformados ou néo, 0s
dados foram submetidos a andlise de variancia para delineamento em blocos,
adicionado do fator medidas repetidas no tempo, referentes aos diferentes
momentos de coleta. O modelo contemplou, como causas de variacdo, o efeito de
tratamento, efeito de momento e efeito de interacdo momento*tratamento, como
fatores fixos, bem como efeito de bloco e efeito de interagdo momento*bloco, como
efeitos aleatdrios.

O efeito de dose de vitamina E foi avaliado por regresséo polinomial, através
do uso de polinbmios ortogonais, decompondo-se o efeito de tratamento em efeito
linear e efeito de desvio da linearidade.

A analise de efeito de tratamento por momento somente foi realizada quando
a interacéo entre efeito de momento e efeito de tratamento foi significativa. Quando
o efeito de momento foi verificado, as médias entre 0s momentos foram comparadas
atraves do teste de Tukey.

No estudo de relagdo entre duas variaveis foi utilizado o coeficiente de

correlagao de Pearson.
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Para todos os testes avaliados considerou-se o nivel de significancia de 5%.

3.3 RESULTADOS

Os valores médios (minima-méxima) observados para temperatura ambiente
e umidade relativa do ar durante o trajeto rodoviario de 4 horas foram de 27,5°C
(25,5-29°C) e 60,1% (56-66%), respectivamente.

Para a temperatura retal dos cordeiros ndo foram observados efeito de
interacdo entre momento e tratamento, efeito de tratamento e efeito de momento. Os
valores encontrados foram de 39,65 °C para o grupo controle; 39,66 °C para o0 grupo
10 Ul e 39,76 °C para o grupo 20 UI.

Nas tabelas 2 e 3, estdo apresentados os valores médios, erro padrédo da
média e probabilidade estatistica para os marcadores de estresse fisioldégico, em
fungéo dos tratamentos.

Tabela 2 — Valores de média da concentragéo sérica de ureia, creatinina, albumina, proteina total,
colesterol e cortisol; concentracdo plasmética de glicose, beta-hidroxibutirato (BHB),
lactato e Aacidos graxos ndo esterificados (AGNE) e atividade sérica da

creatinofosfoquinase (CK) nos diferentes tratamentos, com os respectivos erros padréo
das médias e probabilidades estatisticas - Sdo Paulo — 2012

Variaveis Tratamentos EPM? Efeito? M3 T*M*
Controle 10 UI 20 Ul L DL
Ureia, mmol/L 9,32 8,99 8,93 0,12 NS° NS 0,0012 NS
Creatinina, umol/L 78,76 81,27 86,30 1,73 NS NS 0,0002 NS
Albumina, g/L 35,84 34,77 35,78 0,18 NS 0,0447 0,0001 NS
Proteina Total, g/L 63,72 65,44 64,57 0,46 NS NS 0,0001 NS
Log CK, U/L a30°C 4,86 4,73 4,68 0,04 NS NS 0,0001 NS
Glicose, mmol/L 5,35 5,50 5,48 0,08 NS NS 0,0001 NS
Lactato, mmol/L 2,18 2,39 2,16 0,15 NS NS 0,0001 0,0308
BHB, mmol/L 0,48 0,45 0,48 0,02 NS NS 0,0017 NS
AGNE, pmol/L 459,94 432,66 466,25 52,62 NS NS 0,0001 NS
Colesterol, mmol/L 1,70 1,66 1,53 0,03 NS NS 0,0014 NS
Cortisol, pg/dL 1,33 1,31 1,59 0,10 NS NS 0,0001 NS

1EPM: Erro padrao da média.

2Efeito: Valor de P para o teste de polinbmios ortogonais decomposto em efeito linear (L) e efeito de
desvio da linearidade (DL).

3M: Efeito de momento.

“T*M: Efeito de interac@o entre momento e tratamento.

°NS: P>0,05.
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N&o foi observado efeito de interagdo entre momento e tratamento e efeito de
tratamento para as concentragdes de ureia, creatinina, proteina total, glicose, BHB,
AGNE, colesterol e cortisol e para a atividade de CK. Entretanto, para todas estas
variaveis e também para as concentracdes de albumina, houve efeito de momento
(Tabela 2).

Para a variavel lactato, ocorreu efeito de interacdo entre momento e
tratamento, sendo que no momento T2, observou-se efeito linear de tratamento (P=
0,0111). A equacéao de regressao em T2 foi Y= 1,14 + 0,0321x (R?= 0,26), onde “Y” é
a concentracgao de lactato e “x” € o nivel de vitamina E.

Dentre as variaveis abordadas no estudo, o efeito do tratamento com alfa-
tocoferol somente foi observado para as concentracbes de albumina. O efeito
observado para esta variavel foi o de desvio da linearidade, sendo que os animais
tratados com 10 Ul de vitamina E apresentaram os minimos valores para as
concentracdes de albumina. A equacdo de regressao encontrada para esta variavel
foi Y= 35,84 - 0,2123x + 0,0146x2 (R2= 0,08), onde “Y” é a cromaticidade e “x” é 0
nivel de vitamina E.

N&o foram observados efeito de interacdo entre momento e tratamento e
efeito de tratamento para a contagem de hemacias e leucdcitos totais, VG e relacéo
neutrofilos:linfocitos. Entretanto, para todas estas variaveis, observou-se efeito de

momento (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de média de hemé&cias, leucdcitos totais, relagdo neutrofilos:linfécitos e volume
globular nos diferentes tratamentos, com os respectivos erros padrdo das médias e
probabilidades estatisticas - Sdo Paulo — 2012

Tratamentos Efeito?

Variaveis EPMI ————— M3 T*M*
Controle 10 Ul 20 Ul L DL

Hemacias, x10°/uL 9,07 9,17 9,60 0,09 NS° NS 0,0001 NS

VG, % 3559 3444 3652 0,30 NS NS 0,0001 NS

Log LeucécitosTotais,xlOBIuL 2,02 2,23 2,11 0,02 NS NS 0,000 NS

Log Relacdo Neutréfilos:Linfocitos 1,20 1,27 1,26 0,04 NS NS 0,0001 NS

L1EPM: Erro padréo da média.

2Efeito: Valor de P para o teste de polindmios ortogonais decomposto em efeito linear (L) e efeito de
desvio da linearidade (DL).

3M: Efeito de momento.

“T*M: Efeito de interac@o entre momento e tratamento.

°NS: P>0,085.
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As tabelas 4 e 5 mostram os valores de média geral e erro padrdo da média
de todas as variaveis abordadas neste estudo, com excecao de albumina e lactato,

nos diferentes momentos.

Tabela 4 — Valores de média geral (n=24) e erro padrdo da média da concentragdo sérica de ureia,
creatinina, proteina total, colesterol e cortisol; concentragdo plasmatica de glicose, beta-
hidroxibutirato (BHB) e acidos graxos nao esterificados (AGNE) e atividade sérica da
creatinofosfoquinase (CK) e probabilidades estatisticas nos diferentes momentos - Séo

Paulo — 2012
S Momentos?
Variaveis P
TO T1 T2 T3
b b
Uréia, mmol/L 9,07 8,67 ° 8,84 ™ 9,74° 0,0012
+0,23 +0,23 +0,20 +0,21
b b b
Creatinina, pmol/L 75,78 75,14 79,45 98,27 ° 0,0002
+8,98 +11,36 +9,09 + 22,89
d b
Proteina Total, g/L 61,18 65,61 63,97 ° 67,55° 0,0001
+0,81 +0,82 +0,77 +0,84
Log CK, U/L 2 30°C 439° 4,61° 4,96 ° 5,08 * 0,0001
+0,03 +0,06 +0,07 +0,06
Glicose, mmoliL 5,05 ° 547° 5,18 ™ 6,09 ° 0,0001
+0,07 +0,16 +0,09 +0,18
b b b
BHB, mmol/L 083" 0,34 0,36 0,36 0,0017
+0,05 +0,01 +0,01 +0,02
AGNE, pumol/L 62,83° 162,25° 341,54° 1245,17 @ 0,0001
+2.06 + 20,25 + 25,49 + 80,97
b b b
Colesterol, mmol/L 1,59 161 1,58 1,75° 0,0014
+0,06 +0,06 +0,05 +0,06
b
Cortisol, pg/dL 0,79 ° 1,45 0,87 ° 2,51° 0,0001
+0,10 +0,14, +0,11 +0,19

IMomentos: TO: imediatamente antes do embarque e transporte; T1: imediatamente apds transporte e
desembarque; T2: trés horas apoés transporte e desembarque e T3: imediatamente antes do abate.
Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferencas (P<0,05) entre 0s momentos.

Imediatamente apds o transporte, a concentracdo de ureia foi menor (P=
0,0012) que os valores verificados em TO e sua maxima concentracao foi observada
em T3. As variaveis creatinina, AGNE e colesterol apresentaram comportamentos
semelhantes neste estudo, sendo que em T3 observamos suas maximas
concentragbes. Em TO observamos a maior concentragdo de BHB (P= 0,0017). A
concentracdo sérica de proteina total foi mais elevada (P=0,0001) em T1 quando

comparado ao momento basal e trés horas ap0s o transporte, esta concentracao
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diminuiu em relagdo a T1, porém ainda mantinha valor mais elevado que aquele
observado em TO. Entretanto, foi em T3 que a concentracao de albumina apresentou
seu maior valor. A atividade da CK, em log, elevou-se imediatamente apds o
transporte (P=0,0001). Em T2 e T3, a atividade da CK apresentou valores ainda
mais elevados quando comparados a T1 e TO. A concentracao de glicose elevou-se
(P=0,0001) imediatamente ap0s o transporte e alcan¢gou sua maxima concentracao
em T3. Em T1, a concentracdo de cortisol mostrou-se elevada (P=0,0001) em
relacdo a TO. Em T2, apds trés horas de descanso, estes valores retornaram aos
niveis basais, alcangando seu maximo valor em T3.

Tabela 5 — Valores de média geral (n=24) e erro padrdo da média de hemacias, leucécitos totais,

relagdo neutrofilos:linfécitos, volume globular e probabilidades estatisticas nos diferentes
momentos - S&o Paulo — 2012

Variaveis Momentos P
TO T1 T2 T3

Hemacias, x10% uL 8,92°" 9,27° 9,01° 9,912 0,0001
+0,15 +0,15 +0,17 +0,17

Volume Globular, % 33,90° 36,00 ° 34,20 ° 37,962 0,0001
+ 0,50 +0,49 + 0,56 +0,51

Log Leucécitos Totais, x10%/pL 2,05° 2,162 2,222 2,04° 0,001
+0,04 +0,05 +0,05 +0,03

Log Relagdo Neutréfilos:Linfocitos 0,94° 1,46° 1,33° 1,28 ¢ 0,0001
+0,32 +0,46 +0,35 +0,32

IMomentos: TO: imediatamente antes do embarque e transporte; T1: imediatamente apds transporte e
desembarque; T2: trés horas apoés transporte e desembarque e T3: imediatamente antes do abate.
Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferencas (P<0,05) entre 0s momentos.

Em relacdo aos valores basais, 0 numero de hemacias somente se elevou
(P=0,0001) em T3. Imediatamente apds o transporte, observamos elevacdo nos
valores VG (P=0,0001). Trés horas ap6s o desembarque dos animais, os valores de
VG voltaram aos niveis basais, porém no momento pré-abate observamos seus
maiores valores. O numero de leucécitos totais, em log, se elevou (P=0,001)
imediatamente apds o transporte e desembarque dos animais, permanecendo
elevado em T2, contudo retornou aos valores basais em T3. A relacéo
neutrofilos:linfocitos, em log, foi menor (P=0,0001) em TO quando comparada a T1,
T2e T3.

Os resultados do estudo das relagbes entre cortisol e as variaveis glicose,

AGNE e VG estao apresentados na tabela 6.
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Tabela 6 — Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e probabilidades estatisticas no estudo da
relagdo entre cortisol e as variaveis glicose, acidos graxos nao esterificados (AGNE) e
volume globular (VG) - Séo Paulo — 2012

Glicose AGNE VG
. 0,5024 0,7466 0,5879
Cortisol
P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001

Na figura 1 estdo representados os graficos das concentracdes plasmaticas
de glicose, lactato e AGNE; concentracfes séricas de cortisol; volume globular e

relagdo neutrofilos:linfocitos nos diferentes tratamentos, em fungdo dos momentos.

Figura 1 — Marcadores fisiolégicos de estresse nos diferentes tratamentos, em funcdo dos momentos,
em cordeiros tratados com alfa-tocoferol e submetidos a transporte a transporte rodoviario
de curta duragéo. (A): concentracdo plasmatica de glicose; (B) concentracdo plasmatica
de lactato; (C) concentracéo plasmatica de AGNE; (D) concentracéo sérica de cortisol; (E)
volume globular e (F) relacdo neutréfilos:linfocitos - S&o Paulo — 2012
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3.4 DISCUSSAO

A temperatura retal n&o foi influenciada por tratamento ou momento de coleta
e, nos trés grupos experimentais, manteve-se dentro dos valores de referéncia (39,5
a 40,5°C) estabelecidos para cordeiros (PUGH, 2002). Trabalhando com vitaminas
antioxidantes, Aktas et al. (2011) néo verificaram influéncia da administracao
intramuscular da associagdo vitaminica ADE ou de vitamina E + selénio sobre a
temperatura de bovinos submetidos a transporte rodoviario durante 22 horas.

Em situacdes de estresse, ocorre ativagcdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal, resultando em aumento dos niveis circulantes de cortisol (NWE et al.,
1996). Em resposta ao transporte, observamos aumento do cortisol em T1 e apos
trés horas de descanso, em T2, os niveis desta variavel ja haviam retornado aos
valores basais. Kannan et al. (2000) verificaram que apds uma hora de descanso, 0s
niveis de cortisol mostravam-se bastante diminuidos em relacdo aqueles observados
imediatamente pés-transporte rodoviario de caprinos. Em T3, as concentragdes de
cortisol apresentaram elevacdo de grande magnitude em resposta a algum estimulo
estressor nos momentos prévios ao abate. As concentracdes de cortisol variam de
acordo com ritmo circadiano, apresentando os valores mais altos pela manha e mais
baixos no periodo da tarde (ZIMERMAN et al., 2011). As coletas nos momentos TO e
T3 ocorreram no periodo da manhd, portanto o aumento nas concentracdes de
cortisol no pré-abate devem ser creditadas a um estimulo estressor e ndo ao ritmo
circadiano.

Flutuacbes nas concentracbes de cortisol e glicose estdo intimamente
relacionadas ao funcionamento da adrenal (NWE et al.,, 1996). Em condi¢des
estressantes, os glicocorticoides plasméaticos estdo aumentados e a sintese de
glicose acelerada, primariamente pela quebra de glicogénio hepatico. Kannan et al.
(2000) notou que em caprinos, a elevacdo de glicose foi precedida por elevacédo da
concentracdo de cortisol em resposta ao stress. Em todos os momentos deste
estudo, a concentracdo de glicose foi maior que os valores de referéncia de 2,78 —
4,44 mmol/L estabelecidos por Kaneko et al. (1997). Observamos que em T1 houve
aumento da glicemia como resposta ao estresse gerado causado pelo transporte.
Em T3 observamos que, em paralelo ao aumento dos valores de cortisol, ocorreu

também o pico de maximo de glicose. Aktas et al. (2011) verificaram que a
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concentracdo de glicose aumentou apds o transporte em todos o0s grupos de
bovinos, porém no grupo que recebeu o complexo vitaminico ADE a glicemia foi
maior que nNos grupos que nao receberam suplementacdo ou receberam vitamina E
+ selénio. No presente estudo, a relacdo positiva moderada entre as variaveis
cortisol e glicose reforca o fato das variagdes nas concentragdes desta ultima serem
oriundas de estimulos estressores.

As concentracfes séricas de ureia e creatinina podem aumentar durante
situacdes estressantes devido ao catabolismo proteico e vasoespasmo renal
causados pela liberacdo de catecolaminas e cortisol (FINCO, 1997; KNOWLES;
WARRIS, 2000). Em todos os momentos de coleta, as concentracbes de ureia e
creatinina mostraram-se, respectivamente, elevadas e diminuidas em relacdo aos
valores de referéncia estabelecidos para a espécie (KANEKO et al.,, 1997). Em
relacdo aos valores observados em TO, a concentracdo de ureia diminuiu
imediatamente apos o transporte e apresentou valor maximo em T3, enquanto a
concentracdo de creatinina ndo se alterou com o transporte, apresentando seu valor
maximo também em T3. Estes comportamentos levam a crer que o transporte
propriamente dito ndo causou estas alteragbes, e sim algum fator relacionado ao
periodo de descanso pré-abate. Bornez, Linares e Vergara (2009) ndo observaram
alteracdo nas concentracdes de ureia imediatamente apés transporte rodoviario de
cordeiros, porém depois quinze horas de descanso pré-abate com privacdo de
alimento, concentracbes desta varidvel estavam elevadas. Em relacdo as
concentracbes de creatinina, estes pesquisadores observaram seu aumento logo
apos o transporte e também depois do periodo de descanso pré-abate.

De acordo com Kaneko et al. (1997), o cortisol causa diminuicdo na
concentracdo de proteina total devido ao seu efeito catabodlico. Entretanto, Broom
(2003) refere que em situacdes de estresse de transporte os valores de proteina
total encontram-se aumentados pela privacdo de agua. No presente estudo,
observamos que as concentracfes de proteina total se elevaram imediatamente
apos o transporte e diminuiram em T3, depois que 0s animais tiveram acesso a
fonte de agua, entretanto ainda apresentavam valores elevados em relacdo a TO.
Apos o periodo de descanso pré-abate, os valores de proteina total foram maximos,
mesmo havendo fonte de &gua potavel no curral de espera. Apesar das
concentracdes de proteina total se apresentarem dentro dos valores de referéncia

estabelecidos por Kaneko et al. (1997) para a espécie ovina em todos 0s momentos
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avaliados neste estudo, € provavel que os cordeiros apresentassem algum grau de
desidratacdo por ndo ingerirem adequada quantidade de agua. Segundo Tadich et
al. (2009), ovinos nao ingerem agua de fontes desconhecidas.

A enzima CK é um marcador de atividade ou dano muscular (EARLEY;
MURRAY, 2010). Foi observado aumento da atividade de CK imediatamente ap0s o
transporte, provavelmente relacionado ao esforco fisico realizado pelos animais
durante os procedimentos de embarque e desembarque e da manutencdo da
postura durante o movimento do caminhdo (DE LA FUENTE et al., 2012). Somente
no momento T2, ou seja, trés horas apds o desembarque dos animais foi observada
a maior atividade de CK, que permaneceu elevada mesmo apés o descanso pre-
abate. Kannan et al. (2000) também verificaram que existe um intervalo de tempo
apos a finalizacdo do transporte para que sejam observados 0s maiores valores de
CK. Estes pesquisadores verificaram atividade méaxima de CK somente depois uma
a duas horas do desembarque dos caprinos. Embora fosse esperado efeito da
administracdo de vitamina E sobre a atividade de CK, o mesmo ndo ocorreu.
Nockels, Odde e Craig (1996) observaram que em simulacdo de estresse com a
administragdo de ACTH e epinefrina, embora todos os animais apresentassem
aumento de CK, a amplitude da elevacdo desta enzima foi menor nas novilhas
suplementadas com vitamina E. Este beneficio foi creditado a fungéo antioxidante da
vitamina E, que auxilia na manutencdo da integridade das membranas das células
musculares ao reduzir lipoperoxidacao.

Assim como a atividade de CK, as concentracdes plasmaticas de lactato se
elevam quando ha atividade muscular excessiva. O consumo do glicogénio
muscular, como resultado de esforco muscular excessivo ou liberacdo de
catecolaminas, leva a producdo de grandes quantidades de acido latico que sera
lancado na corrente sanguinea. Embora observado efeito de tratamento em T2 para
o lactato, este ndo se mostrou benéfico, ja que os animais que receberam a vitamina
E apresentaram maiores concentracdes de lactato que o grupo controle.

Em relacdo ao metabolismo lipidico, o cortisol tem como efeitos 0 aumento no
catabolismo de colesterol e aumento nas concentragdes de AGNE (NAFIZI et al.,
2003). Observamos que as concentracdes de colesterol e AGNE nos momentos T1
e T2 permaneceram iguais aos niveis basais, porém em T3 houve uma marcada
elevacao destas concentracdes, de modo paralelo a elevacao no cortisol. O aumento

em AGNE é também relacionado a privacao de alimento (BROOM, 2003). Kannan et
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al. (2003) observaram aumento de AGNE em caprinos mantidos em repouso ou
transportados durante duas horas, sendo os dois grupos mantidos sob privacdo de
alimento durante doze horas. Entretanto, a intensidade da elevacdo de AGNE no
grupo de caprinos transportados foi maior que naquele mantido em repouso. A
auséncia de elevacdo de BHB, um indicador de jejum prolongado, em T3 e a
presenca de relagdo forte positiva entre AGNE e cortisol ao longo do estudo, levam
a crer que as alteracdes observadas em T3 séo oriundas de estresse e ndo somente
de jejum prolongado.

Aumento nas concentracées de cortisol pode levar a contragdo esplénica,
refletindo em elevacdo na contagem de hemécias e nos valores de VG. Em T1,
observamos aumento de VG em resposta ao estresse causado pelo transporte,
porém em T2, estes valores ja haviam retornado aos niveis basais. Assim como para
as concentracdes de cortisol, observamos valores maximos de hemacias e VG em
T3, porém ainda dentro dos valores de referéncia para a espécie (BYERS;
KRAMER, 2010). A relacdo moderada positiva entre cortisol e VG aumenta
possibilidade de que as variagdes nas concentracfes desta Ultima sejam oriundas
de estimulos estressores e nao de desidratacao.

O aumento nos niveis circulantes de cortisol frequentemente causa alteracéo
no leucograma de ruminantes, sendo esta decorrente do aumento no namero de
neutroéfilos e diminuicdo nos linfécitos (TORNQUIST; RIGAS, 2010). Observamos no
presente estudo que os valores de leucdcitos totais se elevaram imediatamente apos
0 transporte e somente retornaram aos niveis basais apés 19 horas de descanso,
porém em todos 0s momentos esta variavel manteve seus valores no intervalo de
referéncia descrito para a espécie ovina (BYERS; KRAMER, 2010). Em situacdes de
estresse, quando ha aumento de neutréfilos e diminuicdo de linfocitos, a relagéo
entre estas células fica alterada, alcancando valores superiores a 1,00
(TORNQUIST; RIGAS, 2010). No momento TO, o valor observado para a relagao
neutrofilos:linfocitos foi de 1,70 e, imediatamente apds o transporte, esta relacéo
subiu para 3,74, permanecendo elevada nos momentos restantes. Apesar da
relacdo neutrofilos:linfocitos apresentar valor acima de 1,00 antes mesmo do
transporte, a magnitude da elevacao desta relacédo imediatamente apos o transporte
deixa bastante claro a forte influéncia da liberagédo de glicocorticoides.

Diante do cenario apresentado, € bastante improvavel que somente a

privagcdo de alimento durante o periodo de descanso pré-abate tenha ocasionado as
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alteracbes observadas em T3. Gaal et al. (1993) observaram diminuicdo nas
concentracoes de glicose e elevacao das concentracdes de AGNE, colesterol e ureia
em ovinos submetidos a jejum alimentar de 12 horas, porém nao mensurou o
cortisol.

Duas horas antes da coleta no momento T3, os animais ficaram expostos a
uma chuva de grande magnitude (ventos de 16 km/h e taxa da chuva de 43 mm/h),
pois o curral de espera onde estavam alojados era desprovido de cobertura. Além
disso, no momento T3, ndo foi possivel isolar os animais dos estimulos estressores
inerentes a espera numa linha de abate, mesmo que esta apresentasse carater
experimental. Estas informacdes e os dados apresentados ao longo deste estudo
indicam que as alteracbes nos marcadores fisioldégicos estdo mais relacionadas a

estimulos estressores do que ao jejum alimentar propriamente dito.

3.5 CONCLUSOES

e O transporte causou estresse fisioldgico nos cordeiros.

e Estimulos estressores no momento pré-abate causaram estresse fisioldgico
de maior magnitude que aquele gerado no transporte.

e A administracdo intramuscular de vitamina E somente teve efeito sobre as
concentracdes de lactato, no momento T2, e concentracfes de albumina.

e Os efeitos de tratamento observados para as concentracdes de lactato, no
momento T2, e para as concentracdes de albumina néo refletiram beneficios

esperados quando da suplementacédo com vitamina E.
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4 CAPITULO 2: BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CORDEIROS
TRATADOS COM ALFA-TOCOFEROL E SUBMETIDOS A TRANSPORTE
RODOVIARIO DE CURTA DURACAO
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4.1 INTRODUCAO

Manejo, transporte, embarque e desembarque, além da privacdo de alimentos
antes do abate séo praticas inevitaveis que podem influenciar ndo so a rentabilidade
do produto final, mas também o bem-estar dos animais de producdo (KANNAN et
al., 2000). O estresse gerado pelo transporte, mesmo aquele realizado de maneira
adequada, pode levar a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs), também chamadas de radicais livres. As EROs sdo moléculas oxidantes
resultantes de processos metabdlicos normais e sua formacdo € limitada
fisiologicamente por sistemas antioxidantes enddgenos e exdgenos (MILLER;
BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993). Embora sejam sinalizadores
enddgenos envolvidos no controle de processos como apoptose e inflamacéo
(LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007), quando ocorre desbalanco entre a producgéo
de EROs e as defesas antioxidantes, a consequéncia é o estresse oxidativo (CELI,
2011).

Nestas condicbes o DNA, proteinas e, principalmente, lipidios sédo alvos
naturais de oxidacdo. Quando estes ultimos sofrem dano oxidativo, por serem
importantes  constituintes da membrana celular, pode haver grande
comprometimento da integridade das células (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007).

As formas de minimizar ou evitar o estresse oxidativo sdo a reducdo na
geracdo das substancias oxidantes ou entdo o aumento das substancias
antioxidantes. Estas Ultimas sdo compostas pelo sistema antioxidante interno, do
qgual fazem parte enzimas e proteinas, e pelos antioxidantes exdgenos, normalmente
provenientes da dieta. Dentre os antioxidantes exdgenos, destacam-se as vitaminas,
das quais os tocoferbis (vitamina E) sdo considerados eficientes inibidores da
peroxidacao de lipidios in vivo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A terapia antioxidante fornece tratamento potencialmente importante e de
baixo custo para distlrbios relacionados ao estresse oxidativo (LYKKESFELDT;
SVENDSEN, 2007). Estudos demostram a eficacia da suplementacéo oral de ovinos
com vitamina E sobre os biomarcadores de estresse oxidativo (SGORLON et al.,
2005; BODAS et al.,, 2011), porém pouco se sabe sobre sua suplementagdo
parenteral preventiva, principalmente, em situacdes reais de estresse como no

transporte para o abatedouro.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da administracao
intramuscular de alfa-tocoferol (vitamina E) sobre os biomarcadores de estresse

oxidativo em cordeiros submetidos a transporte rodoviario de curta duragao.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Animais e protocolo experimental

Vinte e quatro ovinos machos, higidos, mesticos das racas Santa Inés e
Dorper, ndo castrados, com idades entre 130 e 145 dias e peso vivo médio de 43,6
kg ao abate foram utilizados. Os animais permaneceram 75 dias confinados em
baias coletivas nas dependéncias do Centro de Pesquisa em Doencas Nutricionais e
Metabdlicas, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo (FMVZ/USP) até o momento do transporte para o abatedouro. Dos 75
dias de confinamento, 15 dias consistiram na adaptacédo dos animais a dieta; nos 60
dias restantes, os ovinos receberam dieta composta por 80% de concentrado
comercial (Tech Ovin Pasto, Socil) e 20% de feno de Tifton 85 (Cynodon spp)
picado, em quantidade necesséria e suficiente para garantir 10% de sobras. A 4gua
foi oferecida ad libitum. A tabela 7 mostra a composicdo bromatolégica dos

alimentos utilizados.

Tabela 7 — Composicdo do feno e do concentrado comercial utilizados durante o periodo
experimental - Sdo Paulo — 2012

Composicéo do feno

MS, % 89,42
PB, % 11,58
FDN, % 82,74
Composicdo do concentrado comercial*
MS, % 90,38
PB, % 17,17
FB, % 10,79
EE, % 2,49
EB, kcallg 4,07

MS: matéria seca; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FB: fibra bruta; EE: extrato
etéreo; EB: energia bruta. * Vitamina E (minimo): 8,75 Ul/kg, segundo niveis de garantia do
fabricante.
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Uma semana antes do transporte, de acordo com o ganho de peso no periodo
de confinamento, os cordeiros foram distribuidos em quatro blocos de seis animais.
O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso com repeticdo, com
trés tratamentos: Controle; 10 Ul; e 20 Ul de vitamina E. Aos seis e trés dias antes
do transporte, os animais receberam, pela via intramuscular, ou uma aplicacéo de
solucgéo fisiolégica (grupo Controle); ou 10 Ul; ou 20 Ul por quilo de peso metabdlico

0.7%) de vitamina E na forma de acetato de DL-alfa-tocoferol (Monovin E®,

(peso vivo
Bravet).

O transporte para o abatedouro teve duracdo de 4 horas e foi realizado em
caminhdo especifico para este fim. O veiculo possuia 3,10 m de comprimento x 2,36
m de largura x 2,20 m de altura, o que resultou huma densidade de 0,30 ovinos por
m2. O trajeto foi totalmente percorrido em vias e rodovias pavimentadas. A
temperatura ambiente e umidade relativa do ar durante o percurso foram registradas
por meio do dispositivo EL-USB-2-LCD+ (Lascar Electronics®).

Apos a chegada ao abatedouro, os animais desembarcaram em curral de
espera sem cobertura e com agua disponivel ad libitum, onde permaneceram até o
momento do abate.

Nos momentos TO (imediatamente antes do embarque e transporte); T1
(imediatamente apés transporte e desembarque); T2 (trés horas ap0s transporte e
desembarque) e T3 (imediatamente antes do abate) foram coletadas amostras de

sangue por puncéao da veia jugular.

4.2.2 Preparo das amostras de sangue e procedimentos analiticos

As amostras de sangue foram coletadas em tubos a vacuo sem
anticoagulante e tubos com EDTA ou heparina de litio como anticoagulantes.

A concentracdo da glutationa reduzida (GSH) foi determinada por método
colorimétrico a partir de amostras de sangue total obtidas nos tubos de coleta com
EDTA (BEUTLER; DURON; KELLY, 1963).

As amostras de sangue com heparina de litio foram centrifugadas a 1270 g

por 10 minutos a 4°C para separacao do plasma, que permaneceu armazenado a -
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80°C para posterior analise das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
por meio do TBARS Assay Kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA).
As heméacias sedimentadas resultantes desta centrifugacdo foram lavadas duas
vezes com solucdo salina tamponada. Entre as lavagens, ocorreram duas
centrifugacdes a 458 g por 10 minutos a 4°C, com aceleracdo e parada lentas. Ao
final destes procedimentos, duas aliquotas de concentrado de hemacias foram
armazenadas a -80°C, por periodo maximo de 30 dias, para posterior determinacéo
das atividades eritrocitarias da superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase
(GR) e glutationa peroxidase (GPx) no analisador automético Randox, modelo RX
Daytona®, utilizando-se, respectivamente, os kits SD 125, GR 2306 e RS 505 da
Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, Antrim, Reino Unido).

A determinacdo do status antioxidante total (TAS) do soro foi realizada por
meio do kit NX 2332 da Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, Antrim, Reino Unido)
com amostras armazenadas, por periodo maximo de 30 dias, a -80°C apoés
centrifugacéo a 400 g por 10 minutos dos tubos sem anticoagulante.

4.2.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa SAS (Versao 9.3, 2010) utilizando
o procedimento MIXED, sendo anteriormente verificada a normalidade dos residuos,
pelo teste de Shapiro-Wilk, e a busca por “outliers” através do procedimento
UNIVARIATE do SAS. Os dados foram submetidos a analise de variancia para
delineamento em blocos, adicionado do fator medidas repetidas no tempo,
referentes aos diferentes momentos de coleta. O modelo contemplou, como causas
de variacdo, o efeito de tratamento, efeito de momento e efeito de interacéo
momento*tratamento, como fatores fixos, bem como efeito de bloco e efeito de
interacdo momento*bloco, como efeitos aleatorios.

O efeito de dose de vitamina E foi avaliado por regresséo polinomial, através
do uso de polinbmios ortogonais, decompondo-se o efeito de tratamento em efeito

linear e efeito de desvio da linearidade.
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A analise de efeito de tratamento por momento somente foi realizada quando
a interacao entre efeito de momento e efeito de tratamento foi significativa. Quando
o efeito de momento foi verificado, as médias entre os momentos foram comparadas
através do teste de Tukey.

No estudo de relacdo entre duas variaveis foi utilizado o coeficiente de
correlacao de Pearson.

Para todos os testes avaliados considerou-se o nivel de significancia de 5%.

4.3 RESULTADOS

Durante o trajeto rodoviario de 4 horas, a temperatura ambiente média foi de
27,5°C, com minima e maxima de 25,5 e 29,0°C, respectivamente, e a umidade
média foi de 60%, com 56 e 66% de valores minimo e maximo, respectivamente.

Na tabela 8 estdo apresentados os valores de média, erro padrdo da média e
probabilidade estatistica para os biomarcadores de estresse oxidativo, em funcéo

dos tratamentos.

Tabela 8 — Valores de média de atividade eritrocitaria da superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), concentracdo de glutationa reduzida
(GSH), status antioxidante total do soro (TAS) e concentracdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) nos diferentes tratamentos, com o0s respectivos erros
padrdo das médias e probabilidades estatisticas - Sdo Paulo - 2012

Tratamentos Efeito?

Variaveis EPML M3 T™*M*
Controle 10 UI 20 Ul L DL
SOD, U/g Hb 2519,65 2461,79 2354,69 31,88 NS® NS 0,0018 NS
GPx, U/g Hb 114485 116459 113021 9,23 NS NS 0,0001 NS
GR, U/g Hb 1,87 1,99 2,01 0,06 NS NS NS NS
GSH, mg/dL 27,25 27,79 29,92 0,55 NS NS 0,0001 NS
TAS, mmol/L 1,09 1,13 1,18 0,02 00149 NS 0,0001 NS
TBARS, uM MDA 8,20 7,73 7,73 0,26 NS NS 0,0001 NS

1EPM: Erro padrao da média.

2Efeito: Valor de P para o teste de polinbmios ortogonais decomposto em efeito linear (L) e efeito de
desvio da linearidade (DL).

3M: Efeito de momento.

“T*M: Efeito de interacdo entre momento e tratamento.

°NS: P>0,05.
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N&o foi observado efeito de interacdo entre momento e tratamento para 0s
biomarcadores de estresse oxidativo apresentados neste estudo. O efeito do
tratamento com vitamina E somente foi verificado no TAS. Os valores de TAS
aumentaram linearmente com a administracdo intramuscular de alfa-tocoferol. No
entanto, para todas as outras variaveis, com excec¢do da GR, verificou-se efeito de
momento (Tabela 8).

A tabela 9 mostra os valores de média geral e erro padrdo da média da
atividade eritrocitaria da superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR), concentracdo de glutationa reduzida (GSH), status
antioxidante total do soro (TAS) e concentracdo de substancias reativas ao acido

tiobarbittrico (TBARS) nos diferentes momentos.

Tabela9 — Valores de média geral (n=24) e erro padrdo da média da atividade eritrocitaria da
superédxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR),
concentracdo de glutationa reduzida (GSH), status antioxidante total do soro (TAS) e
concentracao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e probabilidades
estatisticas nos diferentes momentos - S&o Paulo — 2012

Momentos!?

Variaveis P
TO T1 T2 T3

SOD, U/g Hb 2311,33° 2469,51 *° 2539,28° 2474,46 ° 0,0018
+75,74 + 56,30 + 59,54 + 55,05

GPx, U/lg Hb 1205,82 ° 1183,48 1099,74° 1097,30° 0,0001
+ 16,32 +17,95 +13,97 + 14,50

GR, U/g Hb 1,93 2,03 1,85 2,01 NS2
+0,08 +0,17 +0,13 +0,12

GSH, mg/dL 28,80 " 27,80° 25,42 ° 31,312 0,0001
+1,05 +0,94 +1,00 +1,10

TAS, mmol/L 1,11° 1,32° 0,92° 1,18° 0,0001
+0,04 +0,01 + 0,04 +0,03

TBARS, uM MDA 7,12° 7,29° 7,19° 9,85° 0,0001
+0,46 +0,41 +0,37 +0,63

IMomentos: TO: imediatamente antes do embarque e transporte; T1: imediatamente apds transporte e
desembarque; T2: trés horas apoés transporte e desembarque e T3: imediatamente antes do abate.
2NS: P>0,05.

Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferencas (P<0,05) entre 0s momentos.

Houve elevacdo (P= 0,0018) da atividade eritrocitaria da SOD nos momentos
T2 e T3 em relagédo ao valor basal, observado no momento prévio ao transporte. Em
relacéo a atividade eritrocitaria da GPX, verificou-se comportamento oposto, pois trés

horas apGs o transporte e imediatamente antes do abate, a atividade da GPx foi
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menor (P=0,0001) que nos momentos TO e T1. A atividade eritrocitéria da GR néo foi
afetada (P=0,5352) pelo momento de coleta. A concentracdo da GSH diminuiu (P=
0,0001) trés horas ap0Os o transporte. Entretanto, sua maxima concentracdo foi
atingida imediatamente antes do abate. O TAS teve maiores e menores valores (P=
0,0001) em T1 e T2, respectivamente. Imediatamente antes do abate, os valores
retornaram aos teores basais. A maior concentracdo de TBARS (P=0,0001) foi
observada imediatamente antes do abate.

Verificou-se relacdo negativa fraca (r= - 0,212; P= 0,038) entre as atividades
eritrocitarias da SOD e GPx,

Na figura 2 estdo representados os graficos dos biomarcadores de estresse
oxidativo avaliados neste estudo nos diferentes tratamentos, em funcdo dos

momentos.
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Figura 2 — Biomarcadores de estresse oxidativo nos diferentes tratamentos, em funcdo dos
momentos, em cordeiros tratados com alfa-tocoferol e submetidos a transporte rodoviario
de curta duracdo. (A): atividade eritrocitaria da superéxido dismutase; (B) atividade
eritrocitaria da glutationa peroxidase; (C) atividade eritrocitaria da glutationa redutase;
(D) concentracdo de glutationa reduzida; (E) status antioxidante total do soro e (F)
concentracao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico - Sdo Paulo — 2012
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TO: imediatamente antes do embarque e transporte; T1: imediatamente apds transporte e
desembarque; T2: trés horas apdés transporte e desembarque e T3: imediatamente antes do abate.

4.4 DISCUSSAO

A SOD é a enzima responsavel por catalisar a dismutacdo do radical anion

superéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, sendo considerada a primeira
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defesa contra as EROs (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; CELI, 2011). O
peroxido de hidrogénio formado nesta reacdo é extremamente tdxico para as
membranas celulares (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) e sua remocdo é
catalisada pelas enzimas catalase e GPx, sendo que esta ultima utiliza a GSH como
substrato para a reacédo (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007).

Em relagcdo aos valores basais (T0), a atividade da SOD mostrou-se
significativamente aumentada em T2 e T3. Por se tratar de uma defesa de primeira
ordem, variacdes na atividade da SOD podem estar refletindo uma perturbacédo na
homeostase do sistema antioxidante no organismo dos cordeiros, provavelmente,
causada pela producdo de EROs no transporte e momento pré-abate. Observamos
também que a atividade da SOD se manteve constante nos momentos T1, T2 e T3,
possivelmente, pelo fato do concentrado comercial fornecido para os animais
durante o experimento apresentar quantidade adequada de zinco, cobre e
manganés para sustentar a sintese enddgena da SOD (CELI; DI TRANA;
QUARANTANA, 2008).

Em todos os momentos avaliados, os valores da atividade da SOD
mostraram-se superiores ao intervalo de referéncia de 948,65 a 1011,50 U/g Hb,
estabelecido por Nazifi et al. (2010) para ovinos adultos saudaveis.

Quando a atividade da SOD est4d aumentada, a producdo de peréxidos de
hidrogénio também se eleva e, supostamente, deveria ser observado elevacéo
simultdnea nas atividades da catalase e da GPx, além de aumento na
disponibilidade da GSH (CELI, 2011).

No presente estudo, observamos que a atividade da GPx em T1 permaneceu
semelhante aos valores basais, porém mostrou-se diminuida nos momentos T2 e
T3. Verificou-se relacdo negativa fraca (r= - 0,212; P= 0,038) entre as atividades da
SOD e GPx, o que reforca ainda mais o carater contraditério de seus
comportamentos. Mesmo quando a atividade da GPx ndo apresenta o
comportamento esperado, o organismo pode se defender do dano oxidativo por
outras rotas como, por exemplo, pela catalase (DROGE, 2002). Neste estudo a
atividade da catalase néo foi avaliada, porém a avaliagdo do comportamento da
GSH aponta que a dismutacdo do peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua foi
realizada.

A GSH tem importante papel na protecéo das células contra o dano oxidativo,

agindo como substrato e cofator da GPx, além de também reagir diretamente contra
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0 peréxido de hidrogénio em reacdo catalisada pela glutationa oxidase (HUBER;
ALMEIDA; FATIMA, 2008; CELI, 2010). A GPx catalisa a conversdo do perdxido de
hidrogénio em agua a partir de duas moléculas de GSH, gerando, nesta reacéo, uma
molécula de GSSG (glutationa oxidada). A GSSG €, entdo, reduzida pela GR,
regenerando a GSH a partir do NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reduzida) (JORDAO JR. et al., 1998; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Na
inativacdo de um agente oxidante ocorre producdo de GSSG e deplecdo de GSH
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997), sendo a relagdo GSH/GSSG uma ferramenta
importante na avaliagdo da dindmica antioxidante.

Apesar da GSSG nao ter sido mensurada neste estudo, observamos que em
T2 houve clara deple¢do da GSH. Ainda em T2, podemos observar que a diminuicao
nas concentracbes da GSH se deu em paralelo a inibicdo da atividade da GPx.
Podemos inferir que a diminuicdo de seu substrato, no caso a GSH, foi 0 motivo
para a inibicho da GPx em T2. Entretanto, em T3 as concentracbes de GSH se
elevaram a valores acima dos basais, porém a atividade da GPx ndo tem 0 mesmo
comportamento, e sua atividade permaneceu igual aquela observada em T2.

A atividade da GR ndao foi afetada pelos momentos de coleta, o que prejudica
ainda mais a compreensdo dos comportamentos da GSH e GPx na auséncia da
determinacdo de GSSG. Nota-se que no intervalo entre T2 e T3 houve regeneracao
da GSH. E provavel que com a adocdo de ao menos mais um ponto de coleta entre
T2 e T3 fosse possivel observar o efeito de momento para a atividade da GR.

A determinacdo do status antioxidante total considera a acdo cumulativa de
todos os antioxidantes presentes no plasma ou soro, fornecendo, em uma Unica
analise, informacdes relevantes e que podem efetivamente descrever o equilibrio
dindmico entre pré-oxidantes e antioxidantes no organismo (GHISELLI et al., 2000;
CELI, 2011). A analise da capacidade antioxidante do soro foi uma ferramenta atil na
avaliacdo do estresse de transporte em bezerros (PREGEL et al., 2005) e pode ser
utilizada na avaliacao do efeito de tratamentos antioxidantes, principalmente, quando
0s resultados sdo expressos como mudancas em relacdo aos valores basais
(GHISELLI et al., 2000).

O TAS foi a unica variavel do presente estudo influenciada pela aplicagéo da
vitamina E pela via intramuscular. O efeito observado foi linear: quanto maior a dose
de vitamina E, melhor o status antioxidante total dos cordeiros. Ao contrario do que
relatam alguns autores (PREGEL et al., 2005; BODAS et al., 2011), observamos que
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0 TAS apresentou maiores e menores concentracées imediatamente (T1) e trés
horas apdés o transporte (T2), respectivamente. Pregel et al. (2005) verificaram que a
capacidade antioxidante do soro de bovinos transportados durante cinco horas foi
menor imediatamente apds ao transporte, comparado aos valores obtidos apds dois
meses de descanso. Bodas et al. (2011) verificaram que, em cordeiros, 0s valores
de TAS diminuiram imediatamente apds transporte de quatro horas e aumentaram
apos quatro horas de descanso.

A interpretacdo de mudancas no status antioxidante total do soro depende
das condicbes sob as quais este status é determinado. O aumento nos valores de
TAS nado é, necessariamente, uma condicdo desejavel se isto é devido a uma
resposta adaptativa ao estresse oxidativo (CASTILLO et al., 2006). Da mesma
maneira, a diminuicdo nos valores do status antioxidante total do soro néo é€,
necessariamente, uma condi¢do indesejada quando a peroxidagdo lipidica diminui
(CASTILLO et al., 2006). No presente estudo, as alteracbes no status antioxidante
total ao longo dos momentos néo estdo de acordo com as pesquisas de Pregel et al.
(2005) e Bodas et al. (2011), mas podemos inferir que, nas condicbes deste
experimento, seu comportamento, juntamente com as outras defesas antioxidantes,
foi importante para que se evitasse a peroxidacao lipidica, somente exacerbada em
T3.

Lipidios, em particular os poli-insaturados, sdo alguns dos substratos mais
susceptiveis aos danos causados pelos radicais livres (CELI, 2010). A peroxidacao
lipidica, resultante do dano oxidativo a células e tecidos, € considerada bom
indicador de estresse oxidativo (NAZIFI et al., 2010). O malondialdeido (MDA) € um
dos mais abundantes produtos de baixo peso molecular resultantes da oxidacédo de
acidos graxos poli-insaturados (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007). O MDA reage
prontamente com o acido tiobarbiturico, produzindo um pigmento vermelho que pode
ser medido por espectrofotometria na forma de substéncias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) (JANERO, 1990).

Nos momentos avaliados neste estudo, com exceg¢ao de T3, nédo foi
observada exacerbacéo da peroxidacéao lipidica mensurada no plasma. Somente em
T3, as defesas antioxidantes ndo foram capazes de evitar a peroxidagéo dos lipidios.
Tal evento pode ter se dado pela exaustdo/consumo das defesas antioxidantes ou
pelo fato de naguele momento o estimulo estressor ser tdo exacerbado que o

sistema antioxidante ndo foi capaz de evitar o dano oxidativo. Comparado aos
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valores basais, Bodas at al. (2011) verificaram aumento na concentracdo de TBARS
em cordeiros suplementados com vitamina E na dieta e transportados durante
quatro horas, indicando que a vitamina E ndo foi capaz de evitar a peroxidagcao
lipidica resultante do estresse oxidativo do transporte. JA4 Aktas et al. (2011)
verificaram que a administracdo intramuscular ou da associagdo vitaminica ADE ou
de vitamina E e selénio, principalmente neste ultimo caso, foram determinantes para
prevenir a peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo associados ao transporte
rodoviario de longa duracdo em bovinos.

Observamos que, em T1 e T2, o estresse causado pelo transporte rodoviario
dos cordeiros néo foi suficiente para gerar dano oxidativo, porém no momento pré-
abate verificamos exacerbacdo da peroxidacdo lipidica, decorrente de algum
estimulo estressor impossibilitado de ser identificado em tempo por ndo haver uma
coleta no intervalo de 15 horas entre os momentos T2 e T3. Duas horas antes da
coleta em T3, os animais ficaram expostos a uma chuva de grande magnitude
(ventos de 16 km/h e taxa da chuva de 43 mm/h), pois o curral de espera onde
estavam alojados era desprovido de cobertura. Além disso, no momento T3, néo foi
possivel isolar os animais dos estimulos estressores inerentes a espera numa linha
de abate, mesmo que esta apresentasse carater experimental. Diante destes fatos,
fica prejudicada a identificagdo do estimulo que culminou no estresse oxidativo
observado momento imediato ao abate dos cordeiros. E bastante improvavel que
privacdo de alimento durante o periodo de descanso pré-abate seja responsavel
pelas variagbes observadas nos biomarcadores do estresse oxidativo durante o
estudo. Gaal et al. (1993) observaram que as concentracdes plasmaticas de MDA se
elevaram somente apos trés dias de privagcédo de alimento.

Apesar de ndo serem observados efeitos da vitamina E nos biomarcadores
avaliados, com excecdo do TAS, as defesas antioxidantes dos animais foram
efetivas contra os EROs gerados no transporte. Entretanto, como ja discutido neste
trabalho, estas defesas ndo foram suficientes diante dos estimulos estressores ao
final do experimento. Durante o periodo de confinamento, os animais receberam
dieta composta por 80% de concentrado comercial e é provavel que esta
alimentacdo contivesse niveis adequados e suficientes de nutrientes requeridos da
sintese dos antioxidantes endégenos (CELI; DI TRANA; QUARANTANA, 2008).

Devido a escassez de estudos sobre o uso da vitamina E, administrada pela

via intramuscular, em cordeiros submetidos a situacdes estressantes, fica
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comprometida a avaliagdo de doses e momentos de aplicagdo adotados neste
estudo. Em estudo realizado por Aktas et al. (2011) com bovinos transportados
durante 22 horas, a aplicacéo, pela via intramuscular, de 1500 Ul de acetato de DL-
alfa-tocoferol + 5 mg de selénio apenas 6 horas antes do transporte foi eficaz na
prevencao de aumento na peroxidacgdo lipidica. Em média, os animais dos grupos 10
e 20 Ul receberam, respectivamente, 160 Ul e 334 Ul de vitamina E em cada uma
das aplicacdes (6 e 3 dias antes do transporte) e nestas doses e momentos de
aplicacao ja foi possivel verificar efeito linear da vitamina E sobre os valores de TAS.

Cada biomarcador de estresse oxidativo tem suas vantagens e desvantagens,
e por essa razao nenhuma medida Unica pode descrever adequadamente o estresse
oxidativo (CELI, 2011). Diante deste cenario, é valido ressaltar que a avaliacao de
varios biomarcadores de estresse oxidativo € importante para monitorar com
seguranca os beneficios do uso de terapia antioxidante em animais submetidos a

situacao potencialmente estressante como o transporte para o local de abate.

4.5 CONCLUSOES

e O transporte, propriamente dito, ndo causou estresse oxidativo nos cordeiros.

e Estimulos estressores nédo identificados levaram ao estresse oxidativo no
momento pré- abate.

e O TAS mostrou-se um bom marcador na avaliagdo de terapias antioxidantes.

e A administracdo intramuscular de alfa-tocoferol, nas doses e momentos

avaliados, aumentou o status antioxidante total do soro dos cordeiros.
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5.1 INTRODUCAO

Cortes carneos geralmente sdo adquiridos pelo consumidor apos sua
exposicdo em estabelecimentos comerciais por periodos de tempo variaveis
(DUFRASNE et al., 2000). Durante o periodo de exposicdo, podem ocorrer
mudancgas em cor e sabor da carne, seja ela comercializada de maneira resfriada ou
congelada.

Dentre as caracteristicas relacionadas a qualidade da carne, a cor de um
corte € a mais importante delas, pois influencia diretamente sua aceitabilidade pelos
consumidores (MUCHENJE et al., 2009). Perda de cor nos cortes carneos esta
intimamente relacionada a oxidac&o de seus pigmentos e lipidios (SHERBECK et al.,
1995).

A oxidacgéo lipidica € uma das maiores causas de deterioracdo da carne
durante seu armazenamento e, além de alteracdes na coloragdo, este processo é
responsavel por alteragcdes em sabor, odor e valor nutricional (MORRISSEY et al.,
1994; ATAY et al.,, 2009). Alteracbes no sabor estdo relacionadas a rancidez
oxidativa, principalmente, quando o teor de acidos graxos insaturados da carne é
alto (MACIT et al., 2003b).

Oferecer produtos com cor e sabor agradaveis, garantindo que estas
caracteristicas mantenham-se estaveis durante todo o periodo de armazenamento,
com maior seguranca e menores custos, tornou-se um desafio para a industria da
carne. Com o objetivo de prolongar a vida de prateleira da carne ovina, o uso de
embalagens a vacuo ou com atmosfera modificada tem sido frequente (MOHAMED
et al.,, 2008). Em paralelo ao uso destas embalagens, verifica-se a crescente
utilizacdo de substancias antioxidantes a fim de prolongar ainda mais a vida de
prateleira da carne ovina. A resisténcia ao uso de substancias sintéticas nos
alimentos fez crescer o interesse pelo uso de antioxidantes naturais, como a
vitamina E que é usualmente suplementada na alimentacdo dos animais de
producdo (MORRISSEY et al., 1994) e tem como beneficios o aumento na
estabilidade de pigmentos e lipidios da carne (LAUZURICA et al., 2005).

A vitamina E é o principal antioxidante lipossolivel nos sistemas bioldgicos,
sendo o alfa-tocoferol sua forma biologicamente ativa mais importante (LAUZURICA

et al., 2005). A suplementacdo dietética com vitamina E aumenta a quantidade de
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alfa-tocoferol depositada em musculos e gordura, neutralizando os radicais livres
antes da oxidacdo lipidica se propagar nos acidos graxos insaturados nas
membranas celulares (LIU; LANARI; SCHAEFER, 1995).

Varios estudos comprovaram os beneficios da suplementacédo dietética de
vitamina E sobre caracteristicas relacionadas a qualidade da carne de ovinos
(GUIDERA et al., 1997; MACIT et al., 2003a, b; LAUZURICA et al., 2005; ATAY et
al., 2009; KASAPIDOU et al., 2012) e outros animais de producéo (CHEAH; CHEAH;
KRAUSGRILL, 1995; DUFRASNE et al., 2000), entretanto pouco se sabe sobre a
suplementacao parenteral dessa vitamina (MAIORANO et al., 2005).

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da suplementacao
intramuscular de vitamina E sobre caracteristicas relacionadas a qualidade da carne

de cordeiros mesticos das racas Santa Inés e Dorper.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Animais e protocolo experimental

Vinte e quatro ovinos machos, higidos, mesticos das racas Santa Inés e
Dorper, ndo castrados, com idades entre 130 e 145 dias e peso vivo médio de 43,6
kg ao abate foram utilizados. Os animais permaneceram 75 dias confinados em
baias coletivas nas dependéncias do Centro de Pesquisa em Doencas Nutricionais e
Metabdlicas, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo (FMVZ/USP) até o momento do transporte para o abatedouro. Dos 75
dias de confinamento, 15 dias consistiram na adaptacdo dos animais a dieta; nos 60
dias restantes, os ovinos receberam dieta composta por 80% de concentrado
comercial (Tech Ovin Pasto, Socil) e 20% de feno de Tifton 85 (Cynodon spp)
picado, em quantidade necessaria e suficiente para garantir 10% de sobras. A agua
foi oferecida ad libitum. A tabela 10 mostra a composicdo bromatolégica dos

alimentos utilizados.
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Tabela 10 - Composicdo do feno e do concentrado comercial utilizados durante o periodo
experimental - S&o Paulo — 2012

Composicao do feno

MS, % 89,42
PB, % 11,58
FDN, % 82,74
Composicao do concentrado comercial*
MS, % 90,38
PB, % 17,17
FB, % 10,79
EE, % 2,49
EB, kcal/g 4,07

MS: matéria seca; PB: proteina bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FB: fibra bruta; EE: extrato
etéreo; EB: energia bruta. * Vitamina E (minimo): 8,75 Ul/kg, segundo niveis de garantia do
fabricante.

Oito dias antes do abate, de acordo com o ganho de peso no periodo de
confinamento, os cordeiros foram distribuidos em quatro blocos de seis animais. O
delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso com repeticdo, com
trés tratamentos: Controle; 10 Ul; e 20 Ul de vitamina E. Aos sete e quatro dias
antes do abate, os animais receberam, pela via intramuscular, ou uma aplicacao de
solucéo fisiologica (grupo Controle); ou 10 Ul; ou 20 Ul por quilo de peso metabdlico

0.7%) de vitamina E na forma de acetato de DL-alfa-tocoferol (Monovin E®,

(peso vivo
Bravet).
Os animais foram transportados, durante quatro horas, do local do
confinamento para local de abate em caminhdo especifico para este fim. Apés a
chegada ao abatedouro, os cordeiros desembarcaram em curral de espera, onde
permaneceram por 19 horas até o momento do abate, com &agua disponivel ad

libitum.
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5.2.2 Abate e andlises de qualidade da carne

O abate dos animais foi realizado no Abatedouro-Escola da Prefeitura do
Campus de Pirassununga da Universidade de Sao Paulo e a desossa, no entreposto
comercial VPJ Alimentos, também na cidade de Pirassununga, 24 horas apds o
abate. Os cordeiros foram insensibilizados por meio de pistola pneumatica e,
imediatamente, foi efetuada a sangria. Apos esfola e completa evisceracdo, as
carcacas foram mantidas sob refrigeracdo a 2°C durante 24 horas. Ao final do
periodo de refrigeracdo, foi determinado o pH (pH24h) por meio de medidor de pH
portatil (HI 99163, Hanna) no musculo Longissimus dorsi (LD) da meia carcaca
direita, na altura da 122 costela.

Durante a desossa, foi avaliada a coloracdo de amostras do musculo LD na
regido entre a 122 e 132 costelas. A cor dos cortes foi determinada com auxilio de
colorimetro portétil (Minolta Color Reader CR-10) com fonte de luz D65, angulo de
observacdo de 10° e abertura da célula de medida de 30 mm, usando-se a escala
L*, a*, b* do sistema CIELab, onde L* representa a luminosidade e a* e b*
representam, respectivamente, a intensidade das cores vermelha e amarela. Ainda
durante a desossa, amostras do muasculo LD foram retiradas, identificadas,
embaladas e congeladas a -20°C para posteriores andlises de perdas de peso por
coccdo (PPC), maciez objetiva (representada pela forca de cisalhamento — FC) e
oxidacgéo de lipidios.

Os procedimentos para cozimento dos bifes destinados a andlise de FC e
PPC foram realizados segundo a AMSA (1995). As amostras foram assadas em
forno elétrico a 170°C, até atingirem a temperatura interna de 71°C. ApOs o
cozimento, as amostras foram deixadas em temperatura ambiente até seu
resfriamento e depois mantidas em refrigerador doméstico a 4°C por uma noite. Na
etapa seguinte foram retirados trés cilindros de treze milimetros de diametro de cada
amostra de carne, no sentido das fibras, com auxilio de um vazador elétrico. A
maciez objetiva da carne, representada pela for¢ca de cisalhamento, foi mensurada
com aparelho Warner-Bratzler Shear Force, considerando como resultado final o
valor médio obtido entre os trés cilindros. As perdas de peso por cozimento (PPC)
foram determinadas pela diferenca de peso antes e depois do cozimento [PPC= (Pi-

Pf)/Pi], expressas em %. Os produtos da oxidacado lipidica, expressados como
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substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS), foram mensurados nas
amostras de carne congeladas a -20°C por 30 dias, segundo metodologia proposta
por Buege e Aust (1978).

5.2.3 Anédlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa SAS (Versao 9.3, 2010) utilizando
o procedimento MIXED, sendo anteriormente verificada a normalidade dos residuos,
pelo teste de Shapiro-Wilk, e a busca por “outliers” através do procedimento
UNIVARIATE do SAS. O efeito de dose de vitamina E foi avaliado por regressao
polinomial, através do uso de polindmios ortogonais, decompondo-se o efeito de
tratamento em efeito linear e efeito de desvio da linearidade. Para todos os testes

avaliados considerou-se nivel de significancia de 5%.

5.3 RESULTADOS

Na tabela 11 estdo apresentados, em funcdo dos tratamentos, os valores de
média, erro padrdo da média e probabilidade estatistica para as variaveis

relacionadas a qualidade da carne.

Tabela 11 — Valores de média de pH apés 24 horas de abate (pH24h), forca de cisalhamento (FC),
perdas de peso por cozimento (PPC), coloracéo das amostras de carne (L*, a*, b*) e
oxidacdo lipidica apos 30 dias de congelamento (TBARS 30) nos diferentes
tratamentos, com os respectivos erros padrao das médias e probabilidades estatisticas

o Tratamentos L Efeito”

Variaveis EPM

Controle 10 UI 20 UI L DL
pH24h 5,67 5,61 5,71 0,02 NS3 NS
FC, kg 4,10 4,43 4,30 0,17 NS NS
PPC, % 20,17 20,50 19,89 0,52 NS NS
L* 27,12 30,50 27,69 0,54 NS 0,0042
a* 16,11 14,98 16,21 0,39 NS NS
b* 10,14 11,61 10,57 0,24 NS 0,0082
TBARS 30, mg MDA/ kg carne 0,92 1,01 1,14 0,08 NS NS

"EPM: Erro padrdo da media

*Efeito: Valor de P para o teste de polindmios ortogonais decomposto em efeito linear (L) e efeito de
desvio da linearidade (DL).

SNS: P>0,05.
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Dentre as variaveis abordadas no estudo, o efeito do tratamento com vitamina
E somente foi observado para as cromaticidades L* e b*. O efeito observado para
estas variaveis foi o de desvio da linearidade, sendo que os animais tratados com 10
Ul de vitamina E apresentaram os maximos valores para as cromaticidades L* e b*.
As equacbes de regressdo encontradas para estas variaveis foram,
respectivamente, Y= 27,12 + 0,6473x — 0,0309%? (R?= 0,33) e Y= 10,15 + 0,2721x —

0,0125x? (R?= 0,29), onde “Y” é a cromaticidade e “X” € o nivel de vitamina E.

5.4 DISCUSSAO

O pH final (24 a 48 horas post mortem) € um fator determinante para a
qualidade da carne (HOFFMAN et al., 2003). A deplecéo das reservas de glicogénio
muscular por estresse cronico antes do abate pode resultar em pH final elevado,
favorecendo formacéo da carne DFD (dark, firm and dry), sigla que em portugués
significa “escura, dura e seca”. A carne DFD é pouco atraente para os consumidores
devido a sua coloracdo escura e aparéncia seca, além de ser mais susceptivel a
deterioracdo bacteriana (DE LA FUENTE et al.,, 2010). Devine et al. (1993)
verificaram que amostras do musculo Longissimus dorsi de cordeiros com pH final
acima de 5,80 apresentaram baixa aceitacdo em painel sensorial.

As médias de pH final (ap6s 24 horas do abate) encontradas nos trés grupos
experimentais estdo abaixo de 5,80, ou seja, valor considerado adequado para a
espécie, revelando que as praticas de manejo adotadas no pré-abate nao geraram
estresse capaz de causar deplecdo das reservas de glicogénio muscular, diminuindo
assim a possibilidade de formacao da carne DFD (DEVINE et al., 1993).

N&o foi observado efeito da suplementacéo intramuscular de vitamina E sobre
os valores de pH24h. Maiorano et al. (2005) também n&o observaram efeito da
suplementacdo intramuscular de vitamina E, na forma de acetato de DL-alfa-
tocoferil, sobre o pH24h trabalhando com cordeiros de 61 ou 70 dias de idade, ao
abate, suplementados ou ndo com 250 Ul de vitamina E aplicada pela via
intramuscular uma vez por semana durante cinco semanas. Esses pesquisadores

verificaram que o pH24h do LD somente foi afetado pela idade dos animais, sendo



56

gue cordeiros com 70 dias de idade apresentaram maior pH24h. Mesmo trabalhando
com cordeiros de maior idade ao abate (138 dias), observamos pH24h médio de
5,66, valor intermediario entre 5,60 e 5,68, valores médios observados por Maiorano
et al. (2005) para os cordeiros com 61 e 70 dias ao abate, respectivamente. Quando
a vitamina E foi suplementada na dieta dos cordeiros, Macit et al. (2003a), Lauzurica
et al. (2005) e Kasapidou et al. (2012) também ndo observaram seus efeitos sobre o
pH24h.

A maciez da carne pode ser mensurada de maneira subjetiva por meio de um
painel sensorial, ou de maneira objetiva, quando se utiliza equipamento para
determinar a forca necessaria para o cisalhamento de uma secdo da amostra de
carne (ALVES; GOES; MANCIO, 2005), como no caso deste estudo. Quanto maior a
forca de cisalhamento, menor € a maciez apresentada pelo corte céarneo
(MUCHENJE et al., 2009). A maciez varia, principalmente, devido a mudancas na
estrutura das proteinas miofibrilares (miosina e actina) do musculo no periodo entre
0 abate do animal e o consumo da carne (MUIR et al., 2000).

No presente estudo, a maciez objetiva da carne nao foi influenciada pela
suplementacdo com vitamina E. Em estudo realizado por Macit et al. (2003b) com
cordeiros suplementados durante 75 dias com 45 mg de vitamina E na dieta, a FC
também nao sofreu influéncia do tratamento. Os valores médios de forca de
cisalhamento encontrados para os grupos controle, 10 Ul e 20 Ul foram de,
respectivamente, 4,10; 4,43 e 4,30 kg. Estes valores foram superiores a FC
encontrada por Macit et al. (2003b) para os grupos controle e tratado (2,80 e 3,20
kg, respectivamente), entretanto, ainda foram inferiores a 4,50 kg, valor verificado
por Knapp et al. (1989) como limite para que o consumidor classificasse a carne
bovina como macia e aceitavel. Aparentemente, a suplementacdo com vitamina E
nao alterou a estrutura das proteinas miofibrilares.

As perdas de peso por cozimento estdo relacionadas ao rendimento da carne
quando preparada para o0 consumo. Maiores quantidades de gordura intra e
intermuscular levardo a menores perdas de peso por cozimento (PPC), resultando
em carnes mais suculentas, pois a gordura atua como barreira de protecédo contra a
perda da umidade (SANUDO et al.,1997; COSTA et al., 2011). Okeudo e Moss
(2005) verificaram que o teor de umidade foi responsavel por 30 % (r=0,55) da
variacdo nas PPC, enquanto os lipidios intramusculares representarem 10,30 % (r=-

0,32), sugerindo que a perda de umidade € o fator determinante mais importante.
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A suplementacgao intramuscular de vitamina E n&o influenciou os valores de
PPC. Macit et al. (2003b) também ndo verificaram efeito da suplementacdo de
vitamina E sobre as PPC, obtendo valor médio de 30,70 %. Este valor foi 10,51 %
maior que o valor médio encontrado neste estudo (20,19 %). Em bovinos, Dufrasne
et al. (2000) observaram valor médio de 28,05 %, sendo que estes pesquisadores
também né&o verificaram efeito da suplementacao dietética de vitamina E sobre as
PPC. Em nosso experimento, a deposicdo de gordura intra e intermuscular, de
maneira indireta, ndo foi influenciada pela suplementacéo intramuscular de vitamina
E. Entretanto, o valor médio das PPC observado em nosso estudo foi
numericamente menor que o valor encontrado por Macit et al. (2003b). Esta
diferenca pode estar relacionada as racas dos cordeiros utilizados nestes
experimentos, pois em ambos 0s casos 0s animais recebiam dietas com alto teor de
concentrado. Costa et al. (2011) verificaram que dieta com alto teor de concentrado
favoreceu o acumulo de gordura na carcaca, sendo que cordeiros mesticos das
racas Santa Inés e Dorper apresentavam maior quantidade dessa gordura que
animais da raca Santa Inés ou sem raca definida.

A cor do musculo € determinada pela quantidade de mioglobina e pelas
proporcdes relativas desse pigmento, que pode ser encontrado na forma mioglobina
reduzida (Mb, cor purpura), oximioglobina (MbOZ2, cor vermelha) e metamioglobina
(MetMb, cor marrom) (SILVA SOBRINHO et al., 2005). O aspecto visual da carne
fresca € muito importante, jA que a descoloracdo de sua superficie pode ser
interpretada pelo consumidor como uma condi¢éo de insalubridade. A oxidagao dos
pigmentos e de lipidios s8o processos que resultam nos maiores defeitos de
gualidade que a carne fresca pode apresentar durante sua estocagem e venda para
o consumidor (MACIT et al., 2003b). A estabilidade e melhora na cor da carne pela
vitamina E é devido, principalmente, a sua habilidade de prevenir a oxidagdo da
mioglobina e/ou oximioglobina a metamioglobina (CHEAH; CHEAH; KRAUSGRILL,
1995).

A suplementacdo com vitamina E, via intramuscular, ndo afetou os valores de
a*, porém os valores encontrados para L* e b* foram maiores no grupo 10 Ul, ou
seja, a carne dos animais deste grupo era mais luminosa e com maiores teores de
amarelo. Os valores observados para L* e a* sdo mais elevados, enquanto 0s
valores de b* sdo menores que aqueles observados por Costa et al. (2011) na carne

de cordeiros mesticos das ragcas Santa Inés e Dorper. A luminosidade da carne esta
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relacionada a seu contetido de agua (RIPPOL; JOY; MUNOZ, 2011) e o valor de b*
reflete a coloracdo amarelada da gordura intramuscular (MUCHENJE et al., 2009).
Ao contrario do que observamos, Maiorano et al. (2005) ndo verificaram efeito da
vitamina E administrada pela via intramuscular na coloracdo da carne aos 45
minutos e 24 horas post mortem, entretanto verificaram que cordeiros mais jovens
apresentavam maior valor de L* e menor valor de a*. Quando suplementada na
alimentacdo, a vitamina E também néo influenciou a cor dos cortes carneos de
cordeiros (GUIDERA et al., 1997; MACIT et al., 2003a, b; ATAY et al., 2009) e
bovinos (DUFRASNE et al., 2000).

Maiorano et al. (2005) administraram para cada um dos animais do grupo
tratado um total de 1250 Ul de vitamina E, sendo a ultima dose de 250 Ul aplicada
sete dias antes do abate. Em nosso estudo, em média, os animais dos grupos 10 e
20 Ul receberam, respectivamente, 160 Ul e 334 Ul de vitamina E em cada uma das
aplicacoes (sete e quatro dias antes do abate) e nestas doses e momentos de
aplicacao verificamos seus efeitos sobre a cor dos cortes carneos. Entretanto, 0s
efeitos da vitamina E observados neste estudo ndo podem ser relacionados a maior
qualidade da carne. Era esperado que a vitamina E atuasse sobre a capacidade de
retencdo da &gua nos cortes carneos, evitando, em curto prazo, 0 aumento da
luminosidade proveniente da elevada umidade superficial. Na literatura pesquisada,
nao foram encontrados trabalhos que relacionem suplementacdo de vitamina E e
aumento nos valores de b*. Os valores de b* refletem a quantidade de pigmentos
carotenoides presentes no tecido adiposo intra e intermuscular (COSTA et al., 2011)
e ndo estao relacionados diretamente a melhoria na qualidade da carne.

Segundo Guidera et al. (1997), quando as células sofrem injuria pelo
congelamento, os processos oxidativos sdo favorecidos e, portanto, a incorporacao
do alfa-tocoferol nas membranas celulares melhora o sistema de defesas
antioxidantes e € um meio efetivo de estabilizar a carne crua durante sua estocagem
congelada.

Os produtos da oxidacao lipidica nos cortes carneos congelados por 30 dias
nao foram influenciados pela suplementacédo intramuscular de vitamina E. Ao
contrario de nossos resultados, ao analisar cortes carneos congelados a -20 °C
durante 14 ou 28 dias, Lauzurica et al. (2005) encontraram maiores valores de
TBARS no grupo controle em comparagédo aos grupos de cordeiros suplementados

com 250, 500 ou 1000 mg de vitamina E por quilo de alimento durante 37 dias,
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entretanto estas diferencas ndo eram observadas antes do congelamento. Em
periodo de congelamento mais longo (cinco meses), Guidera et al. (1997) também
verificaram maiores valores de TBARS na carne dos cordeiros que receberam dieta
controle em relacdo aqueles suplementados durante 10 semanas antes do abate
com 1000 mg de vitamina E por quilo de alimento. Em cortes carneos de ovinos
mantidos apenas sob refrigeracdo a 4 °C por periodos que variaram entre 2 a 12
dias, a suplementacdo dietética de vitamina E mostrou-se capaz de minimizar a
oxidacao lipidica (GUIDERA et al., 1997; MACIT et al., 2003a, b; KASAPIDOU et al.,
2012). Observamos valor médio de 1,02 mg MDA /kg de carne congelada durante 30
dias. Segundo Rippol, Joy e Mufioz (2011), 1,00 mg MDA/ kg de carne é o valor
limite de TBARS que reflete um grau de rancificacdo ainda aceitavel em provas

sensoriais.

5.5 CONCLUSOES

e A administragdo intramuscular de vitamina E, nas doses e momentos
avaliados, nao influenciou os valores de pH24h, FC, PPC, cromaticidade a* e
TBARS 30.

e A administragdo intramuscular de vitamina E teve efeito de desvio da
linearidade sobre os valores das cromaticidades L* e b*, sendo estes maiores
no grupo que recebeu a vitamina E na dose de 10 Ul por quilo de peso
metabdlico aos sete e quatro dias antes do abate.

e Maiores valores para cromaticidades L* e b* ndo séo resultados desejados
guando a suplementacdo com vitamina E tem como objetivo melhorar a

qualidade da carne.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O transporte rodoviario de curta duragcdo, mesmo quando realizado de
maneira adequada, causa estresse nos animais. Bem como um transporte
adequado, é importante garantir que os animais tenham descanso pré-abate com
menor exposicao possivel a estimulos que possam desencadear estresse, ja que no
presente estudo observamos que estimulos negativos nesse momento geraram
estresse de maior intensidade que aquele oriundo do transporte.

Quando se opta pela suplementacdo de alfa-tocoferol como terapia
antioxidante, o efeito linear crescente de tratamento sobre os valores de TAS pode
ser considerado um bom resultado. No entanto, a suplementacéo intramuscular de
alfa-tocoferol em animais submetidos a estresse deve ser melhor estudada para que

seus beneficios possam ser ampliados.
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