Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 5479119918, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.9918

Combinacédo de monensina, virginiamicina, micros minerais e leveduras sobre o perfil
bioguimico no sangue e stress oxidativo no plasma, figado e musculo de bovinos

alimentados com dieta de alto grao

Combination of monensin, virginiamycin, micro minerals and yeasts on biochemical
profile of the blood and oxidative stress of the liver and meat of cattle fed a high-grain
diet
Combinacién de monensina, virginiamicina, micro minerales y levaduras sobre el perfil
bioguimico de la sangre i estrés oxidativo del plasma, higado y carne de bovinos

alimentados con una dieta rica en cereales

Recebido: 04/11/2020 | Revisado: 09/11/2020 | Aceito: 20/11/2020 | Publicado: 26/11/2020

Murilo Augusto Tagiariolli

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9348-5649
Universidade Estadual de Maringé, Brasil
E-mail: murilotagi@hotmail.com

Vanessa Duarte

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2035-8416
Universidade Estadual de Maringé, Brasil
E-mail: va.duartel14@gmail.com

Aylle Medeiros Matos

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3219-0238
Universidade Estadual de Maringé, Brasil
E-mail: ayllemedeiros@hotmail.com

Venicio Macédo Carvalho

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2875-7799
Universidade Estadual de Maringé, Brasil
E-mail: venicio_(@hotmail.com

Edinéia Bonin

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0242-1170
Universidade Estadual de Maringa, Brasil

E-mail: bonin_in@hotmail.com




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 5479119918, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.9918

Rodolpho Martin do Prado

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3529-7783
Universidade Estadual de Maringé, Brasil
E-mail: rodolphoprado@hotmail.com

Heloisa Vialle Pereira Marostica

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2960-4847
Universidade Estadual de Maringd, Brasil
E-mail: helovialle@hotmail.com

Jurandir Fernando Comar

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9518-7589
Universidade Estadual de Maringé, Brasil
E-mail: jfcomar@uem.br

Luiz Fernando Costa e Silva

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4107-0932
Alltech do Brasil, Brasil

E-mail: Ifsilva@Alltech.com

Ivanor Nunes do Prado

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1058-7020
Universidade Estadual de Maringé, Brasil

E-mail: inprado@uem.br

Resumo

Este trabalho foi realizado para avaliar o efeito da combinagdo da monensina, virginiamicina e
micros minerais + leveduras (Avantage-Confinamento®) sobre o hemograma, estresse
oxidativo e atividade antioxidante no plasma sanguineo, figado e mdusculo de bovinos
alimentados com dieta alto grdo. Um total de 36 touros (Europeu vs. Nelore), com idade média
de 24 £ 3,2 meses e peso vivo médio inicial de 385,5 + 3,84 kg foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro dietas e nove repeti¢fes por dieta. A dieta
basal foi composta por 850 g/kg de MS de concentrado e 150 g/kg de MS de silagem de milho,
fornecida ad libitum por 84 dias. A composicéo da dieta foi a mesma para todos os animais. As
quarto dietas foram: CONT — dieta basal; MONE - dieta basal e inclusédo de 30 mg/kg de
matéria seca de monensina; MO+VI — dieta basal e inclusdo de 30 mg/kg de monensina + 30
mg/kg da matéria seca de virginiamicina; MO+AD - dieta basal e inclusdo de 30 mg/kg de

monensina + 3,0 g/kg da matéria seca de micros minerais e Saccharomyces cerevisiae
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(Advantage™ Confinamento). Dentre as variaveis relacionadas ao perfil bioquimico, houve
alteracdo no volume corpuscular médio, creatinina e ureia ao longo dos dias de confinamento.
Os parametros de avaliacdo do figado, avaliado por marcador oxidativo e antioxidante néo
foram influenciados pelas dietas experimentais. Para os parametros de avalicdo do estado
oxidativo na carne, observou-se que inclusdo dos aditivos reduziu o dano oxidativo,
descarbonilacdo da proteina muscular, e que os bovinos alimentados com dietas suplementadas
com monensina + virginiamicina ou monensina associada com microminerais + leveduras
aumentaram a concentracdo muscular de GSH, em comparacdo a dieta CONT e MONE.
Palavras-chave: Aditivos naturais; Atividade antioxidante; Carbonilacdo de proteinas;
Glutationa peroxidase.

Abstract

This study was realized to evaluate the effect of monensin, virginiamycin and Advantage™
Confinamento (minerals traces + yeast) combination on blood hemogram, oxidative stress and
antioxidant activity on blood plasma, liver and muscle. In total, 36 bulls (European vs. Nellore)
were used, aged 24 + 3.2 months and with an initial weight of 385.5 + 3.84 kg, distributed in a
completely randomized arrangement. The bulls were divided into four treatments according to
their initial weight. The diet provided was based on concentrate (850 g/kg DM) and corn silage
(150 g/kg DM) for 84 days. The diet composition was the same for all animals. The four diets
were: CONT — without adding additives; MONE — inclusion of 30 mg/kg of dry matter of
monensin; MO + VI — inclusion of 30 mg/kg of monensin + 30 mg/kg of dry matter of
virginiamycin; MO + AD — inclusion of 30 mg/kg of monensin + 3.0 g/kg of dry matter of
micro mineral and Saccharomyces cerevisiae (Advantage™ Confinamento). The biochemical
profile of the blood was normal both at the start and at the final of the experiment. The oxidative
stress of the liver had no difference in any evaluated parameter; however, in the muscle there
was a difference in the enzyme glutathione peroxidase and in the group of carbonils protein.
On oxidative stress of the plasma, the only difference was in the carbonils protein group. It was
concluded that the monensin can be substituted by a combination of monensin + virginiamycin
or monensin + Advantage™ Confinamento without generating oxidative damage in the tissues.
Keywords: Natural additives; Antioxidant activity; Glutathione peroxidase; Protein
carbonylation.
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Resumen

Este estudio se realizd para evaluar la influencia de la combinacion de monensina,
virginiamicina y mezcla de micros minerales + levaduras (Advantage™ Confinamento) sobre
el hemograma, estrés oxidativo y la actividad antioxidante en el plasma sanguineo, higado y en
el musculo de bovinos alimentados con dieta rica en granos. En total, 36 bovinos (Europeos vs
Nelores) de 24 + 3,2 meses y peso inicial de 385,5 £+ 3,84 kg y distribuidos en un disefio
completamente al azar. Los animales se dividieron en cuatro grupos con 9 réplicas. La dieta
basal fue compuesta de 850 g/kg MS de concentrado y 150 g/kg MS de ensilado de maiz
fornecida ad libitum durante 84 dias. La composicion de la dieta fue igual para todos los
animales. Los cuatro tratamientos fueron: CONT — dieta basal sin aditivos; MONE — dieta basal
e inclusion de 30 mg/kg de materia seca de monensina; MO+V1 — dieta basal e inclusion de 30
mg/kg de monensina + 30 mg/kg de materia seca de virginiamicina; MO+AD - dieta basal e
inclusion de 30 mg/kg de monensina + 3,0 g/kg de materia seca de micros minerales e
Saccharomyces cerevisiae (Advantage™ Confinamento). En las variables relacionadas al perfil
bioquimico hubo alteraciones en el volumen corpuscular medio, creatinina y urea durante los
dias de estabulacion. Los parametros de evaluacion hepatica, evaluados por marcador oxidativo
y antioxidante no fueron influenciados por dietas experimentales. Para los pardmetros de
evaluacion del estado oxidativo en la carne, se observo que la inclusion de los aditivos redujo
el dafio oxidativo, descarbonilacion de la proteina muscular, y que los bovinos alimentados con
dietas suplementadas con monensina + virginiamicina 0 monensina asociada a microminerales
+ levaduras aumentaron la concentracion muscular de GHS, en comparacion con la dieta CONT
y MONE. El perfil biogquimico sanguineo fue normal tanto al inicio y final del experimento. El
estrés oxidativo del higado no difiri6 en ningun parametro evaluado; sin embargo, en el musculo
hubo una diferencia en la enzima glutatién peroxidasa y en el grupo de proteinas carboniladas.
En el estrés oxidativo plasmatico, la Unica diferencia fue en el grupo de proteinas carboniladas.
Se concluy6 que la monensin puede ser reemplazado por la combinacion de monensina +
virginiamicina o0 monensina + Advantage™ Confinamento Sin generar alteraciones oxidativas
en el plasma sanguineo, higado y musculo.

Palabras clave: Aditivos naturales; Actividad antioxidante; Carbonilacion de proteinas;
Glutation peroxidasa.
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1. Introducgéo

Melhorar a eficiéncia do sistema de producao € um dos principais objetivos dos estudos
sobre nutricdo dos animais de producéo, principalmente os ruminantes, onde a manipulagéo da
fermentagdo ruminal € considerada uma ferramenta de destaque (Arcuri et al., 2011; Berchielli
et al., 2011). Com isso, mecanismos e/ou substancias usados visam melhorar e aumentar a
digestibilidade da fibra, a manutencdo do pH préximo a normalidade, maior aproveitamento do
acido propiénico no rumen, diminuicdo da metanogénese, protedlise ruminal e a desaminacéo
de aminodcidos (Berchielli et al., 2011; Hobson & Stewart, 2012; Nagaraja et al., 2012;
Valadares Filho et al., 2011).

Nesse contexto, os ion6foros e ndo iondforos sdo utilizados para controlar a fermentacédo
ruminal (Ornaghi et al., 2020; Pereira et al., 2018; Rivaroli et al., 2020; Souza et al., 2020;
Witzig et al., 2018). A monensina sodica e a virginiamicina sdo aditivos capazes de alterar a
fermentacdo ruminal, controlando o crescimento de alguns microrganismos que Sao
responsaveis pelo decréscimo do pH no rimen (Coe et al., 1999; Schelling, 1984). Esses
aditivos contribuem para a manutencao do pH ruminal em niveis controlados, promovendo um
ambiente ruminal favoravel ao desenvolvimento microbiano (Bergen & Bates, 1984; Cocito,
1979), onde além de controlar o ambiente ruminal e controlar as bactérias gram-positivas,
ambos possuem capacidade de melhorar o desempenho produtivo dos bovinos confinados
(Goodrich et al., 1984).

A suplementacdo com os aditivos alimentares monensina ou virginiamicina
isoladamente ou em combinacdo, durante as fases de confinamento, em vista de modular o
ambiente ruminal e proporcionar melhoras no desempenho animal e eficiéncia alimentar, tem
se tornado uma estratégia difundida nos confinamentos em todo o mundo (Erasmus et al., 2008;
Montano et al., 2015; Rigueiro et al., 2020). No entanto, alteracGes na dieta dos animais com a
inclusdo de aditivos pode alterar o metabolismo ruminal, ocasionando estresse oxidativo
(Konvi¢na et al., 2015; Souza et al., 2020). O estresse oxidativo pode ser definido como uma
formacdo e/ou remocdo insuficiente de moléculas reativas como espécies reativas de oxigénio
(ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Sanchez-Valle et al., 2012). Inclui-se nos danos
oxidativos a peroxidacao lipidica, oxidacgao proteica e dano no DNA celular, alem de desregular
0 sistema imunologico do animal.

Além das vias metabdlicas do organismo animal, os microminerais estdo envolvidos em
importantes fungdes na performance produtiva, crescimento, metabolismo energético,

imunidade e funcdes fisiologicas essenciais (Lopez-Alonso, 2012; Valadares Filho et al., 2016).
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Alguns estudos sobre o sinergismo entre iondforos, antibi6ticos e minerais sobre o desempenho
animal, eficiéncia alimentar e qualidade da carne de bovinos terminados em confinamento com
dieta de alto grdo ndo sao bem conhecidos e os resultados sdo escassos e ndo conclusivos
(Fonseca et al., 2016).

Este estudo foi realizado para avaliar o efeito do sinergismo da monensina +
virginiamicina e monensina + uma mistura de micro mineral sobre o estresse oxidativo,
atividade antioxidante e padréo bioquimico do sangue de bovinos jovens mesticos (Europeu vs.

Nelore) ndo castrados, terminados em confinamento e alimentados com dietas alto grao.

2. Metodologia

Todos os cuidados com o0s animais e procedimentos experimentais foram conduzidos
sob a vigilancia do Comité de Uso e Cuidado de Animais, da Universidade Estadual de
Maringd, Brasil, e atenderam as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Localizagéo, animais e dietas

O experimento foi conduzido no Setor Rosa & Pedro, da Fazenda Experimental do
municipio de Iguatemi, pertencente a Universidade Estadual de Maringa, Parana, Sul do Brasil,
de agosto a outubro de 2019. Utilizou-se 0 método quantitativo (Pereira et al., 2018), realizado
por meio de pesquisa de campo para avaliar o efeito do sinergismo da monensina +
virginiamicina e monensina + uma mistura de micro mineral sobre o estresse oxidativo,
atividade antioxidante e padrdo bioquimico do sangue de bovinos jovens mesticos (Europeu vs.
Nelore) ndo castrados, terminados em confinamento e alimentados com dietas alto grao.

Um total de 36 touros (Europeu vs. Nelore), com idade média de 24 + 3,2 meses e peso
vivo médio inicial de 385,5 + 3,84 kg foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro dietas e nove repeticGes por dieta. Os animais foram alocados em baias
individuais (10 m?), parcialmente coberta, com piso em concreto, equipada de cocho em
concreto e bebedouros automatico. O periodo de adaptacdo foi de 14 dias. Os touros foram
pesados em jejum (s6lidos) de 16 horas a cada 28 dias em balanca de tronco (Beckehauser Cia.,
Paranavai, Parand, Brasil). No inicio do periodo de adaptacdo, todos os touros foram tratados
para endoparasitas e ectoparasitas com lvermectina injetavel de longa duracdo LA 3,5% (200
ug/kg PV; lvomec Merial®, Paulinia, Brasil).
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A dieta basal foi composta por 850 g/kg de MS de concentrado e 150 g/kg de MS de
silagem de milho, fornecida ad libitum por 84 dias. A dieta basal foi a mesma para todos os
animais, formulada para ter a mesma quantidade de nitrogénio e energia, de acordo com
Valadares Filho et al. (2016). As quarto dietas foram: CONT — dieta basal; MONE — dieta basal
e inclusdo de 30 mg/kg de matéria seca de monensina; MO+V1 — dieta basal e incluséo de 30
mg/kg de monensina + 30 mg/kg da matéria seca de virginiamicina; MO+AD — dieta basal e
inclusdo de 30 mg/kg de monensina + 3,0 g/kg da matéria seca de micros minerais e

Saccharomyces cerevisiae (Advantage™ Confinamento).

Abate dos animais

Ao final do periodo experimental (84 dias), os bovinos foram pesados apds 16 horas de
jejum (média de 539,3 + 6,32 kg) e transportados para um abatedouro comercial (cidade de
Campo Mourdo, estado do Parana, Sul do Brasil). Os bovinos foram abatidos seguindo as
praticas usuais de abate pela industria brasileira. Ap6s o abate, as carcacas foram divididas ao
meio a partir do esterno até a espinha, em duas partes iguais que foram usadas para calcular o
peso de carcaga quente. Depois disso, as meias carcacas foram lavadas, identificadas e

estocadas em camaras frias a 4 °C, onde as mesmas permaneceram durante 24 horas.

Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de sangue (dia 0) e ao final do experimento (dia 84), em tubos
de 10 mL vacutainner® por puncdo da veia jugular, antes do fornecimento da dieta. Apds a
coleta, os tubos foram centrifugados a 1.000 x g durante 10 minutos. As amostras do soro foram
imediatamente separadas e transportadas para o laboratdrio de andlises de bioquimica da
Universidade Estadual de Maringa.

Logo ap6s o abate dos animais, o figado foi imediatamente removido, campeado no
gelo, estocado em nitrogénio liquido e transportado ao laboratério de analises de bioguimica da
UEM. O figado foi homogeneizado em um homogeneizador van Potter com 10 volumes de gelo
seco 0,1 M de tampéo de fosfatase de potassio (pH 7,4) e as aliquotas foram separadas para uso
com o homogeinato total. O restante do homogeinato foi centrifugado a 11.000 g durante 15
min e o sobrenadante foi separado como fragdo soltvel do homogeinato.

Ap0s 24 horas do abate, quando ocorreu o resfriamento das carcagas, foram retiradas as
amostras da carne para analises. As amostras foram realizadas no musculo Longissumus
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lumborum entre a 122 e 132 costelas. Apos a coleta, as amostras foram colocadas em gelo seco
e transportadas para o laboratorio de Qualidade da Carne, da Universidade Estadual de Maringa

e congeladas a -20 °C até a realizacdo das analises.

Analises do plasma sanguineo

Os valores dos componentes do hemograma (eritrécitos, hemoglobina, hematocrito,
MCV e MCHC) e do leucograma (leucdcitos, mieldcitos, metamieldcitos, neutrofilos,
segmentados, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos) foram determinados conforme as
metodologias descritas por Jain & Jain (1993). A ureia foi determinada por fotometria em
ultravioleta usando cinética de dois pontos (tempo fixo) (H U Bergmeyer & Bergmeyer, 1985).
A Creatinina foi avaliada segundo a técnica de Jaffe (1986) e a proteina total foi medida pelo

método biureto, conforme descrito por Gornall et al. (1949).

Estado oxidativo plasméatico

A capacidade de reducéo férrica do plasma (FRAP) foi medida por espectrofotometria
(595 nm) usando tripiridiltriazina (TPTZ) e cloreto férrico (FeCls) (Benzie & Strain, 1996). As
atividades da aspartato aminotransferase (AST) e alanina amino-transferase (ALT) foram
mensuradas no plasma para avaliar os danos no figado usando kits comerciais (Gold Analisa®).

O contetdo plasmatico de tiol foi mensurado por espectrofotometria (412 nm) usando
DTNB (acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzdico) como descrito por S&-Nakanishi et al. (2018). O
contetido de tiol foi calculado usando o coeficiente de extingdo molar (g) de 1,36 x 104 -M™*
cm. Os grupos das proteina carboniladas foram medidos por espectrofotometria usando 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (Levine et al., 1990). Os niveis de grupos de proteinas carboniladas foram

calculados usando o coeficiente de extingdo molar (g) de 2,20 x 104 Mt cm™,

Estado oxidativo do figado e da carne bovina

Para a preparacdo do homogenato (figado e carne bovina), a porcéao de tecido pincada
por congelamento foi homogeneizada em um homogeneizador Van Potter-Elvehjem, com 10
volumes de tampao fosfato de potassio 0,1 M gelado (pH 7,4) e uma aliquota foi separada para
uso como homogenato total. O homogenato restante foi centrifugado a 11.000 g durante 15 min

e 0 sobrenadante foi separado como fragéo soltvel do homogenato.
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As proteinas carboniladas foram medidas espectrofotometricamente no sobrenadante do
homogenato de figado e carne bovina com 2,4-dinitrofenil-hidrazina como descrito acima para
o plasma (Levine et al., 1990). O teor de lipoperoxidos foi medido por meio do teste TBARS
(substancias reativas ao &cido tiobarbiturico) (Buege & Aust, 1978). Os niveis de TBARS foram
calculados a partir da curva padrdo preparada com 1,1, 3,3'-tetraetoxipropano.

O conteudo reduzido (GSH) foi medido espectrofluorimetricamente (excitacdo a 350
nm e emissdo a 420 nm) por meio do ensaio de o-ftalaldeido (OPT) (Hissin & Hilf, 1976). As
atividades da catalase e superdxido dismutase (SOD) foram analisadas por espectrofotometria
no sobrenadante do homogenato hepatico. A atividade da catalase foi estimada em 240 nm
usando H20O> como substrato (Hans Ulrich Bergmeyer, 1987). A atividade da SOD foi estimada

de acordo com o método de auto oxidagdo do pirogalol (Marklund & Marklund, 2007).

Andlises estatisticas

Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia, utilizando o PROC GLM
do SAS (2004), de acordo com o modelo estatistico:
Yij=H + Ti + eij,
em que: eij =N (0, o.?); onde, Yjj é o valor da variavel dependente; | é a média geral; Ti € 0
efeito de tratamentos; eij é o erro residual; N representa a distribuicdo gaussiana. Quando a
analise de variancia foi significativa, as comparacdes entre os tratamentos foram feitas usando

o teste DUNCAN. O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

3. Resultados e Discussao

Hemograma, proteinas totais, ureia e creatinina no sangue

Observa-se (Tabela 1) que os niveis basais de todos os parametros sanguineos (dia 0) foram
semelhantes e estavam dentro dos padrfes normais para 0s animais que estavam em pastagens.
Da mesma forma, a inclusdo da monensina sodica isolada (MONE), em combina¢do com a
virginiamicina (MO+VI) ou em combinacdo com Advantage™ Confinamento (MO+AD) néo
teve efeito (P > 0,05) sobre os niveis sanguineos de eritrocitos, VCM e CCMH (Tabela 1) na

dieta de bovinos terminados em confinamento (dia 84).
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Tabela 1. Hemograma, proteinas totais, ureia e creatinina de bovinos terminados em

confinamento alimentados com dietas contendo monensina, combinacdo de monensina +

virginiamicina ou combinacdo de monensina + micros minerais + leveduras (Advantage™

Confinamento) dia 0 e 84 dias de confinamento (final do experimento).

Dietas

. . : 6
Eritograma, dia 0 CONT. _MONEZ MO+VE MO+AD? EPM>  P-valor VR
Eritrocitos (x10%/uL) 10,32 10,95 10,51 10,75 0,388 0,182 5-10
Hemoglobina (g/dL) 12,10 11,81 12,10 12,15 0,945 0,232 8-15
Hematdcrito (%) 36,67 37,50 37,00 37,50 2,330 0,665 24-46
VCMY (fL) 35,57 34,25 35,45 34,75 1,856 0,778 40-60
CCMH 8 (%) 33,00 31,60 32,70 32,30 0,438 0,815 30-36
Plaguetas (x10%/uL) 270.667 186.000 215.500 299.000 6,688 0,441  100.000-800.000
Leucograma, dia 0

Leucocitos (x10%/uL) 8,97 8,30 10,80 9,50 8,720 4,00-12,00
Mielécitos (x10%/uL) 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0,00
Metamieldcitos (x10%/uL) 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0,00
Neutréfilos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0-12
Segmentados (%) 34,00 22,50 24,00 36,00 4,846 0,100 15-45
Linfécitos (%) 53,67 66,00 66,00 56,00 5202 0,180 45-75
Monécitos (%) 4,67 3,50 3,00 4,50 1,583 0,422 2-7
Eosindfilos (%) 4,33 7,50 7,00 5,50 1,007 0,133 0-20
Basofilos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0-2
Proteina total (mg/dL) 7,23 7,15 6,90 7,35 0,459 0,226 7,0-8,5
Ureia (mg/dL) 9,03 7,35 8,85 5,76 2,063 0,345 4,0-25,0
Creatinina (mg/dL) 2,11 2,18 2,22 2,24 0,114 0,665 1-2
Eritograma, dia 84

Eritrdcitos (x10%/pL) 9,76 9,99 9,32 9,09 0,025 0,160 5-10
Hemoglobina (g/dL) 13,132 13,012 13,002 11,82° 0,024 0,016 8-15
Hematdcrito (%) 418 392 418 37° 0,004 0,006 24-46
VCM (fL) 42,19 38,87 43,99 41,03 0,049 0,238 40-60
CCMH (%) 32,00 32,00 32,00 32,00 0,061 0,470 30-36
Plaguetas (x10%/uL) 249.125° 241.888* 186.875° 251.444%° 8,162 0,025 100.000-800.000
Leucograma, dia 84

Leucocitos (x10%/uL) 10,91 12,18 10,87 11,48 1,361 0,712 4,00-12,00
Mielécitos (x10%/uL) 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0,00
Metamielécitos (x10%/uL) 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0,00
Neutréfilos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0-12
Segmentados (%) 28,50° 40,102 33,20° 37,10° 0,010 0,013 15-45
Linfécitos (%) 51,50 57,00 52,70 51,60 0,110 0,504 45-75
Mondcitos (%) 2-7
Eosindfilos (%) 4,30 6,10 7,00 5,40 0,014 0,705 0-20
Basdfilos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0-2
Proteina total (mg/dL) 8,43 8,60 8,66 8,35 0,070 0,395 7,0-8,5
Ureia (mg/dL) 21,06 21,50 22,50 17,88 0,064 0,180 4,0-25,0
Creatinina (mg/dL) 1,88 1,95 1,87 1,86 0,041 0,916 1-2

ICONT - Sem aditivos; MONE — inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS); *MO+VI —
inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS) + 30 mg/kg de virginiamicina (base da MS); “MO+AD
— inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS + 3 g/kg do PC de micros minerais + leveduras
(Advantage™ Confinamento). *Erro padrdo da média. ®*VR — Valores de referéncias (Kramer, 2000).
"Volume corpuscular médio, 8Concentracéo corpuscular média de hemoglobina.  "Médias seguidas por
letras diferentes na mesma linha (P < 0,05). Fonte: Autores.
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A andlise do eritograma (dia 84) demonstrou que houve diferenga (P < 0,05) nos niveis
sanguineos de hemoglobina e hematocrito, sendo a dieta MO+AD a que apresentou 0S menores
resultados. O numero de plaquetas diminuiu quando a combinacdo da monensina e
virginiamicina foram incluidas na dieta. Para a analise do leucograma, houve efeito (P < 0,05)
no percentual de segmentados, na qual a dieta MONE apresentou o maior valor para esta
variavel. A proteina total, ureia e creatinina foram semelhantes (P > 0,05) entre as dietas (Tabela
1), apresentando valores similares aos reportados na literatura (Kramer, 2000).

Observou-se que os indices do eritograma (eritrécito, hemoglobina, hematdcrito,
CCMH), o ndmero de plaquetas e leucograma ndo foram influenciados pelos dias de
fornecimento da dieta (Tabela 2).

Tabela 2. Hemograma, proteinas totais, ureia e creatinina de bovinos terminados em
confinamento alimentados com dietas contendo monensina, combinacdo de monensina +
virginiamicina ou combinag¢do de monensina + micros minerais + leveduras (Advantage™

Confinamento) no inicio e final do experimento (84 dias).

Eritograma Dia 0 Dia 84 VR! EPM? P-valor
Eritrocito (x10%/uL) 10,60 9,50 5-10 0,185 0,108
Hemoglobina (g/dL) 12,10 12,70 8-15 0,350 0,557
Hematdcrito (%) 37,00 39,00 24-46 0,009 0,098
VCMS3 (fL) 35,10° 41,40° 40-60 0,950 0,003
CCMH* (%) 0,33 0,33 30-36 0,002 0,101
Plaguetas (x10%/uL) 245.889 233.176 100.000-800.000  19.486 0,553
Leucograma

Leucdcitos (x10%/uL) 9,71 11,39 4,00-12,00 9,755 0,466
Mieldcitos (x10%/uL) 0,00 0,00 0,00 0,000 -
Metamiel6citos (x10%/uL) 0,00 0,00 0,00 0,000 -
Bastonetes (%) 0,00 0,00 0-12 0,000 -
Segmentados (%) 29,00 38,00 15-45 0,042 0,812
Linfécitos (%) 62,00 53,00 45-75 0,408 0,996
Monadcitos (%) 4,00 2,00 2-7 0,008 0,996
Eosinofilos (%) 7,00 6,00 0-20 0,014 0,276
Basofilos (%) 0,00 0,00 0-2 0,000 -
Proteinas totais (mg/dL) 7,17 8,54 7,0-85 0,220 0,247
Ureia (mg/dL) 7,89° 20,672 4,0-25,0 1,023 0,672
Creatinina (mg/dL) 2,182 1,89° 1-2 0,050 0,027

WR — Valores de referéncias (Kramer, 2000); EPM - Erro padrdo da média; *VCM - Volume
corpuscular médio; * CCMH - Concentragdo corpuscular média de hemoglobina.  "Médias seguidas por
letras diferentes na mesma linha (P < 0,05). Fonte: Autores.

O volume corpuscular médio (VCM) foi influenciado pelos dias de confinamento, sendo
o dia 84 o que apresentou 0s maiores valores para essa variavel (Tabela 2). A concentracdo de

ureia e creatinina foram menores (P < 0,05) quando aumentou o nimero de confinamento.
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O aumento na concentracdo de ureia no sangue, observado ao final do experimento, esta
diretamente relacionado as dietas. Este fato pode ser explicado em decorréncia dos animais
anteriormente estarem sendo recriados em sistemas de pastagem de Braquiaria, no final do
inverno, apresentando baixos niveis de proteina bruta (4 - 8% de PB na MS) e digestibilidade
reduzida (Moreira et al., 2004). Durante o experimento, 0s animais foram alimentados com
dietas contendo maior concentracdo de proteina (14% na MS) em sua composic¢éo. Assim, 0
aumento no incremento proteico na dieta ocasionou aumento nos niveis de proteina no liquido

ruminal e, por consequéncia, na corrente sanguinea (Berchielli et al., 2011).

Estado oxidativo no plasma

A inclusdo da monensina, ou a combinacdo da monensina com a virginiamicina ou com
micros minerais + leveduras ndo alteraram (P > 0,05) os valores de FRAP no plasma sanguineo
dos animais (Tabela 3). Desta forma, as inclusbes de iondforos, antibidticos, minerais e
leveduras ndo causaram nenhum efeito sobre a oxidacéo de lipideos no sistema circulatério de

bovinos alimentados com dietas alto gréo.

Tabela 3. Estado oxidativo do sangue de bovinos terminados em confinamento e alimentados
com dietas contendo monensina, combinagdo de monensina + virginiamicina ou combinacao

de monensina + micros minerais + leveduras durante 84 dias.

Dietas

A 5
Parametros CONT. _MONEZ MO+VE MO+AD? EPM°  P-Valor
FRAPS (umols eq trolox/mL) 0,296 0,312 0,306 0,308 0,008 0,817
FRAP (nmols eq trolox/mg proteina) 4,018 4,013 3,881 4,105 0,095 0,878
TIOIS (hmols tidis/ml de plasma) 372,533 372,533 397,063 417,182 13,581 0,499
TIOIS (nmols de tidis/mg de proteina) 5,047 5,343 4,651 5,5344 0,117 0,241
Carbonil (nmoles carbonil/mg de proteina) 3,9192 2,955 3,009 28559° 0,139 0,020
AST, U/L 36,884 38,849 34,172 31,209 1,499 0,120
ALT, U/L 12,004 11,785 11,224 11,349 0,495 0,969

ICONT — Sem aditivos; 2MONE - inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS); *MO+VI —
inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS) + 30 mg/kg de virginiamicina (base da MS); “MO+AD
— inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS + 3 g/kg do PC de micros minerais + leveduras
(Advantage™ Confinamento). °EPM - Erro padrdo da média. SFRAP - Poder antioxidante de reducéo
de ferro. *Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha (P < 0,05). Fonte: Autores.

As principais alteracdes estruturais nas proteinas podem ser caracterizadas pelas
dosagens de proteinas carboniladas e perda de grupos tidis. Com isso, 0 uso das proteinas
carboniladas como marcador possui algumas vantagens em relagdo a outros marcadores, coOmo
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sua formacdo relativamente réapida, grande estabilidade e longo tempo de vida (Silva et al.,
2011).

Os niveis dos grupos tidis (parametro antioxidante) no plasma sanguineo dos animais
ndo foram influenciados (P > 0,05) quando adicionado a monensina em combinagcdo com
virginiamicina ou com micros minerais + leveduras. Desta forma, estes aditivos e suas
combinagBes ndo perturbam o status oxidativo no plasma dos bovinos. Por outro lado, os niveis
de grupos proteinas carboniladas, um parametro que diagnostica a lesdo oxidativa, foram
aproximadamente 30% (P < 0,05) menores no plasma sanguineo dos animais alimentados com
a inclusdo de aditivos em comparacdo aos animais do grupo controle (Tabela 3). Ainda, os
niveis de proteinas carboniladas foram semelhantes no plasma sanguineo dos bovinos
alimentados com as dietas MONE, MO+VI e MO+AD, respectivamente. Estes resultados
mostram que a inclusdo de iondforos, antibidticos, micros minerais e leveduras reduz a leséo
oxidativa nos animais alimentados com aditivos.

A inclusdo da monensina isolada ou em combinagdo com a virginiamicina ou com
micros minerais + leveduras nao alterou as atividades da aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) no plasma sanguineo dos animais (Tabela 3). Assim, a inclusdo
destes aditivos e suas combinagfes na dieta parece ndo causar dano hepatico em bovinos
terminados em confinamento e alimentados com dieta alto grdo. Os valores de AST e ALT
estdo dentro da normalidade (Kaneko et al., 2008), expressando resultado positivo, uma vez

gue 0 aumento dessas enzimas esta associado a desordens hepaticas (Thrall, 2015).

Estado oxidativo no figado

Os niveis de TBARS no figado ndo foram alterados (P > 0,05) com a inclusdo dos
aditivos as dietas dos bovinos (Tabela 4). Os niveis médios de TBARS foram da ordem de 2,11
nmmol-g?. Estes baixos niveis mostram que a inclusdo de iondforos, antibioticos, micros
minerais e leveduras as dietas dos bovinos terminados em confinamento ndo ocasionaram dano

no metabolismo do figado.
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Tabela 4. Estado oxidativo do figado de bovinos terminados em confinamento e alimentados
com dietas contendo monensina, combinag¢do de monensina + virginiamicina ou combinagéo
de monensina + micros minerais + leveduras (Advantage™ Confinamento) no final do

experimento (dia 84).

Parametros Dietas

CONT! MONE2 MO+VIZ MO+AD* EPM° P-Valor
TBARS® (nmol/g) 1,94 2,19 2,06 2,25 0,049 0,122
Proteina carbonilada (nmoles/mg proteina) 5,78 5,78 4,69 7,32 0,300 0,123
GSH’ (nmol/mg proteina) 7,42 8,23 9,27 10,34 0,398 0,066
SOD?® (U/mg proteina) 1,52 1,73 1,74 1,83 0,058 0,354
CAT (umoles/min.mg proteina) 618,30 646,48 610,85 561,46 27,163 0,754

ICONT — Sem aditivos; 2MONE — inclusédo de 30 mg/kg de monensina (base da MS); *MO+VI —
inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS) + 30 mg/kg de virginiamicina (base da MS); “MO+AD
— inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS + 3 g/kg do PC de micros minerais + leveduras
(Advantage™ Confinamento). ° EPM - Erro padrdo da média.5TBARS - substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico. ‘GSH — Glutationa. 850D - Superdxido dismutase. °CAT — Catalase. Fonte: Autores.

Assim como observado para o0 TBARS, a inclusdo do iono6foro, antibi6tico, micro
minerais e leveduras ndo alteram (P > 0,05) os niveis de proteinas carboniladas no figado dos
bovinos (Tabela 4).

A inclusdo de dietas contendo monensina, virginiamicina ou micros minerais associado
a leveduras ndo alteraram os marcadores antioxidante do figado, representado por GSH, SOD
e CAT (P > 0,05; Tabela 4). Segundo Daun & Akesson (2004), existe correlacdo significativa
entre a atividade da glutationa peroxidase e o conteddo de micros minerais nos diferentes 6rgaos
bovinos. Para minimizar os efeitos das substancias pré-oxidantes que causam danos teciduais,
0 organismo utiliza o sistema antioxidante visando impedir ou retardar a oxidacdo das
biomoléculas como, por exemplo, a GSH, importante antioxidante endégeno (Niki, 1999). Os
micros minerais fazem parte do mecanismo antioxidante e sdo co-fatores de enzimas que
reduzem os metabdlitos reativos de oxigénio (Kurz, 2004) como o cobre, zinco e manganés na

superdxido dismutase e o selénio na glutationa peroxidase (Weiss, 2005).

Estado oxidativo da carne

A lesdo oxidativa da carne foi avaliada pelos marcadores oxidativo TBARS e proteinas
carboniladas no homogenato. A oxidacéo lipidica é uma reacdo em cadeia de radical livre, que
envolve trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacdo. Produtos de oxidacdo secundarios,
como alcanos, aldeidos e cetonas, sdo formados na fase final, responsaveis pelo ranco da carne,

e esses compostos podem ser detectados pelo ensaio TBARS (Ladikos & Lougovois, 1990). Os
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niveis de TBARS permaneceram inalterados quando monensina, virginiamicina e micros

minerais + leveduras foram incluidos na dieta (P > 0,05; Tabela 5).

Tabela 5. Estado oxidativo da carne de bovinos terminados em confinamento e alimentados
com dietas contendo monensina, combinagcdo de monensina + virginiamicina ou combinagéo
de monensina + micros minerais + leveduras (Advantage™ Confinamento) no final do

experimento (dia 84).

Pardmetros Dietas

CONT! MONE2 MO+VIE MO+AD* EPM® P-Valor
TBARS® (nmol/g) 0,51 0,51 0,48 0,49 0,016 0,864
Proteina carbonilada (nmoles/mg proteina) 3,922 2,95° 3,100 2,86° 0,139 0,020
GSH’ (nmol/mg proteina) 3,730 3,18 4,812 422° 0200 0,016

abMédias seguidas por letras diferentes na mesma linha (P < 0,05).

ICONT — Sem aditivos; 2MONE — inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS); *MO+VI —
inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS) + 30 mg/kg de virginiamicina (base da MS); “MO+AD
— inclusdo de 30 mg/kg de monensina (base da MS + 3 g/kg do PC de micros minerais + leveduras
(Advantage™ Confinamento). SEPM - Erro padrdo da média. *TBARS - substancias reativas ao acido
tiobarbitGrico. ‘GSH — Glutationa. Fonte: Autores.

O marcador oxidativo na carne bovina, aferido por proteina carbonilada, detecta
modificacdes oxidativas de residuos de aminoacidos em proteinas (Beal, 2002). O ensaio
demonstra que a incluséo dos aditivos reduziu (P < 0,05) o dano oxidativo e a descarbonilacdo
da proteina muscular.

Conforme mostrado na Tabela 5, bovinos alimentados com dietas suplementadas com
monensina + virginiamicina ou monensina associada com micros minerais + leveduras
aumentaram a concentracdo muscular de GSH, em comparacdo a dieta CONT e MONE (P <
0,05). A GSH apresenta papel importante papel na defesa das células contra o estresse oxidativo
e, quando presente em baixa concentracdo, existe maior risco de desequilibrio oxidativo
(Aruoma, 1998).

4. Consideracgdes Finais
A inclusdo da monensina sédica combinado com a virginiamicina e com 0s micros
minerais associado a leveduras (Advantage™ Confinamento) apresentaram resultados

semelhantes e ndo apresentaram lesdo oxidativa no plasma, figado e na carne bovina. Além

disso, nenhum tratamento foi associado a desordens no figado.
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