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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

EFEITO NUTRACEUTICO DE MINERAIS E VITAMINAS SOBRE
DESEMPENHO, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E RESPOSTA
IMUNE EM PERIODO DE TRANSICAO DE DIETA

(DESALEITAMENTO) DE BEZERRAS
AUTOR: Rael Bordignon
ORIENTADOR: Aleksandro Schafer da Silva
Chapecd, 25 de fevereiro de 2019

A fase inicial da vida dos bezerros é onde ocorrem os maiores indices de mortalidade,
devido a maior susceptibilidade dos animais aos agentes infecciosos presentes no
ambiente. Isso é consequéncia do sistema imune imaturo ou em desenvolvimento, e pela
alta possibilidade de infeccdo no ambiente que sdo criados. O estresse oxidativo
geralmente estd associado a processos inflamatorios, e quando exacerbado torna os
animais mais susceptiveis as doencas, devido aos danos nas células e tecidos. Na fase
inicial da vida dos animais, as defesas antioxidantes também sdo menores, 0 que aumenta
a possibilidade de danos causados por espécies reativas de oxigénio as células. A
suplementacdo de minerais como zinco, cobre, selénio e manganés bem como das
vitaminas A e E sdo importantes para estimular o sistema antioxidante e mediadores
imunolodgicos, no entanto, informacgBes sobre o efeito nutracéutico/metafilatico da
aplicacdo injetavel desses minerais e vitaminas em bezerras na fase de transicdo sdo raras.
Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar se a administracdo injetavel de
vitaminas e minerais melhora os indices zootécnicos de bezerras leiteiras no periodo pré e
pos-desaleitamento, assim como estimula a resposta imune e antioxidante. O estudo foi
desenvolvido em uma fazenda da regido Oeste de Santa Catarina com bezerras leiteiras
(aproximadamente 45 dias de idade) distribuidas em dois tratamentos de 10 animais cada:
grupo controle (CONT) e grupo tratado (TRAT). Esse Gltimo recebeu duas injecbes
subcutaneas na dose 1 mL/50 kg de peso de uma solugdo contendo vitaminas A e E
(Adaptador® Vit) e outra contendo cobre, zinco, selénio e manganés (Adaptador® Min).
Os animais TRAT receberam a primeira dose 15 dias antes do desaleitamento e a segunda
dose 15 dias apds o desaleitamento. Pesagem e coletas de sangue foram feitas nos dias 1
(15 dias pré-desaleitamento), 15 (dia do desaleitamento), 30 e 45 de experimento para
analises de parametros antioxidantes, bem como de proteinograma sérico. Ndo houve
diferenca significativa (P=0,08) entre grupos no peso das bezerras, no entanto 0s animais
TRAT tiveram peso numericamente superior aos 45 dias de experimento. Os niveis
séricos de espécies reativas oxigénio (EROs) e lipoperoxidagdo (LPO) foram menores
(P<0,05) em bezerras TRAT comparadas com as do CONT. As bezerras TRAT
apresentaram maior (P<0,05) capacidade antioxidante total e concentraces séricas das
enzimas glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD) comparado as
bezerras CONT. Houve um aumento (P<0,05) nos niveis de proteina total em
consequéncia do aumento de globulinas no grupo TRAT. As bezerras do grupo TRAT
apresentaram maior (P<0,05) concentracdo séricas de de 1gG de cadeia pesada, IgA e
ceruplasmina comparado as bezerras do grupo CONT. Portanto concluimos que existe um
efeito metafilatico da aplicacdo de minerais e vitaminas para bezerras na fase de lactante



para ndo lactante, isto é, houve uma estimulagdo do sistema imune e antioxidante dos
bezerros, 0 que é benéfico a salde dos mesmos e pode refletir no desempenho futuro.

Palavras-chave: Bezerras, desempenho, imunidade, sistema antioxidante.



ABSTRACT
Master's Dissertation
Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

NUTRACEUTICAL EFFECT OF MINERALS AND VITAMINS IN
PERFORMANCE, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
IMMUNOLOGICAL RESPONSE IN THE PERIOD OF DIETARY

TRANSITION (WEANING) OF CALVES
AUTHOR: Rael Bordignon
ADVISER: Aleksandro Schafer da Silva
Chapecd, 25 de fevereiro de 2019

The initial phase of life of calves is where the highest mortality rates occur, due to the
greater susceptibility of the animals to the infectious agents present in the environment.
This is a consequence of the immature immune system or in development, and by the
high possibility of infection in the environment that are created. Oxidative stress is
usually associated with inflammatory processes, and when exacerbated it makes the
animals more susceptible to diseases due to damage to cells and tissues. In the early
stages of animal life, the antioxidant defenses are also smaller, which increases the
possibility of damage caused by reactive oxygen species to the cells. Supplementation of
minerals such as zinc, copper, selenium and manganese as well as vitamins A and E are
important to stimulate the antioxidant system and immunological mediators, however,
information on the nutraceutical / metaphylactic effect of the injectable application of
these minerals and vitamins in heifers in the phase transition are rare. In this way, the
present study aims to evaluate whether the injectable administration of vitamins and
minerals improves the zootechnical indexes of dairy heifers in the pre- and post-weaning
period, as well as stimulates the immune and antioxidant response. The study was carried
out in a farm in the western region of Santa Catarina with dairy heifers (approximately 45
days old) distributed in two treatments of 10 animals each: control group (TRAT) and
treated group (TRAT). The latter received two subcutaneous injections at a dose of 1 mL /
50 kg of a solution containing vitamins A and E (Adaptador® Vit) and another containing
copper, zinc, selenium and manganese (Adaptador® Min). TRAT animals received the
first dose 15 days prior to weaning and the second dose 15 days after the weaning.
Weighing and blood samples were taken on days 1 (15 days pre-weaning), 15 (day of
weaning), 30 and 45 of the experiment for analyzes of antioxidant parameters, as well as
serum proteinogram. There was no significant difference (P = 0.08) between groups in
heifer weight, however the TRAT animals had numerically greater weight than the 45
days of experiment. Serum levels of reactive oxygen species (ROS) and lipoperoxidation
(LPO) were lower (P<0.05) in TRAT heifers compared to those in CONT. TRAT heifers
presented higher (P<0.05) total antioxidant capacity and serum concentrations of the
enzymes glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD) compared to
CONT calves. There was an increase (P<0.05) in total protein levels as a consequence of
the increase of globulins in the TRAT group. TRAT heifers presented higher (P<0.05)
serum concentrations of heavy chain IgG, IgA and ceruplasmin compared to CONT
calves. Therefore, we conclude that there is a metaphylactic effect of the application of
minerals and vitamins to calves in the lactating to no lactating phase, that is, there was a
stimulation of the immune and antioxidant system of the calves, which is beneficial to



their health and may reflect on the performance future.

Keywords: Calves, performance, immunity, antioxidant system.
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1. CAPITULO |
REVISAO DE LITERATURA

1.1 PANORAMA DA BOVINOCULTURA DE LEITE

De acordo com projecdes da ONU (2017) a populacdo mundial em 2030 chegara a
8,6 bilhdes de habitantes. Esta projecdo estendida para o0 ano de 2050 atinge o nimero de
9,8 milhdes de pessoas. O consumo de alimentos de alta qualidade como os derivados
lacteos, tem se tornado cada vez mais comum em todo o mundo. Atualmente o consumo é
de 45 kg/pessoa/ano, podendo chegar a 66 kg em 2030. O leite € considerado o principal
alimento a suprir as nossas necessidades de célcio, fornece proteinas de alto valor
biolégico além de lipideos, dentre eles o &cido linoleico conjugado (CLA), que é

importante para a promocao da satde humana (FAO, 2013).

O desenvolvimento populacional e econémico tem gerado expectativas quanto ao
desenvolvimento do setor lacteo, a fim de atender as demandas globais. Em 2017, as
exportacdes de leite do Brasil somaram mais de 112 milhdes de ddlares, porém a balanca
comercial do setor lacteo foi negativa em mais de US$ 449 (EMBRAPA, 2018), sendo
necessario o desenvolvimento do mercado externo para o leite produzido no Brasil,

evitando desta maneira a queda de pre¢os no mercado interno (VILELA et al., 2016).

A bovinocultura de leite é uma atividade difundida em todo o Brasil, a produc¢éo
aumentou significativamente no pais, sendo que de 2002 a 2014, houve um incremento de
62,5% (VILELA et al., 2016). Em 2016 o rebanho nacional foi composto por mais de 19
milhGes de vacas ordenhadas, responsaveis pela producéo de 33,6 milhdes de toneladas
de leite, isto €, a quarta maior do mundo, onde os EUA é o primeiro do ranking com mais
de 96 milhdes de toneladas produzidas. A média de producéo de leite por vaca por ano foi
de 17009 litros no Brasil em 2016, Santa Catarina apresentou uma média de 2788 litros por
vaca por ano (EMBRAPA, 2018). Além do volume, a produtividade também tem
aumentado em ambito nacional, conforme demonstrado na Figura 1, porém os indices sdo
muito menores se comparados com outros paises, como por exemplo, os EUA onde a
produtividade média por ano foi de 10330 litros por vaca em 2016 (EMBRAPA, 2018),

demonstrando que precisamos melhorar nos indices produtivos.
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A regido sul do Brasil é a maior em termos de volume de leite produzido, com
mais de 12 bilhdes de litros produzidos em 2016, sendo o estado de Santa Catarina
importante para a obtengéo deste resultado (EMBRAPA, 2018). Santa Catarina é um dos
principais estados brasileiros de producdo agropecuéria, mesmo com 1,2% do territorio
nacional. Dados da Epagri, (2017) apontam que da producdo agricola e pecuéria, a

pecudria representa mais de 60% do total produzido no estado.

Dentro da bovinocultura de leite, o estado Catarinense também é destaque no
ambito nacional ocupando em 2016 o quarto lugar no ranking dos maiores estados
produtores de leite, sendo que foram industrializados 2,44 bilhdes de litros nesse ano, o
que representa um aumento de 3,8% no volume industrializado frente ao ano de 2015
(IBGE, 2016). A regido Oeste com 75,1% do total de leite produzido em Santa Catarina
em 2015, apresenta-se em destaque, sedimentando o carater mercadoldgico desta bacia
leiteira (EPAGRI, 2017). No entanto, a atividade leiteira, com a ja destacada importancia
no cenario social e econdémico do pais, precisa desenvolver-se no ambito qualitativo. Este
desenvolvimento abrange além de politicas publicas, a profissionalizacdo da producao
através de novas tecnologias que resultem em melhores indices produtivos (VILELA et
al., 2016).

40.000 4
—— Produgio de leite

= \Vacas ordanhadas

35.000 - f

—

30.000 - //

20,000 fﬁ//&—z

15.000 4

10.000 4
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Figura 1: Producdo de leite e vacas ordenhados no Brasil — 2002 a 2014 (VILELA et al., 2014).
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1.2 FASE INICIAL DE CRIACAO DE BEZERRAS LEITEIRAS

A bovinocultura de leite tem passado por evolugdes no Brasil, com melhores
praticas de nutricdo, reproducdo, manejo, melhoramento genético e instalagdes, gerando
melhores indices produtivos. Porém, especificamente na criagdo de bezerros leiteiros,
estes avancos sdo menores e sdo observadas altas taxas de morbidade e mortalidade
(COELHO, 2009). Algumas fazendas leiteiras veem o setor de cria como uma
necessidade de segundo plano, vendo esta categoria como animais de baixo valor e que
ndo geram lucro imediato para a propriedade (BOND et al., 2012). Em consequéncia
desta viséo, pesquisadores destacam alguns erros no manejo nutricional e ambientes de
criacdo improprios, interferindo diretamente nos animais. No entanto, uma propriedade
leiteira interessada em chegar a animais de alta performance, econémica e produtiva,
necessita dar atencdo primeiramente ao setor de criacdo dos animais jovens (SOUZA,
2011). Esta categoria deve ser vista como uma das principais atividades da propriedade
leiteira, em virtude destes animais serem 0s responsaveis pela reposicdo de vacas
descartes e terem melhor genética e capacidade produtiva a oferecer (SANTOS;
DAMASCENO, 1999).

A fase inicial da criacdo de bezerros leiteiros, compreende um periodo de especial
atencdo, visto que a maior taxa de mortalidade ocorre nesse momento. Isso acontece
porque estes estdo altamente susceptiveis aos agentes patogénicos, em consequéncia de
ndo apresentarem imunidade completa e madura, pois ainda dependem da transferéncia
passiva de imunoglobulinas através do colostro, que fornecem os anticorpos que atuardo

na resposta as infecgdes nos seus primeiros meses de vida (BESSER; GAY, 1994).

Desde a década de 90, é aceito como normal, um indice de mortalidade de 5% até
os primeiros 90 dias de vida (Roy 1990). No Brasil ndo existem muitos estudos que
levantem estes numeros, nem que estabelecam as principais causas de mortalidade
(MACHADO et al., 2004), porém Souza (2011) cita que a mortalidade de bezerros em
nosso pais pode chegar a 34% em algumas fazendas. Alguns aspectos contribuem para
esses resultados, tanto de alta taxa de mortalidade quanto de prevaléncia de doengas, entre
eles as condicbes de higiene e a taxa de lotacdo do bezerreiro sdo tidos como
determinantes (SOUZA, 2011) além do alto indice de diarreia na fase do aleitamento
(NAHMS, 2007).
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Por outro lado, a adocdo de adequadas préaticas de manejo, higiene e alimentacao
resultam em melhores indices produtivos e melhores resultados zootécnicos inclusive nas
fases subsequentes (SOUZA, 2011). Apesar da nutricdo e mao-de-obra representarem os
principais custos de producdo, a correta utilizacdo destas € essencial para a salde dos
animais e para a rentabilidade do sistema (DRACKLEY, 2008). Para manter a
sustentabilidade de sistemas produtivos de leite, a producdo de bezerras sadias, € um
aspecto importante, para tal, reduzir a mortalidade é fundamental (VINHOLIS et al.,
2006), sendo a taxa zero de mortalidade considerada ideal sob os pontos de vista
produtivo, econdmico e ético (PARANHOS; CROMBERG, 1998).

O bem-estar animal deve ser uma preocupacdo na fase inicial da vida dos
bezerros, pois nesse periodo, os animais sdo dependentes dos manejos e condicdes
oferecidas pelos seres humanos. A falta de cuidado e falhas de manejo sdo comuns e
comprometem o bem-estar destes animais. Estes fatores quando ignorados contribuem
com as maiores taxas de morbidade e mortalidade (SILVA, 2015), a compreensao destes
indices, sdo uma parte essencial para melhorar a saide e o desempenho dos bezerros.
Além disso, a falta de cuidado e falhas de manejo podem prejudicar o sistema
imunolégico dos animais e consequentemente aumentar a incidéncia de doencas e reduzir
o crescimento (WINDEYER et al., 2014). Outro fator que pode afetar a saude e
desempenho dos bezerros sdo as instalacBes. Essas devem proporcionar um ambiente
arejado e seco, pois sdo estas as caracteristicas desejaveis para reducdo de pneumonias e
de diarreias, comumente observadas em animais abrigados em ambientes mal ventilados e
umidos (VINHOLIS et al., 2006). Desta forma, cuidados de manejo nas atividades
desenvolvidas durante a criacdo de bezerros leiteiros sdo de suma importancia visto que o
manejo inadequado reflete negativamente sobre a saude, desenvolvimento e bem-estar
dos animais (SILVA, 2015).

1.2.1 DESAFIOS NO PERIODO DO DESALEITAMENTO

Em bovinos, a transi¢cdo de ndo ruminante para ruminante ocorrem em trés fases,
sendo a primeira fase até a terceira semana de vida, onde a dieta € majoritariamente
liquida para obtencdo dos nutrientes. Quando o bezerro comega a ingerir quantidades
significativas de concentrado passa-se para a segunda fase, ou fase de transicdo que vai

até o desaleitamento (normalmente com 2 meses de idade). A retirada do leite da dieta
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dos bezerros marca o inicio da terceira fase, que perdurard por toda a vida do animal,
sendo a fermentacao de carboidratos a principal fonte de energia e a biomassa microbiana
a principal fonte de aminoécidos (DRACKLEY, 2008).

Um dos principais desafios a serem superados pelos bezerros € o momento do
desaleitamento, esta pratica ocorre precocemente e € comum nos sistemas de producédo de
leite. O desmame precoce é feito com o principal objetivo de reduzir os custos de criacéo,
em funcdo do menor custo dos alimentos que substituem o leite ou o sucedaneo lacteo,
como por exemplo concentrado e feno, além disso, os gastos com méo-de-obra também
séo reduzidos (COELHO, 2009).

Na fase de desaleitamento ocorrem mudancas anatdémicas, fisiologicas e
metabolicas no animal, onde ele passa de pré-ruminante para ruminante e sua dieta passa
gradativamente de liquida para uma dieta exclusivamente solida (SANTOS et al., 2002).
Também vale ressaltar que o desaleitamento reduz a ingestdo de matéria seca da dieta
(COELHO, 2009), o que pode comprometer o desenvolvimento desses animais. Este
processo gera inevitavelmente estresse, ndo apenas pela mudanca da dieta
(ENCARNACAO, 1986), mas também pela provavel troca do ambiente de criagio. Esse
estresse pode ainda ser intensificado se estes forem descornados nessa fase, ou alocados
em um ambiente inadequado, ou junto com um novo lote de animais, onde podem ocorrer
interacdes sociais agonisticas (GREGORY; GRANDIN, 1998). O desaleitamento é um
momento do ciclo de criacdo com maior necessidade de controle do estresse oxidativo e
de aumento do status imunoldgico (VEDOVATTO; FRANCO, 2018), e todos os fatores
supracitados pode reduzir o ganho de peso dos bezerros (ENCARNACAO, 1986).

1.3 GANHO DE PESO

Baixo ganho de peso na fase inicial da vida das bezerras, pode acarretar em maior
idade para o primeiro parto. Este indice é de grande importancia, visto que, idade elevada
ao primeiro parto acarreta em maior tempo de vida improdutiva do animal, aumentando
0s custos de producdo, e sendo necessario maior nimero de animais de reposicao
(SANTOS et al.,, 2002; LOPES et al., 2009). Programas de criagdo que visem
proporcionar maiores ganhos, podem resultar em maiores taxas de crescimento do

esqueleto e estatura. Este melhor desempenho pode manter-se até a puberdade,
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acarretando em peso adequado para a reproducdo em menor tempo (DRACKLEY, 2004).
Novilhas com idade de parto entre 24 e 30 meses tendem a apresentarem maior producéo
de leite por dia de vida no rebanho, comparado com primeiro parto em idade mais
avancada (> 30 meses), além de menor periodo improdutivo, contribuindo com um
retorno financeiro mais cedo (SANTOS et al., 2002).

Para tanto, acompanhar o desenvolvimento 0sseo e muscular se faz necessario
através de pesagens mensais e da avaliacdo do escore de condigdo corporal que deve ser
de 3,0 em uma escala de 1 a 5 (EDMONSON et. al., 1989; SANTOS et al., 2002). O
objetivo final sdo animais aptos a cobertura aos 14 a 16 meses de idade e com peso médio
de 340 a 380 kg para a raca holandés (SANTOS et al., 2002). Programas de criacao
voltados para maiores taxas de crescimento de bezerros propiciam um melhor
aproveitamento da proteina da dieta para conversdo de ganho de peso, visto que animais
jovens séo mais eficientes (DRACKLEY, 2004).

As dietas devem ser formuladas para permitir que as novilhas atinjam a idade
reprodutiva o mais rapido possivel, sem sobrepeso. Existe, uma preocupacdo com altas
taxas de ganho de peso em bezerras e novilhas, pois acredita-se que isso propiciaria
deposicao de gordura na glandula mamaria competindo com o estabelecimento de células
produtivas e causando consequentemente reducdo na producao de leite (SEJRSEN, 2005).
No entanto, o excesso de gordura na glandula mamaria é uma consequéncia do excesso de
gordura corporal, ou seja, de um elevado escore de condi¢do corporal, sendo o acimulo

de gordura no tecido mamario ligado a idade cronol6gica (DRACKLEY, 2008).

Taxas de crescimento entre 800 a 900 gramas por dia até a puberdade sao
adequadas, desde que a dieta forneca proteina metabolizavel suficiente para favorecer o
ganho de tecido magro e evitando a energia excessiva para minimizar a deposicao de
tecido adiposo (DRACKLEY, 2008). Em resumo, o adequado desempenho de bezerras
(MEE et al. 2008), contribuird para que a novilha tenha seu parto na idade ideal, com
peso e escore de condigdo corporal adequado, sendo estes fatores contribuintes para

menores taxas de mortalidade dos filhotes destas novilhas.
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1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre pré-oxidantes e
antioxidantes em favor dos pré-oxidantes (SIES, 1991) denominados radicais livres, que
podem ser as espécies reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas ao hidrogénio
(LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007). Esse desbalanco pode ser gerado por inimeros
fatores, tanto relacionados com o aumento da producao de ERO quanto com a reducéo da
disponibilidade de antioxidantes. Entre os fatores causadores podem ser citados nutricdo
inadequada e a exposicdo dos animais a condicdes de estresse (ANDRADE et al., 2010)
que favorecem a quadros com reacGes inflamatdrias e de doencas (BEZERRA et al.,

2015), que afetam negativamente o desempenho.

O oxigénio, ainda que sendo essencial para a vida, possui também efeito toxico
por ser uma substancia oxidante, que pode aceitar elétrons desestabilizando a molécula
que os perde, (DOWLING; SIMMONS, 2009). As ERO séo eletronicamente instaveis,
sendo altamente reativas com moléculas que estejam proximas, tanto para doar quanto
para receber elétrons (ANDRADE et al., 2010). A formacdo ERO, ocorre em seres
aerdbicos pelos processos normais do metabolismo (SIES, 1991) e a mitocondria é o
principal local de formacdo devido ao processo de obtencdo de energia por meio da
fosforilacdo oxidativa (ANDRADE et al., 2010), onde o oxigénio molecular sofre uma
série de reacdes que levam a geracdo de radicais livres (WISEMAN; HALLIWELL,
1996). Esse processo resulta em um nivel substancial de oxidantes (LYKKESFELDT;
SVENDSEN, 2007), assim como outros processos envolvidos na defesa contra patégenos
podem aumentar a producdo de radicais livres (DOWLING; SIMMONS 2009).

Em processos continuos no organismo, as moléculas de ERO sdo formadas e
necessitam ser neutralizadas pelos antioxidantes para que ndo causem danos as células,
mantendo a homeostase destas (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Caso a capacidade
antioxidante ndo for mantida, o dano oxidativo é acumulado resultando em eventos
patofisioldgicos (SIES, 1991; figura 2). Estes eventos sdo prejudiciais aos tecidos,
causando efeitos como a lipoperoxidagéo, danos a proteinas e ao DNA, provocando assim
diversas alteragbes na fungéo celular (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Também ocorre
modificacdo oxidativa de macromoléculas celulares, morte celular por apoptose ou
necrose e danos estruturais nos tecidos (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007). Porém o0s
efeitos mais graves séo aqueles causados ao DNA e RNA (BARREIROS; DAVID, 2006)
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porque podem ocorrer danos nas bases destas moléculas gerando mutagdes e alteracdes na
expressao génica, associadas a carcinogénege. Na mitocéndria, onde grande quantidade
de ERO ¢ produzida, o DNA mitocondrial pode sofrer acumulo de danos, causando a
morte da célula devido a inativacdo da mitocondria (VALKO et. al., 2004).

Quando a producdo de ERO ndo excede a capacidade das barreiras antioxidantes
enddgenas no organismo, estes possuem finalidades benéficas, que incluem controle da
expressdo génica, modulagdo do musculo esquelético, defesa contra patdgenos
(FALOWO et al., 2014) e ativacdo do sistema imunoldgico (SCHNEIDER; OLIVEIRA,
2004). Os oxidantes também sdo moléculas de sinalizacdo endogenas que estdo
envolvidas no controle de grandes cascatas, como apoptose e inflamagdo. Dessa forma, o
aumento da producdo de oxidantes, ndo esta necessariamente associado a danos
oxidativos (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007), e estes s6 ocorrem quando a
quantidade de ERO ficam exacerbadas (BEZERRA et al., 2015).

As ERO séo controladas pelos corpo através de dois sistemas: enzimatico e nao
enzimatico (SCANDALIOS, 2005). O sistema enziméatico também conhecido por
antioxidantes naturais, € composto por enzimas enddgenas, como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) entre outras, que neutralizam as
moléculas oxidativas (ANDRADE et al., 2010). Os minerais cobre, zinco, manganés,
ferro, selénio entre outros sdo conhecidos e estudados pelo envolvimento neste sistema de
defesa antioxidante (BICALHO et al., 2014; SIES, 1991). As enzimas SOD catalisam a
neutralizacdo do radical superdxido, que é convertido em oxigénio e perdxido de
hidrogénio (BARREIROS; DAVID, 2006). Essa € uma metaloenzima dividida em classes
que contém sitios ativos com microminerais como por exemplo o Cu e 0 Zn (Cu/ZnSOD)
e Mn (MnSOD). Estas enzimas sdo encontratas normalmente no citosol das células
(SCANDALIOS, 2005). A CAT desempenha importante papel na eliminagdo do peroxido
de hidrogénio, promovendo sua neutralizacdo através da catalise até agua (SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004). Sua acdo répida e eficaz faz com que se torne uma importante enzima
para sistemas aerébicos (SCANDALIOS, 2005). A GPx atua convertendo a glutationa
reduzida a glutationa oxidada, nesse processo ocorre a remoc¢do do perdxido de
hidrogénio e a também formacdo de &gua, evitando a formacdo do radical superoxido,
para 0 qual o sistema enzimatico ndo € eficiente (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). A
GPx é uma selenoenzima antioxidante com efeitos positivos relatados em bovinos,
protegendo as celulas dos efeitos oxidantes (SORDILLO; AITKEN, 2009; MAGGINI et
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al., 2008). Ja o sistema ndo enzimatico, conhecido também como antioxidantes sintéticos
ou adicionados na dieta, possuem vasto numero de moléculas como por exemplo
vitaminas E e o caroteno, que é precursor da vitamina A, alguns minerais como zinco e
selénio (ANDRADE et al., 2010), alem de compostos sintetizados pelo organismo como
bilirrubina e ceruloplasmina (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Este sistema
normalmente previne a ocorréncia de lesdo nas células pela acdo das ERO (ANDRADE et
al., 2010).

Os trés principais tipos de radicais livres sdo: superoxido (O2-), perdxido de
hidrogénio (H20.) e hidroxila (OH°; ANDRADE et al., 2010). De acordo com Nordberg
e Arnér (2001) o radical superdxido é formado a partir do oxigénio molecular quando
ganha um elétron, e esse processo ocorre naturalmente nas células, principalmente na
mitocdndria durante a cadeira respiratoria de elétrons. Além disso, esses autores dizem
que este radical possui efeito de menor reatividade quando comparado ao EROs. J4, o
radical hidroxila é formado a partir do perdxido de hidrogénio através da chamada reacéo
de Fenton e possui alta reatividade e consequentemente nocividade a moléculas, sendo
um dos responsaveis pelos danos ao DNA (DUARTE; JONES, 2007). O perdxido de
hidrogénio ndo é de fato um radical livre e sim um metabdlito do oxigénio, porém é
extremamente deletério, pois € um intermediario na reacdo produtora de hidroxila
(NORDBERG; ARNER, 2001).
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Figura 2: Representacdo das defesas celulares contra danos celulares mediados pelo estresse oxidativo. O
aumento do estresse oxidativo € inicialmente neutralizado pela rede antioxidante. Moléculas danificadas séo
reparadas ou catabolizadas. A morte celular controlada pode ser iniciada se mais danos oxidativos
prejudicarem a funcéo celular. Quando essas cascatas de sinalizagio sdo danificadas ou o dano oxidativo
excede a capacidade dos mecanismos de defesa, a morte celular descontrolada, o dano tecidual e o
desenvolvimento de células malignas podem progredir para a doenca (LYKKESFELDT; SVENDSEN,
2007).
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1.5 SISTEMA IMUNE

O sistema imunologico é composto pela imunidade inata e a adquirida, mas ambas
funcionam em conjunto (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). A imunidade inata €
considerada a primeira linha de defesa, e é ativada imediatamente apds a infecgdo e inclui
barreiras fisicas como a pele, secrecfes, além de microrganismos benéficos como os do
intestino e do trato respiratorio que competem contra patdgenos invasores. Embora
sempre presente em maior ou menor grau, a imunidade inata é influenciada por fatores
como estresse e nutricdo (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; CARROLL; FORSBERG,
2007). A segunda linha de defesa envolve a imunidade adquirida, que constroi a resposta
imune especifica. Neste caso ocorre a producdo de anticorpos que possuem memoria
imunolégica, 0 que permite exposicBes subsequentes aos mesmos patdégenos com
respostas imunoldgicas mais rapidas e mais fortes do que a resposta inicial (CARROLL;
FORSBERG, 2007; JANEWAY et al., 2005).

A imunidade adaptativa pode ser classificada como mediada por células, ou
humoral, sendo que a primeira representa a resposta imunoldgica associada a células
imunes que atuam contra células infectadas por patdégenos e a segunda envolve a geracdo
de anticorpos especificos que sdo direcionados contra 0s patdgenos invasores
(CARROLL; FORSBERG, 2007; JANEWAY et al., 2005).

A placenta dos bovinos é classificada como sindesmocorial, que possui
membranas teciduais que impedem a passagem de macromoléculas, entre elas 0s
anticorpos. Consequentemente ndo ha transferéncia da imunidade durante a gestacéo,
desta maneira o colostro é a forma de ingestdo de imunoglobulinas nos bezerros recém-
nascidos (CHUCRI et. al., 2010). A ingestdo de colostro de qualidade deve ser feita
imediatamente apds o nascimento em funcdo do sistema imune destes animais ser ainda
imaturo e ndo poder reagir satisfatoriamente aos desafios impostos pelo ambiente ao qual
0s bezerros estdo expostos (BESSER; GAY, 1994). A absor¢do de imunoglobulinas no
intestino delgado nas primeiras 24 horas de vida, denominada transferéncia passiva, ajuda
a proteger o bezerro de enfermidades até o pleno desenvolvimento do sistema imune. As
primeiras horas sdo fundamentais, pois a medida que o tempo passa, 0S enterdcitos
perdem a capacidade de absorver macromoléculas por pinocitose ndo seletiva, ou seja, a
absorgao das imunoglobulinas diminui (GODDEN, 2008).
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O termo qualidade do colostro refere-se aos fatores de concentracdo de
imunoglobulinas, que deve ser superior a 50g/L e a qualidade microbiologica, ligada a
higiene durante o processo de ordenha, visto que bactérias no colostro podem interferir na
absorcdo das imunoglobulinas (GODDEN, 2008). Falhas no processo de colostragem
causam prejuizos ao setor produtivo, pois a menor imunidade passiva acarreta em maiores
taxas de morbidade e mortalidade (POULSEN et al., 2010).

De acordo com COELHO (2009), bezerros holandeses devem consumir 4 litros de
colostro nas primeiras seis horas de vida, sendo que concentracdes de proteinas totais no
soro desses animais deve ser maior que 5,5¢g/dL para indicar uma boa colostragem.
Porém, mesmo quando a imunidade passiva é adequada os bezerros podem desenvolver
doencas, devido ao estado fisiolégico do animal ou caso o colostro ndo possua
imunoglobulinas contra um patdgeno especifico, isso porque a vaca (mae) ainda ndo
tenha sido exposta ao determinado patdgeno. Como descrito por COELHO (2009), as
imunoglobulinas sdo especificas para antigenos especificos, logo se as imunoglobulinas
do colostro ndo forem especificas para os antigenos presentes na fazenda, a concentracdo
de imunoglobulinas no sangue, mesmo sendo alta, pode ndo conferir imunidade. Isso
acontece normalmente quando bezerros e vacas sdo criados em locais distantes uns dos
outros e os patdgenos presentes no local de criacdo dos bezerros séo diferentes daqueles
aos quais as maes sdo submetidas. O colostro também fornece leucdcitos, incluindo
macrdfagos, linfécitos e neutréfilos. Os beneficios destes no colostro, sugerem o aumento
da fagocitose, o combate a bactérias e estimulo nas respostas imunes humorais devido a
formacédo de IgG (LARSON et al., 1980; GODDEN, 2008).

A nutricdo na fase inicial da vida dos bezerros pode trazer efeitos a longo prazo,
entre eles o melhor desenvolvimento e funcionamento do sistema imunoldgico
(COELHO, 2009). Alternativas como o fornecimento de minerais como zinco, cobre,
ferro, magnésio, selénio e manganés e vitaminas A, C, D e E pela via injetaveis podem
melhorar a salde e as respostas imunomoduladoras (TEIXEIRA et al., 2014; CARROLL,;
FORSBERG, 2007; CAZAROTTO et al., 2018; TOMASI et al., 2018; VOLPATO et al.,
2018), porém mesmo com uma boa nutri¢do, animais criados em instalacdes inadequadas,
sem ventilagdo e submetidos a estresse térmico apresentam maior risco de desenvolver
doengas (COELHO, 2009).
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1.6 MICROMINERAIS E VITAMINAS

Os minerais sdo fundamentais para os bovinos em diversos processos fisiologicos,
como o de crescimento, reproducdo, antioxidante e imunolégico, sendo que caréncias no
fornecimento podem afetar negativamente a producdo animal (SPEARS, 2000;
UNDERWOOD, 1999). Os microminerais ou minerais trago Sao necessarios em menores
quantidades pelos animais, ou seja, menos que 100 ppm (PEDREIRA; BERCHIELLLI,
2011). O leite integral, principal fonte de nutrientes dos bezerros é carente em minerais
como manganés e selénio DRACKLEY, 2008), porém os niveis destes microminerais,
bem como os de vitaminas, sdo variaveis de acordo com o fornecimento via dieta
(HURLEY, 1997).

As vitaminas do complexo B por serem fornecidas pela populagdo microbiana, e
vitamina C sintetizada endogenamente normalmente ndo séo suplementadas para bovinos
(CARROLL; FORSBERG, 2007). Porém, vitaminas como A e E, sdo listadas como
antioxidantes (OMUR et. al., 2016), e contribuem para a saude animal, pois o
fornecimento em quantidades inadequadas propicia menores indices produtivos e

reprodutivos, bem como maior susceptibilidade a doengas (WEISS, 2005).

Em muitos casos a dieta oferecida, ndo supre todas as exigéncias de minerais
(ARTHINGTON et al., 2014) e vitaminas em bovinos e assim se faz necessario
suplementar estes. A suplementacdo de minerais e vitaminas pode ocorrer por varios
meios, como misturados a concentrados, mistura em pd de minerais e vitaminas, blocos,
bolus intraruminal de liberacdo lenta ou mesmo via injetavel (ARTHINGTON et al.,
2014). Apesar da pratica de aplicar microminerais injetaveis ser antiga, recentemente
muitos pesquisadores conduziram estudos com esse tipo de suplementacdo nas mais
diversas espécies (CAZAROTTO et al., 2018; TOMASI et al., 2018; VEDOVATTO;

FRANCO, 2018) e observamos aumento na oferta de produtos comerciais no mercado.

A aplicacdo injetavel dos microminerais Zn, Cu, Se e Mn, tem se demostrado
benéfica por estimular a resposta antioxidante dos bovinos, pois ocorre um aumento da
expressao e atividade de algumas metalo-enzimas como SOD, CAT e GPx (BICALHO et
al., 2014; MACHADO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014; TOMASI et al., 2018;). Além
disso, podem estimular o sistema imune e assim ter maiores niveis séricos de neutrofilos
(TEIXEIRA et al., 2014; VEDOVATTO; FRANCO, 2018), proteinas totais e
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ceruplasmina (VOLPATO et al., 2018; TOMASI et al., 2018), variaveis importantissimas

na protecdo contra agentes causais.

O melhor status antioxidante e imunoldgico dos bovinos, pode proporcionar maior
ganho de peso, principalmente em locais de criagdo com alto desafio sanitario
(VEDOVATTO; FRANCO 2018). No entanto algumas pesquisas mostram resultados de
ganho de peso semelhantes entre grupo tratado com microminerais e grupo controle
(TEIXEIRA et al., 2014; ARTHINGTON et al., 2014; NIEDERMAYER et al., 2017). J&
em pesquisa realizada por Volpato et al. (2018), o fornecimento de selénio e vitaminas A
e E, resultou em maior ganho de peso e melhor saide dos bezerros com maiores niveis de
antioxidante e marcadores imune. A aplicacdo injetavel das vitaminas A, D e E e dos
minerais Cu, Zn, Se e Mn em vacas em periodo de transi¢cdo resultou em maior
capacidade antioxidante total e menor capacidade oxidante total (OMUR et al., 2016).
Portanto, minerais e vitaminas tem efeito positivo aos animais, pois aumentam barreiras

de protecdo celular natural, ou seja, respostas antioxidantes.

O adequado desenvolvimento e funcdo do sistema imunoldgico é dependente de
niveis adequados de vitaminas, visto que estas exercem pap€is essenciais na
hematopoiese, manutencdo e funcdo de linfécitos e neutréfilos e na producdo de
anticorpos (CARROLL; FORSBERG, 2007). No sistema antioxidante, vitaminas e
minerais sdo importantes na inativacdo de ERO, sendo esta inativacdo fundamental, pois

as células do sistema imune sdo susceptiveis aos radicais livres (SPEARS, 2000).

Um dos mecanismos bactericidas, denominado "explosdo respiratoria” pelo qual
as células do sistema imunolégico fagocitam e matam patdgenos, gera grandes
quantidades de ERO, que podem vir a causar a lipoperoxidacdo na membrana plasmatica
das células do sistema imune. Desta forma altos niveis antioxidantes sdo importantes para
a protecdo das células imunes (MEYDANI et al., 1995; CARROLL; FORSBERG, 2007).
Devido a capacidade de oxidacdo, as ERO, além de lesdes, causam também respostas
inflamatdrias. Estudos recentes, sugerem também, um papel benéfico do peroxido de
hidrogénio na sinalizagdo de danos as células (VAN DER; JANSSEN-HEININGER,
2014).
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1.6.1 MICROMINERAIS E VITAMINAS INJETAVEIS

Usualmente o fornecimento de minerais e vitaminas aos bovinos leiteiros se da
através de misturas (conhecidos como premix ou nucleo) que sdo acrescentadas na dieta e
fornecida para estes (ABUELO et al., 2014; PASCHOAL et al., 2006). No entanto, a
aplicacdo injetavel de microminerais e vitaminas, mesmo sendo menos difundida,
apresenta-se como opcdo, podendo contribuir para melhorar o desempenho animal
(ABUELO et al., 2014; COLLET et al., 2017). Esta aplicacdo se d& normalmente via

subcutanea e pode ser uma mistura de microminerais e vitaminas (OMUR et al., 2016).

Uma das principais vantagens da aplicacdo de microminerais e vitaminais
injetaveis, em comparacdo com 0s métodos convencionais de fornecimento, € poder
assegurar uma dose conhecida com aplicacao individual, evitando oscilacdes de ingestao
normalmente observadas em modelos de consumo voluntario (ARTHINGTON et al.,
2014). Além disso, ndo ocorrem interagdes entre 0s ingredientes ou problemas
relacionados ao antagonismo entre os minerais fornecidos, pois quando se aplica na forma
injetavel, estes sdo disponibilizados na corrente sanguinea (ABUELO et al., 2014;
ARTHINGTON et al., 2014).

Para animais onde o consumo de matéria seca € reduzido, como o que ocorre com
bezerros em processo de desama ou desaleitamento devido ao estresse, o fornecimento de
minerais e vitaminas injetaveis mostra-se como uma boa opcdo para atender as exigéncias
dos animais (ARTHINGTON et al., 2014; SANTOS et al., 2018). Outra contribuicdo é
poder fornecer o tratamento apenas a animais que estejam em estado critico, sem ser
necessario o tratamento em todo o rebanho via dieta (ABUELO et al., 2014). Em
contrapartida, o fornecimento injetavel aumenta as praticas de manejo com 0s animais,
sendo necessario para tal, a disponibilidade de infraestrutura adequada (COOKE et al.,
2017).

1.6.2 COBRE

O micromineral cobre (Cu) exerce fungdo no sistema imune por estimular as
respostas de neutrofilos, monacitos e células T (MAGGINI et al., 2008), e sua deficiéncia
esta associada com redugéo da resposta imune celular e humoral (DORTON et. al., 2003).
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O Cu também esta ligado a maturacdo de hemaécias, além de ter efeito sinérgico com o
ferro na formacao de hemoglobina (FOX, 2003). Além disso, o Cu participa da formacéo
do tecido dsseo, do tecido conjuntivo e é importante na integridade do sistema nervoso
central (SPEARS, 2000).

Ja o sistema antioxidante, pode ser estimulado pelo maior aporte de Cu, pois este €
um cofator da enzima CAT, que tem a funcdo de catalisar a reducdo do perdxido de
hidrogénio para agua e oxigénio (UNDERWOOD, 1999). Também é componente da
enzima SOD, sob as formas de Cu-ZnSOD (MARKLUND, 1980), enzima que converte
os radicais superdxido em perdxido de hidrogénio no citosol (UNDERWOOD, 1999), um
intermediério com capacidade oxidante fraca, porém que pode formar o radical hidroxila
com a presenca de metais como o ferro (VASCONCELOS el. al., 20017). Tomasi et al.,
(2018) verificaram aumento da enzima CAT e SOD, 10 dias ap6s a aplicacdo injetavel de

Cu e Zn em bezerros.

A aplicacdo de cobre em novilhas de bufalas aumentou a concentragdo de
cerulosplamina, atividade fagocitica dos neutréfilos e das enzimas SOD (SHARMA et al.,
2007). Grande parte do Cu do plasma sanguineo esta na forma de ceruloplasmina, que é
sua carreadora especifica, ou seja, responsavel pelo transporte do figado para os demais
6rgdos (MCDOWELL, 1992). A ceruloplasmina é uma proteina responsavel pela
homeostase do ferro, pois converte a forma ferrosa em ferro férrico (BRODERIUS et al.,
2010). A ceruplasmina também impede o cobre e o ferro de participar das reacGes
oxidativas, agindo dessa forma no sistema de defesa antioxidante extracelular
(SCHENEIDER; OLIVEIRA, 2004; WEISS, 2002). Dessa forma, a deficiéncia de Cu
pode causar anemia, visto a participagdo no metabolismo do ferro (SHARMA et al.,
2007). Deficiéncias de Cu em ruminantes sdo causadas normalmente pela ingestdo via
dieta de altas quantidades de minerais antagonistas, como o molibdénio, o enxofre e o
ferro. Esta deficiéncia esta relacionada com a depresséo da capacidade dos neutréfilos de
combater as infec¢des (SPEARS, 2000).

1.6.3 MANGANES

O Mn desempenha um papel ativo no processo de formacdo éGssea pois € um
ativador de glicosiltransferases que atuam na sintese da matriz 0ssea e cartilagens,

também atua na reproducdo por participar da sintese de hormonios nos ovérios, além estar
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envolvido no metabolismo de carboidrato através da metaloenzima piruvato carboxilase
(CORAH; IVES 1991). O Mn também é importante para o crescimento e formacéo de
tecidos (HURLEY; DOANE, 1989), assim como é um importante co-fator de reagdes
enziméticas que estdo envolvidas na regulacdo metabdlica de animais (OMUR et al.,
2016). E encontrado em concentragbes mais altas dentro das mitocondrias das células e
também se acumula na matriz 6ssea. A enzima antioxidante Mn-SOD é importante no
sistema antioxidante e trabalha em conjunto com outras enzimas (NRC, 2001), logo o
aumento da concentragdo de SOD pode acontecer pelo maior aporte de Mn
(MARKCLUND, 1980).

ManifestacGes da deficiéncia de Mn apesar de raras em ruminantes, podem
prejudicar a reproducdo, atraves de estros irregulares, baixas taxas de concepcao e abortos
(GRAHAN, 1991). Também prejudicara as varias metaloenzimas que possuem Mn na sua
estrutura, além de provocar alteracbes no crescimento, normalmente causado pelo

encurtamento ou deformacao dos 0ssos de animais jovens (NRC, 2001).

1.6.4 SELENIO

O Se é componente essencial da familia das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GPx), responsaveis pela remocdo dos radicais livres através da destruicdo de
peroxido de hidrogénio e de hidroperoxidos lipidicos (OMUR et al., 2016; ROTRUCK et
al., 1973; OVERTON; YASUI, 2014). Combatendo o estresse oxidativo, o Se contribui
para manter a integridade da membrana celular, proteger de danos a molécula de DNA e

outras macromoléculas presentes na célula (MAGGINI et al., 2008).

A presenga de Se na estrutura da enzima GPx permite uma correlagdo entre a
atividade desta enzima e concentracdo sanguinea do mineral (WITTWER, 1998), sendo
que animais deficientes em Se apresentam menor atividade da enzima GPx quando

comparados com animais ndo deficientes (WU et al., 2016).

As alteracOes relatadas pela deficiéncia de Se também estdo associadas ao sistema
reprodutivo, pela maior incidéncia de retencdo de placenta, metrites, maior periodo de
involucdo uterina, menor vitalidade da cria (HURLEY; DOANE, 1989; VAN SAUN,
1990), além da doenca do musculo branco (que gera distrofia muscular e afeta

principalmente bezerros; VAN SAUN, 1990), salde da glandula maméaria (devido a
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maior incidéncia de mastites e contagem de células somaticas; SMITH et al., 1984;
HOGAN et al., 1993; VAN SAUN, 1990), menor resisténcia a infeccdes (devido a menor
producdo de anticorpos; SHEFFY; SCHULTZ, 1979) e a redugdo da atividade dos
neutréfilos (HOGAN et al., 1993).

1.6.5 ZINCO

O Zn é cofator em mais de 300 enzimas que influenciam Vvarios processos
fisiolégicos do organismo (RINK, 2000), incluindo enzimas envolvidas na sintese de
DNA e RNA qgue consequentemente atuam na replicacdo e proliferacdo de células imunes
(ANDRIGUETTO et al., 1999). O Zn possui fungbes na producdo de proteinas e
formacdo de ligacGes dissulfeto, que estdo presentes na estrutura dos anticorpos, logo o
maior aporte de Zn pode auxiliar no aumento de anticorpos (CHARLTON; EWING,
2007). No sistema antioxidante o Zn atua principalmente como cofator da enzima Cu-Zn
SOD. Também induz a sintese de metalotioneina, uma proteina ligante de metal que pode
eliminar os radicais de hidroxido (OMUR et al., 2016). De acordo com Marklund (1980),
0 aumento da concentracdo de SOD pode acontecer pelo maior aporte de Zn, componente
essencial da Zn-SOD. O Zn participa também da pigmentacéo dos tecidos, manutencdo da
integridade das génadas masculinas, pele, ossos e olhos. Influencia a imunidade inata e
adquirida (ANDRIGUETTO et al., 1999; MAGGINI et al., 2008), sendo necessario para
a adequacao, formacéo e funcionamento do sistema imunoldgico na primeira fase da vida
do animal (NRC, 2001). O Zn também é componente da timosina, um horménio
produzido pelas células do timo que regula a imunidade mediada por células (NRC,
2001). Na reproducdo, o Zn é essencial para a espermatogénese e motilidade dos
espermatozoides, além de ser um componente essencial ou ativador de enzimas
envolvidas na esteroidogénese (HURLEY; DOANE, 1989). Logo, deficiéncias de Zn
podem apresentar efeitos significativos em multiplos sistemas dentro do corpo, incluindo
0 crescimento, sistemas nervoso, reprodutivo e imunolégico (CARROLL; FORSBERG,
2007).

A deficiéncia de Zn em bovinos se manifesta pela diminuicdo da taxa de
crescimento e da eficiéncia alimentar, reducdo do consumo de alimentos, queda de pelos,
diminuicdo de fertilidade e da producdo de leite (ANDRIGUETTO et al., 1999). Em

casos de deficiéncia prolongada, os animais exibem menor crescimento dos testiculos,
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cascos fracos, além de lesdes na pele, especialmente na regido das pernas, cabeca e
pescoco e alopecia (NRC, 2001). A deficiéncia de Zn tem sido associada também com
diminuicdo da funcdo das células T e respostas de anticorpos (KRUSE-JARRES, 1989)
em ruminantes, porém alguns estudos sugerem que a deficiéncia marginal de Zn ndo

prejudicaria as respostas imunes mediadas por células ou anticorpos (SPEARS, 2000).

1.6.7 VITAMINA A

A vitamina A normalmente sob a forma de retinol ou p-caroteno, tem importante
funcdo no sistema imunolégico e antioxidante (SPEARS, 2000; CARROLL;
FORSBERG, 2007). Essa vitamina é necessaria em diversos processos do organismo,
como crescimento, visdo e protecdo contra infeccdes (KRISHNAMOORTHY, 2012),
tendo papel importante tanto na resposta humoral (anticorpos) como na imunidade
mediada por células (MAGGINI et al., 2008). J4 no sistema antioxidante atua na
neutralizacdo do oxigénio atdmico e outros elétrons excitados, além de reagir com

radicais peroxil e alcoxi (SIES, 1991).

A deficiéncia da vitamina A prejudica a imunidade, reduzindo capacidade de
defesa contra patdgenos parasitarios, bacterianos e virais, além de induzir a respostas
inflamatérias (MAGGINI et al., 2008; CHEW, 1987). Causa cegueira ou cegueira
noturna, retardo e cessacdo do crescimento em fetos e bezerros, além de alteragdes
degenerativas na mucosa protetora do trato respiratorio e  digestivo.
(KRISHNAMOORTHY, 2012; HURLEY; DOANE, 1989). O papel da vitamina A na
modulacdo do sistema imune durante uma infecgdo pode variar de acordo com os
patdgenos envolvidos e do status da vitamina no animal. Porém acredita-se que os danos
causados nas membranas do trato respiratorio e digestivo, favorecem a invasdo de
bactérias e virus (CHANDRA, 1997).

1.6.8 VITAMINA E

Vitamina E € o nome genérico de todos os derivados de tocol e tocotrienol
(HURLEY; DOANE, 1989) e atuam como antioxidantes lipossollveis, protegendo as
células da peroxidacdo lipidica causada por radicais livres (SIES, 1991; OMUR et al.,

2016). A vitamina E é um constituinte importante de todas as membranas encontradas nas
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células: plasmatica, mitocondrial e nuclear, sendo assim o principal antioxidante do
corpo, presente em todas as celulas. Porém, a maior concentracdo se da nas células do
sistema imunoldgico, onde pode fornecer protecdo contra os radicais livres utilizados
pelas células brancas do sangue para destruir organismos patogénicos (HURLEY;
DOANE, 1989).

A vitamina E age como um antioxidante lipossoltvel dentro das membranas, atua
como doador de H para o radical peroxila, interrompendo a reacdo radicalar em cadeia
(HURLEY; DOANE, 1989). A neutralizacdo da peroxidacdo lipidica das membranas
celulares forma um derivado de baixa reatividade, 0 que minimiza os danos para as
membranas (PISOSCHI; POP, 2015; BARREIROS; DAVID, 2006). A doenca do
musculo branco é considerada um sinal cléssico de deficiéncia de vitamina E (NRC,
2001), causando alteracdes degenerativas nos musculos esqueléticos e cardiaco, sendo
sinais clinicos caracteristicos, que bezerros apresentem rigidez e fraqueza generalizada,
além de ter a musculatura da lingua afetada, podendo interferir no processo de
aleitamento (MCDOWELL et al., 1996). Em casos criticos, no entanto, o animal pode ser
incapaz de levantar a cabeca e ficar de pé (KRISHNAMOORTHY, 2012), podendo
ocorrer inclusive a morte por insuficiéncia cardiaca, devido aos danos causados a esta
musculatura (MCDOWELL et al., 1996).

Na literatura, muitas vezes a vitaminas E é discutida juntamente com o mineral
Se, pois estes nutrientes apresentam sinergia no sistema de defesa antioxidante, agindo
contra os peroxidos presentes no organismo e podendo resultar na melhora do sistema
imune, com respostas mais consistentes de anticorpos (SPEARS, 2000; VOLPATO et al.,
2018) e leucdcitos (MOEINI et al., 2011). Embora a vitamina E e o Se tenham fun¢des
especificas, cada um pode exercer o efeito de reduzir a necessidade do outro nutriente,
sendo os dois, componentes importantes do sistema antioxidante celular (HURLEY;
DOANE, 1989).

A suplementacdo com vitamina E em bezerros alimentados com um sucedéaneo
lacteo aumentou a atividade bactericida do neutr6filo no sangue (EICHER et al., 1994), ja
em vacas lactantes, altas doses de vitamina E resultaram em menores indices de mastite
clinica (WEISS et al., 1997). A suplementagdo conjunta de vitamina E e Se em vacas em
lactacdo melhorou a saude da glandula mamaria, reduzindo o tempo de duragdo dos sinais
clinicos e também o nimero de casos de mastite clinica quando comparadas com vacas

suplementadas com apenas um dos nutrientes (WEISS et al., 1990). A vitamina E em



30

bezerros resultou em melhor status imunoldgico, contribuindo para maior ganho de peso e
salde dos animais (VOLPATO et al., 2018).

1.7. OBJETIVOS

1.7.1 OBETIVO GERAL

Avaliar se a aplicacdo injetavel das vitaminas A e E e dos microminerais zinco,
cobre, selénio e manganés, melhoram o desempenho de bezerras leiteiras no periodo de

pré e pos-desaleitamento.

1.7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se a administracdo de vitaminas e minerais melhora o ganho de peso das
bezerras, e minimiza ou evita a diarreia no periodo de transicao;

- Avaliar se o tratamento melhora o sistema imune, e consequentemente aumenta
o numero de células inflamatérias, proteinas de fase aguda e anticorpos;

- Avaliar se a administragdo de vitaminas e minerais melhora o status oxidante e
antioxidante, reduzindo as reacfes oxidativas e estimulando as respostas antioxidantes

enzimaticas.
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2. CAPITULO Il

MANUSCRITO

Os resultados desta dissertacdo séo apresentados na forma de um manuscrito, com sua

formatacéo de acordo com as orientagdes da revista ao qual foi submetido.
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Abstract

In the early stages of a calf’s life, immunity is not fully established; this is the period in
which the highest death rates occur. Another critical moment is the weaning period, when
calves undergo high levels physiological stress due to lack of milk in the diet. Recently,
evidence has suggested that mineral supplementation would a suitable approach to stimulate
the immune and antioxidant system of dairy cows during the transitional period. Therefore,
the present study aims to determine whether the use of injectable vitamins and minerals
improves the growth performance, and the immune and antioxidant responses in dairy calves
in the pre- and post-weaning period. Twenty dairy calves (45 days of age) were randomized
to two groups (10 each): control group (CON) and treated group (TREAT) with trace
minerals (zinc, copper, selenium and manganese) and vitamins (A and E) at two periods (15
days pre-weaning and 15 days post-weaning). The animals were weighed and blood samples
were colected on days 1, 15, 30 and 45 of the study. Levels of seric copper, selenium, zinc
and manganese were measured on day 1; and the results showed that calves were not
deficient in these minerals. We obtained greater body weight gain in TRAT group calves in
the final third of the experiment. There was an increase in total leukocyte numbers as a result
of elevation in neutrophil counts (day 45) and monocytes (days 30 and 45) in the TREAT
group. In this group, we also observed a reduction in reactive oxygen species (ROS) content
(days 15, 30 and 45), in lipid peroxidation (LPO; days 15 and 45), greater antioxidant
capacity against peroxyl radicals (ACAP; days 15 and 30) and greater enzyme activity of
glutathione peroxidase (GPx; days 15, 30 and 45) and superoxide dismutase (SOD; day 15).
The TREAT group had greater concentration of total serum proteins (day 30), serum globulin
(days 15 and 30), ceruloplasmin (day 15), tumor necrosis factor — Alpha (TNF-a) and
interleukin-1, (IL-1; days 30 and 45) besides interferon gamma (IFNy; day 45) compared to
CON group. Thus, the mineral and vitamins injections, even had no effect on growth
performance, booster the antioxidant and immunological system of dairy calves during the
diet transition period.

Keywords: Antioxidant system, calves, performance, immunity, preventive medicine.
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1. Introduction

The initial phase of cattle life is critical because their immune system is immature
shortly after birth; nevertheless, the animal requires rapid development of the immune system
in order to respond the infections and to optimize growth [7,8]. Therefore, these animals are
dependent on the immunity acquired from colostrum to generate immune responses, despite
the fact that they are capable of mounting some immune responses in utero.

Another challenge for calves is weaning. In this critical period, there are drastic
changes related primarily to the transition from liquid to solid diet, reduction in the levels of
supplied dry matter and greater ruminal activity can affect animal development [10].
According to the literature, this phase generates stress, a negative factor often associated with
reduced resistance to diseases [20]. In addition, possible changes at facilities and
management (e.g., dehorning) commonly practiced at this time, can make the animal more
vulnerable [10].

The metabolic stresses associated with weaning can be severe, compromising the
antioxidant system [48] and generating oxidative stress. This biochemical event is defined as
an imbalance between the production of reactive oxygen species (ROS) and the exhaustion or
activation of the animal's antioxidant system [35, 53] possibly favoring deleterious effects on
cells, tissues and consequently the onset of diseases [9]. Intake of a diet rich in antioxidants
showed beneficial effect on animal health [27].

According to researchers, supplementation of minerals plays an important role in
cattle by stimulating the immune system [38], for being enzymatic cofactors [17]. Recently,
studies showed that the use of injectable minerals would be a suitable method to improve
mineral utilization in the animal's body; and it may be a promising alternative for improving
animal performance [13]. In addition, vitamins A and E were identified as antioxidants [45].
These are important for promoting adequate levels of good health, a key point for calf-
rearing and future performance [57].

Studies from our research group showed that supplementation with minerals and/or
vitamins in calves [21, 51, 55] and lambs [11] are beneficial to the health and growth
performance of the animals in the nursing phase. We also observed similar results when
minerals (zinc and selenium) were given during the transition period from liquid to solid diet

(weaning) in calves [55]. Our hypothesis is that the combination of minerals and vitamins
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injectable can enhance the positive effects of dairy animal health and growth performance.
Therefore, the objective of this study was to determine whether the subcutaneous application
of minerals and vitamins have nutraceutical effects on the antioxidants and consequently

growth performance of dairy calves during the diet transition period (weaning).

2. Materials and Methods
2.1 Products

We used the commercial product based on vitamins A and E (Adaptador® Vit;
Biogénesis Bag0, Buenos Aires, Argentina), and minerals zinc, copper, selenium and
manganese (Adaptador® Min; Biogénesis Bagd). The dose used was 1 mL/50 kg of body
weight, according to manufacturer’s recommendations. The dose of Adaptador® Min
provided 0.20 mg/kg of copper, 0.80 mg/kg of zinc, 0.20 mg/kg of manganese and 0.10
mg/kg of selenium. The dose of Adaptador® Vit provided 35 mg/kg of vitamin A and 1
mg/kg of vitamin E. On experimental days 1 (15 days pre-weaning = 45 days of age) and 30
(15 days post-weaning = 75 days of age), we applied the supplement subcutaneously, with
the two products being applied alone and in different places. In the control group, the same
management and application procedure was performed; however, the same volumes of the
treated group were applied with only saline solution (0.9% NaCl) and mineral oil for

purposes of the placebo effect.

2.2 Animals and experimental design

The study was carried out in a commercial farm in the western region of Santa
Catarina, using 20 Holstein heifer calves (45+2 days of age) divided into two groups (10
animals each): control group (CON) and treated group (TREAT). The groups were
randomized, depending on the arrangement of the pens, i.e., cohabiting one animal from the
control group or from the treated group, in order to randomize the effect of the environment
inside the shed. The animals were housed in individual pens at the beginning of the
experiment because they were nursing (between 45 and 60 days of age); however, at weaning
(60 days of age), they were allocated to collective pens, separated by groups.
The diet provided during the 45-day experimental period is presented in Table 1. The calves

were fed with milk in the first 15 days of experiment only. Concentrate (day 1 to 15: 400
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grams/animal/day; day 15 to 30 of 600 grams/animal/day; day 30 to 45: 800
grams/animal/day), water and hay (Cynodon spp.) were offered to the animals throughout the

experiment ad libitum.

2.3 Sample collection

The animals were weighted and feces and blood samples were collected on days 1 (15
days pre-weaning), 15 (weaning day: calves at 60 days of age), 30 (15 days post-weaning)
and 45 (30 days after weaning). Blood samples were collected from jugular veins into two
vacuum tubes, with and without anticoagulant (EDTA 10%). The samples were kept in an
isothermal box at temperature of 10°C until the time of the laboratory analysis. Samples
collected in tubes without anticoagulant (clotted blood) were centrifuged at 7000 rpm for 10
minutes to harvest serum. In addition, the animals were weighed using a tape measure, a
method of weighing the animals indirectly using thoracic perimeter [37]. We also performed
fecal score analyses [25] on feces collected from the rectal bulb. Feces samples were kept in
isothermal boxes at 10 °C for further parasitological analysis. Concentrate and hay samples
were collected from the total diet provided (concentrate and hay) for all calves in the three
experiments (Table 1). We measured dry matter, ashes, ether extract and crude protein,
following a method described by Silva and Queiroz [49]. In addition, neutral detergent fiber
and acid detergent fiber were analyzed following the methodology described by Van Soest
[52]. Minerals (copper, zinc, selenium and manganese) were determined in hay and

concentrate by a near-infrared spectroscopy method in a commercial laboratory [42; Table 1).

2.4. Serum concentrations of minerals

Serum concentrations of selenium, cooper, manganese and zinc were determined on
day 1 the of experiment. In the analyzes, specific tests were used, as described below.
Selenium was measured using the hydride generation atomic absorption spectrometry (HG-
AAS) (PerkinElmer Model 3030) technique and chemicals of analytical grade from Merck
(Darmstadt, Germany) [11, 19]. Thus, 1 ml of HNO3 and 250 uL H202 were added to 500
puL of serum into 15 mL vials. The vials were warmed in a domestic microwave. Milli-Q

water was added until 10 mL final volume and the solution analyzed. Copper, manganese,
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and zinc concentrations in digested samples were determined by ICP-OES. Operational
conditions used for this minerals determinations were those recommended by the instrument
manufacturer. Aqueous calibration standards were prepared by sequential dilution of a stock
solution of copper, manganese, and zinc (10 pumol/L, Spex CertiPrep, Metuchen, NJ, USA).
Standards were prepared daily at concentration of 5, 10, 15, 20, 40, 60, and 80 pmol/L Cu,
Mn, and Zn. Sample digests were diluted in order to present suitable concentration for
measurements. Recovery tests were also performed for sample digests. After each ten
measurements, two standard Cu, Mn, and Zn solutions were analyzed to check the slope of
calibration curve. In case of a slope difference of higher than 10% the calibration curve was

prepared again using all standards. All the samples were prepared in triplicate.

2.5 Hematological analysis

Blood stored in EDTA tubes was used to perform the complete blood counts. The
erythrocyte count, total leukocytes and hemoglobin concentration were measured in semi-
automatic equipment (CELM model CC530). For the determination of hematocrit values, we
used capillary tubes, centrifuged for 1 minute at 1400 rpm. At sampling, blood smears were
performed and stained with commercial dye (Panétipo Réapido) to perform leukocyte
differential counts using a light microscope at 1000 x magnification [15], with 100 cells
randomly identified per slide. Knowing the number of total leukocytes (uL), differential
leukocyte (%) was calculated using absolute numbers of neutrophils, lymphocytes,

monocytes and eosinophils. Counts were expressed per microliter (uL) of blood.

2.6 Analysis of oxidant/antioxidant status

Serum ROS levels were determined by the DCFH oxidation method described by
LeBel et al. [26]. Fluorescence was measured using excitation and emission wavelengths of
485 and 538 nm, respectively. A calibration curve was established with standards of 2°,7’-
dichlorofluorescein (DCF; 0.1 nM to 1 uM), and results were expressed as U DCF/mg of
protein.

The methodology of lipid peroxidation (LPO) was based on Hermes-Lima et al. [22]
with some modifications by the authors, called FOX based on the oxidation of Fe(ll) under

acidic conditions. The Fox method measures lipid peroxides, one of the principal products of
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lipid peroxidation. For LPO measurements, FeSO4 (1 mM), H.SO4 (0.25 M), xylenol orange
(1 mM, Sigma) and MilliQ water were sequentially added. Samples or methanol (blanks)
were added and incubated for 30 min. Thereafter, absorbance (550 nm) was determined and
cumene hydroperoxide (CHP; Sigma) was employed as a standard. LPO was expressed as
pmol CHP/mg protein.

Total antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP) was determined
according to the method described by Amado et al. [2]. This method consists of determining
the antioxidant capacity of tissues using a fluorescent substrate (2',7' dichlorofluorescein
diacetate - H2DCF-DA) and the production of peroxyl radicals by thermal decomposition of
ABAP (2.2'-azobis 2 methylpropionamidine dihydrochloride). The fluorescence was
determined using a microplate reader (Spectramax 13), at 37 °C (excitation: 485 nm;
emission: 530 nm) with readings at every 5 min over 30 min. The results were expressed as
relative area (the difference between the area with and without ABAP divided by the area
without ABAP), and levels were expressed as U.F./mg protein.

The activity of superoxide dismutase (SOD) was determined according to the auto-
oxidation principle of pyrogallol, inhibited in the presence of SOD. The optical density
change was determined Kinetically for two minutes at 420 nm, at ten second intervals
according to methodology described by Beutler [6]. Activity was expressed as U SOD/mg of
protein.

The activity of glutathione peroxidase (GPx) was measured indirectly by monitoring
the oxidation rate of NADPH at 340 nm using cumene hydroperoxide (CuOOH), according
to Wendel [58]. The enzymatic activity was expressed as U GPx/mg protein.

The protein concentrations in serum were determined by the Coomassie blue method
following the methodology described by Read and Northcote [36], using bovine serum

albumin as a standard.

2.7 Proteinogram

For protein fractionation, polyacrylamide gel electrophoresis containing sodium
dodecyl sulphate (SDS-PAGE) was performed, according to a technique described by
Fagliari et al. [14] using a mini-gel (10 x 10 cm). The gels were stained with Coomassie blue

and photographed to identify and quantify protein fractions using LabimagelD software
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(Loccus Biotechnology). Standards containing fractions with molecular weights between 10
and 250 kDa (Kaleidoscope - BIORAD) were used as reference for the identification of
protein fractions.

2.8. Cytokines

Cytokine quantification (tumor necrosis factor — Alpha - TNF-a, interleukin-1, IL-1
and interferon gamma — IFNy) was assessed by ELISA using commercial Quantikine
immunoassay kits according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 96-well microplates
were sensitized with primary antibody at room temperature for 30 min; samples were added
and incubated for 30 min at 37°C. After washing, secondary antibodies conjugated with
peroxidase were added to each well and incubated. The concentration of the cytokines was
determined by the intensity of the color measured spectrophotometrically using a microplate

reader.

2.9 Fecal score and parasitological examination

The occurrence of diarrhea was observed daily following the methodology described
by Larson et al. [25], which is based on fecal score and fluidity: (1) normal and solid; (2)
pasty but with health aspect; (3) aqueous consistency and (4) fluid consistency. For the
determination of parasitological infection, the technique described by Faust et al. [32] was
used with subsequent reading by light microscopy. Fecal consistency and parasitic infection
were evaluated only to monitor the health of calves, because our goal was to use only healthy

calves to evaluate the effect of minerals and vitamins.

2.10 Statistical analysis

Data were analyzed using descriptive statistics for contingency of information and for
further assumptions that were presented as descriptive (mean and standard deviation) for
blood cell parameters: hematocrit, erythrocyte count, hemoglobin, leukocytes, lymphocytes,
monocytes and eosinophils. The second set of data were for GPx and SOD activities,
followed by biochemical components: ROS, LPO, and ACAP. The third group of parameters
measured were proteinogram (total protein, globulin, albumin, ceruloplasmin, and

immunoglobulins) and cytokines (TNF-a, IL-1, and IFNy). Finally, we took measurements



41

associated with animal weight: body weight and weight gain. The Chi-square test was used to
evaluate fecal score. For each group (CON and TREAT) and day of observation (days 1, 15,
30, and 45), all parameters were tested for normality using the Shapiro-Wilk test. Skewness,
kurtosis and homogeneity were evaluated by the Levene test, or log transformation when
needed. A t-test was used to analyse all parameters, i.e. between groups (controlling data
dependency due to dependence in time). One-way ANOVA was performed using repeated
measurements to test for differences in the parameters over time (considering blocks of
groups control and treated). Significant difference was set at P < 0.05. Statistical

manipulations were performed using R-language, v 3.1 (R Development Core Team 2012).

3. Results
3.1. Serum mineral concentrations

On day 1 of the experiment, we did not verify statistical difference between groups;
as well as the values of copper, zinc, manganese and selenium were within the reference
values (Table 2). Therefore, the calves used in this experiment did not present deficiency of

these minerals.

3.2 Growth performance and clinical signs

There were no significant differences in fecal parameters (color, fluidity, odor or
consistency) between groups (P = 0.854; data not shown). However, it should be noted that
the vast majority (more than 95%) of the animals had feces with scores within the normal
range. Faces with aqueous and fluid consistency was not observed. But feces with pasty
consistency, but with health aspect, was observed rarely in both groups at approximately 48 h
after the withdrawal of milk as feed, lasting 2-3 days. On the day of blood collection, all
calves had normal feces. All animals were negative for parasites during the experimental
period.

In terms of weight gain no difference was observed between groups; and as expected,
over time, the body weight of animals from both groups increased (Table 3). We observed
greater body weight gain in TRAT group calves in the final third of the experiment (day 15 -
45; and day 30-45 of experiment) (Table 3).
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3.2 Hemogram

The results of hematological analyses are showed in Table 4. No difference was
observed between groups and over time for erythrocyte numbers, hematocrit and hemoglobin
concentrations. A greater number of total leukocytes (P = 0.050) was observed in the animals
in the treatment group at day 45, as a consequence of the increased neutrophil counts (P =
0.023). The number of monocytes was greater in the treated group on days 30 and 45 (P =
0.045 and 0.037, respectively). The number of lymphocytes and eosinophils did not differ
between groups (Table 4).

Over time, the number of leukocytes and neutrophils increased only in the treated
group (P = 0.044 and 0.001, respectively). The other hemogram variables did not differ over
time in either group.

3.3 Oxidant and antioxidant status

Oxidative and antioxidant status results are showed in Table 5. The treated group
showed lower levels of ROS on days 15, 30 and 45 (P = 0.041, 0.001 and 0.001,
respectively), as well as lower levels of LPO on days 15 and 45 (P = 0.050 and 0.040,
respectively). ACAP levels in the treated group had greater values on days 15 and 30 (P =
0.001 and 0.001, respectively). GPx activity was greater on days 15, 30 and 45 in treated
group (P =0.001, 0.001 and 0.050, respectively), while SOD activity was greater only on day
15 of the experiment (P = 0.036). Over time, there was a reduction in ROS levels in the
treated group (Table 5). LPO levels were lower in both groups (Table 5). The application of
minerals and vitamins generated an increase of ACAP, SOD and GPx over time (Table 5)

that did not occur in the control group.

3.4 Proteinogram

Total protein levels were greater (P = 0.001) in the treated group on day 30, as a
consequence of the increase in globulin levels on days 15 and 30 (P = 0.020 and 0.035,
respectively; Table 6). Levels of albumin did not differ between groups and over time (Table

6). The proteinogram revealed that globulins were elevated due to increased levels of IgA
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(days 15 and 30; P = 0.050 and 0.044, respectively), 1gG heavy chain (days 15, 30 and 45; (P

=0.031, 0.001 and 0.013, respectively) and ceruloplasmin (day 15; P = 0.001) (Table 6).
Over time, only animals in the treated group showed an increase in total protein,

globulin, 1gG heavy chains, IgA and ceruloplasmin levels (Table 6). In control animals, there

were no differences over time (Table 6).

3.5. Cytokines

Results of cytokine levels are shown in Table 7. In the calves of the treated group, we
observed that there were increases in serum TNF-a and IL-1 levels on days 30 (P = 0.001 and
0.001, respectively) and 45 (P = 0.001 and 0.001, respectively) of the experiment, as well as
IFNy on day 45 (P = 0.027). Over time, only animals in the treated group showed increases in
TNF-0, IL-1 and IFNy levels (Table 7)

4. Discussion

The application of injectable minerals and vitamins ensures a single dose of known
treatment without oscillations, as in voluntary intake models [5]. The components injected
are available directly into the bloodstream without encountering antagonism or other
interactions [1, 5]. The application of injectable minerals showed beneficial health results for
calves in the weaning process [5, 44], as we observed in the present study. Importantly, the
calves used in this study were healthy, free of endoparasites, and not trace mineral deficient
(blood mineral levels within reference values [24, 34, 54]); therefore, the results discussed
below regarding the immune and antioxidant system are due to the nutraceutical effects of
minerals and vitamins.

Minerals are fundamental in processes such as growth [46], and vitamin deficiencies
are associated with lower growth rates [56]. In the present study, weight gain did not differ
between groups at days 1-45 of experiment, possibly as a consequence of the low health
challenges faced by calves, as previously described in other studies [39]. However, in the
final third of the experiment there was greater body weight gain in the animals of the TRAT
group (days 15-30 and days 30-45), when the most critical period in the food transition had
passed. Teixeira et al. [50] observed no effect on growth performance in nursing dairy calves,

and these authors cited a number of factors may play a role in calf performance attributable
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to the major health challenges faced by animals at this stage of life. In a study carried out by
our research group, there was a tendency toward greater weight gain in calves during the
weaning period (60 days of age) in animals receiving injectable sodium selenite and vitamin
A and E during the nursing phase [55]. However, when the authors measured body weight of
210-day-old calves, they found greater weights in the supplemented group [56].

The increase in total leukocytes can be explained by the action of Cu, which
stimulates neutrophil and monocyte responses [29] and Zn, a cofactor in more than 300
enzymes including those involved in the synthesis of DNA and RNA, responsible for
replication and proliferation of immune cells [4, 39, 46]. The lower lipid peroxidation may
also have contributed to increased leukocyte levels [53], because immune cells contain
membranes with polyunsaturated fatty acids, and these polyunsaturated fatty acids are
sensitive to lipid peroxidation by ROS and other free radicals; reduction in lipid damage may
indicate minor damage and relative protection of the cells [47]. Vitamin E protects cell
membranes from lipoperoxidation [3], acting in synergy with selenium [31].

Vitamin A acts by neutralizing ROS molecules [45]. The enzymatic antioxidant
system is stimulated by the minerals Zn, Cu and Mn, components of SOD enzymes [30] and
by selenium, an essential component of the GPx enzyme [55]. This explains the activation of
SOD and GPx activity over time, reflecting an increase in total antioxidant capacity (ACAP),
as well as lower levels of ROS. Other studies have shown that the application of minerals
cause decreases in ROS levels [41], as well as increases in antioxidant enzyme activity in
calves [21, 51], cows [28] and lambs [11], corroborating our results.

We observed that the greater serum concentration of total proteins were due to
increased globulin levels, the basis of the humoral immune response that guarantees
specificity in the action of antibodies [16]. Similar results were observed by Tomasi et al.
[51] and Volpato et al. [55] who used minerals or the combination of minerals and vitamins
in nursing calves. The increase in globulin levels was caused by elevated levels of IgA and
IgG heavy chain, both of which are important to the immune system [33], as well as
ceruloplasmin, the main copper-chelating protein in the circulation [40, 44] that prevents
copper from participating in ROS-producing reactions [43, 57]. Zinc acts on protein
production and formation of disulfide bonds, present in the structure of antibodies [12].

Deficiencies in selenium and copper levels are associated with reduced antibody production
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and responses to infections [44, 46] therefore, this additional injectable dose in calves is
important because it may have two important roles as an additional or primary supply to
overcome basic deficiencies. Increased ceruloplasmin and 1gG heavy chains were also
observed by Volpato et al. [55], when using a protocol of association of sodium selenite and
vitamins A and E. In this study, we observed a significant increase in serum levels of TNF-a
and IL-1 on days 30 and 45 of experiment, as well as in IFNy on day 45 in animals
supplemented with mineral, in disagreement with results reported by Jiao et al. [23].
According to these authors, copper and zinc reduced intestinal levels of pro-inflammatory
cytokines (IL-1 and TNF-a) that could be considered an improvement in immune system
because of a reduction in pro-inflammatory mediators during the weaning period.
Nevertheless, it is important highlight that slow augmentation of IL-1 and TNF-a may be
positive responses because these cytokines are involved on control of infectious diseases
[18]. As observed in this study, serum levels of IL-1, levels of TNF-o and IFNy showed
small increases, possibly indicating control of infectious diseases.

In summary, the dairy calves used in this study had no mineral deficiencies (zinc,
copper, selenium and manganese) and remained apparently healthy during the experiment,
except for one episode of diarrhea in less than 5% of the calves (both groups), after
withdrawal of the milk from the diet. Based on our data, we conclude that complex mineral,
as well as vitamins A and E, have nutraceutical effects on nursing dairy calves in the
transition period from infancy to weaning, demonstrated by the fact that these supplements
increased variables related to immunity and antioxidant status, and possible to beneficial
effects to animals as favoring greater post-weaning weight gain.
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Table 1: Calf diet during the experimental period, as chemical composition of hay and

commercial concentrate used in animal feeding.

Ingredients Day 1 to 15 of Day 15 to 30 of Day 30 to 45 of
experiment experiment (post-  experiment
(preweaning) weaning) (post-weaning)
Milk cow (liter/animal/day) 0 0
Commercial concentrate* 600 800
(grams/animal/day
Hay” (grams/animal/day) Ad libitum Ad libitum Ad libitum
Chemical composition,*, * Hay* Concentrate*
Dry matter (%) in dry matter 95.5 89.0
Mineral (%) in dry matter 7.5 7.3
Crude protein (%) in dry matter 12 16
Ethereal extract (%) in dry matter 14 2.8
Neutral detergent fiber (%) in dry matter 61 49.4
Acid detergent fiber (%) in dry matter 36.2 10.8
Mineral composition,*,
Cooper (mg/kg) nd 37.6
Zinc (mg/kg) nd 136.2
Selenium (mg/kg) nd 0.85
Manganese (mg/kg) nd 41.8

Note: not-detected (nd).

* Commercial concentrated guaranteed levels: calcium (Min/Max) 10-15 g/kg; phosphorus
(Min) 5000 mg/kg; zinc (Min) 140 mg/kg; cobalt (Min) 2 mg/kg; copper (Min) 40 mg/kg;
sulfur (Min) 2000 mg/kg; iodine (Min) 2 mg/kg; magnesium (Min) 1500 mg/kg; manganese
(Min) 40 mg/kg; selenium (Min) 1 mg/kg; sodium (Min) 2000 mg/kg; Fluorine (Min) 100
mg/kg; virginiamycin (Min) 50 mg/kg; Vitamin A (Min) 10,000 1U/kg; Vitamin D3 (Min)

2,000 1U/Kkg; and Vitamin E (Min) 50 1U/kg.
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Table 2. Serum levels of minerals copper, zinc, selenium and manganese in calves of the

control and treated groups on days 1 of the experiment (45-day-old animals = 15 days pre-

weaning).

Mineral Control Treated *P-value *values (min. —
(n=10) (n =10) max.)

Cooper (umol/L) 148+ 3.9 151+2.38 0.841 2.911t0 19.65

Zinc (umol/L) 25.1+54 23.8+4.7 0.802 5.46 t0 36.70

Manganese (umol/L) 0.85+0.05 0.87 £ 0.07 0.910 0.40 to 1.00

Selenium (pg/L) 804+7.0 76.0£10.3 0.751 51.0to0 85.0

#* No statistical difference between groups (P > 0.05)
*Studies have reported minimum and maximum levels for cattle for minerals: copper and
zinc [34], selenium [54], and manganese [24]. Note: Pavlata et al. [34] defined as copper and

zinc deficiency in blood serum concentrations of the respective element below 12 pumol/L.
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Table 3. Body weight and weight gain of dairy calves that received mineral and vitamin
applications (treated group) by the subcutaneous route on days 1 (15 days pre-weaning) and

30 days (15 days post-weaning) of the experiment.

Variable Day Control Treated P-value
(n=10) (n=10)
Body weight (kg) 1 58.6 (8.9)° 61.3 (9.4)° 0.847
15 72.3 (15.5)" 72 (13.2)°¢ 0.923
30 90.4 (17.4)® 91.2 (15)° 0.904
45 108.7 (14)? 120.7 (16.7)? 0.187
P-value 0.001 0.001
Weight gain (kg) 1-15 13.7 (4.6) 10.7 (4.2) 0.845
1-30 31.8(8.7) 29.9 (8.1) 0.695
1-45 50.1 (8.2) 59.4 (7.3) 0.085
15-30 18.1 (5.3) 19.2 (4.1) 0.745
15-45 36.4 (8.9) 48.7 (7.0) 0.050*
30-45 18.5 (4.6) 29.5 (7.6) 0.024*

Note: results presented in mean and standard deviation. P < 0.05 (*) on the same line shows
the differences between groups. P < 0.05 in the same column shows the differences over time

in each group, the differences being represented by different letters.
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Table 4. Body weight, weight gain and hemogram of dairy calves that received mineral and

vitamin applications (treated group) by the subcutaneous route on days 1 (15 days pre-

weaning) and 30 days (15 days post-weaning) of the experiment.

Variable Day Control Treated P-value
(n=10) (n=10)
Erythrocytes (x106 uL) 1 4.2 (1.08) 4.6 (0.78) 0.598
15 4.25 (0.92) 4.12 (0.56) 0.746
30 5.24 (0.75) 4.52 (0.64) 0.114
45 4.59 (0.85) 5.34 (0.80) 0.775
P-value 0.285 0.062
Hemoglobin (g/dL) 1 7.94 (1.27) 9.08 (0.57) 0.201
15 8.68 (0.72) 9.27 (1.02) 0.463
30 9.34 (0.83) 8.60 (0.97) 0.495
45 9.63 (1.17) 9.47 (0.57) 0.802
P-value 0.294 0.376
Hematocrit (%) 1 32.1(5.1) 36.4 (3.8) 0.408
15 32.7 (4.0) 32.9 (5.6) 0.864
30 37.9 (4.5) 34.3 (4.5) 0.653
45 36.4 (4.0) 35.8 (3.5) 0.906
P-value 0.571 0.789
Leukocytes (x10° pL) 1 8.35 (1.9) 9.68 (2.2)® 0.569
15 9.63 (2.0) 8.41 (1.9)° 0.528
30 10.0 (3.1) 9.12 (3.8)® 0.635
45 9.18 (1.2) 11.6 (1.8)2 0.050*
P-value 0.208 0.044*
Neutrophils (x10° pL) 1 3.95 (1.22) 4.35(1.4)*% 0.756
15 4.81 (1.42) 3.89 (1.50)° 0.305
30 4.42 (1.83) 5.29 (2.51) % 0.652
45 3.97 (1.30) 6.13 (2.17)? 0.023*
P-value 0.598 0.001*
Lymphocytes (x10° pL) 1 4.03 (0.98) 5.02 (1.73) 0.422



15 4.48 (1.46) 4.31 (1.43) 0.654
30 5.41 (1.60) 3.43 (1.30) 0.235
45 4.79 (1.40) 4.62 (1.12) 0.854

P-value 0.198 0.365

Monocytes (x10° L) 1 0.25 (0.20) 0.21 (0.24) 0.758
15 0.14 (0.21) 0.18 (0.19) 0.651
30 0.08 (0.13) 0.35(0.12) 0.045*
45 0.17 (0.11) 0.41 (0.14) 0.037*

P-value 0.625 0.064

Eosinophils (x103 pL) 1 0.08 (0.11) 0.08 (0.21) 0.901
15 0.14 (0.14) 0.01 (0.05) 0.352
30 0.16 (0.08) 0.07 (0.08) 0.436
45 0.25 (0.23) 0.15 (0.25) 0.621

P-value 0.456 0.652

56

Note: results presented in mean and standard deviation. P < 0.05 on the same line shows the

differences between groups. P < 0.05 in the same column shows the differences over time in

each group, the differences being represented by different letters.
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Table 5. Reactive oxygen species (ROS), lipoperoxidation (LPO), total antioxidant capacity
against peroxyl radicals (ACAP), glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase
(SOD) in the serum of dairy calves receiving subcutaneous vitamins and mineral on days 1
(15 days pre-weaning) and 30 (15 days post-weaning) of experiment.

Variable Day Control Treated P-value
(n=10) (n=10)
ROS 1 245.0 (163.2) 251.5 (100.0)? 0.625
(U DCF/mg of protein) 15 346.1 (201) 163.9 (130.5)®  0.041*
30 333.9 (115.8) 206.8 (81.3) @ 0.001*
45 293.4 (132.0) 143.1 (67.4)" 0.001*
P-value 0.587 0.050*
LPO 1 15776.8 (4659)°  13422.9 (2680)°  0.457
(umol CHP/mg protein) 15 26856.5 (6851)®  18356.8 (5461)®  0.050*
30 24430.0 (2358)®  20547.4 (2745)? 0.124
45  3174.5(458.0)°  2406.2 (644.1)¢  0.040*
P-value 0.001* 0.001*
ACAP 1 1.68 (0.78) 1.11 (0.82)° 0.365
(U.F./mg of protein) 15 2.07 (0.94) 4.13 (1.10)° 0.001*
30 2.23 (0.65) 5.28 (1.19)? 0.001*
45 1.28 (0.8) 2.04 (0.5)° 0.072
P-value 0.095 0.001*
GPx 1 6.9 (1.5) 6.9 (2.3)° 0.895
(U GPx/mg of protein) 15 8.15 (1.3) 21.7(9.4)% 0.001*
30 7.59 (2.0) 12.3(2.9)" 0.001*
45 6.8 (1.0) 8.6 (0.6)° 0.050%
P-value 0.568 0.001*
SOD 1 4.2 (0.8) 4.1(0.3)° 0.965
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(U SOD/mg of protein) 15 4.1(0.4) 5.1(0.5)2 0.036*
30 4.2 (0.4) 4.1(0.6)%® 0.903
45 4.2 (0.6) 3.7(0.2)° 0.245
P-value 0.812 0.012*

Note: results presented as mean and standard deviation. P < 0.05 on the same line shows the
difference between groups. P < 0.05 in the same column shows the differences over time in

each group, the differences being represented by different letters.



59

Table 6. Serum proteinogram of dairy calves that received mineral and vitamin applications
(treated group) by subcutaneous route on days 1 (15 days pre-weaning) and 30 days (15 days

post-weaning) of experiment.

Variable Day Control Treated P-value
(n=10) (n=10)

Total protein 1 7.71(0.92) 7.00 (0.43)° 0.365

(g/dL) 15 7.02 (0.52) 7.64 (0.36)%® 0.174
30 6.35 (0.36) 8.00 (0.53) 0.001*
45 7.09 (1.00) 7.11 (0.45)° 0.856

P-value 0.095 0.050*

Albumin 1 2.83 (1.27) 2.57 (1.04) 0.473

(g/dL) 15 2.77 (0.49) 2.31(0.37) 0.287
30 1.97 (0.40) 1.79 (0.65) 0.412
45 2.38 (0.66) 2.85 (0.87) 0.324

P-value 0.236 0.065

Globulin 1 4.88 (1.29) 4.43 (0.70) *° 0.746

(g/dL) 15 4.25 (0.70) 5.33 (0.65) 0.020*
30 4.37 (0.52) 5.99 (0.49)2 0.035*
45 4.77 (0.75) 4.26 (0.61)° 0.592

Valor P 0.658 0.003*

1gG heavy chain 1 1.31 (0.42) 1.10 (0.32)° 0.498

(g/dL) 15 1.29 (0.21) 1.86 (0.34)® 0.031*
30 0.93 (0.09) 1.33(0.17)" 0.001*
45 1.34 (0.36) 2.10 (0.51)2 0.013*

P-value 0.071 0.001*

IgA 1 0.48 (0.34) 0.30 (0.05)° 0.257

(g/dL) 15 0.43 (0.11) 0.60 (0.12) 2 0.050*
30 0.45 (0.10) 0.59 (0.12) 2 0.044*
45 0.36 (0.28) 0.36 (0.21) 0.965

P-value 0.532 0.001*

Ceruloplasmin 1 0.39 (0.24) 0.41 (0.19) % 0.897



60

(g/dL) 15 0.20 (0.03) 0.37 (0.11)° 0.001*
30 0.38 (0.15) 0.47 (0.15) 0.369
45 0.37 (0.16) 0.70 (0.30) ® 0.061
P-value 0.374 0.046*

Note: Results presented as mean and standard deviation. P < 0.05 on the same line represents
differences between groups. P < 0.05 in the same column represents differences over time in

each group, the differences being represented by different letters.
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Table 7. Cytokine (tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-1 (IL-1)) interferon

gamma (IFNy) levels in serum samples of calves.

Variables Days Control Treated P-value
(n=10) (n=10)

TNF-a (pg/mL) 1 124.5 (3.8) 127.1 (3.9)° 0.841
15 129.3 (5.8) 135.9 (7.7)® 0.412
30 131.9 (4.7) 142.9 (5.3)? 0.001*
45 128.2 (4.9) 149.1 (7.1)? 0.001*

P-value 0.871 0.001

IL-1 (pg/mL) 1 94.7 (3.9) 99.1 (4.7)° 0.695
15 101.5 (6.6) 108.9 (7.9) 0.456
30 98.3 (4.9) 114.4 (6.0)° 0.001*
45 99.1 (9.8) 131.6 (6.7)? 0.001*

P-value 0.841 0.001

IFNy (pg/mL) 1 74.1 (3.1) 79.1 (3.7)° 0.547
15 80.5 (7.6) 78.7 (4.4)° 0.804
30 81.3 (6.9) 86.4 (5.6)® 0.428
45 79.1 (4.8) 91.6 (5.2)? 0.027*

P-value 0.214 0.001

Note: Results presented as mean and standard deviation. P < 0.05 on the same line represents

differences between groups. P < 0.05 in the same column represents differences over time in

each group, the differences being represented by different letters.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A criacdo de bezerros leiteiros apresenta ainda varios obstaculos a serem superados
no dia a dia das fazendas, pois esta categoria por vezes € menosprezada por se tratar de
animais improdutivos e em desenvolvimento. Porém sabe-se que este é o inicio de um
processo que resultard nos futuros animais produtivos, 0s quais sao responsaveis pelo retorno
financeiro do sistema produtivo, onde sempre se buscam animais com &timos indices
produtivos. Nesse estudo constatamos que o fornecimento de minerais e vitaminas injetaveis
mostra-se como uma alternativa que contribui para os bezerros apresentarem melhor status
imune e antioxidante na fase do desaleitamento. Portanto, os minerais e vitaminas tiverem
um efeito nutracéutico para as bezerras nessa fase de transicdo, o que favoreceu o ganho de

peso no terco final do experimento.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Suplementagdo vitaminica e mineral no periedo de transic o de lactante para ndo lactante
de bezerras leiteiras sobre o desempenho, resposta imune & antioxidante *, protocolada sob o CEUA n® 6565281117 oo mosis), sob a
responsabilidade de Aleksandro Schafer da Sllva - que envolve a produgdo, manutengio efou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfile Vertebrata (exceto o homem), pars fins de pesquisa cientifica ou ensing - estd de acordo com
0% preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubrp de 2008, com o Decreto 6.809 de 15 de julbo de 2009, bem como Com 35 normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Exp erimentag S0 Animal (CONCEA), foi aprovada pela Comissio de Etica no Usp
de Animais da Universidade do Estado de Santa Cataring (CEUAUDESC) na reunifio de 1371272017,

‘We certify that the propossl *Vitamin and mineral supplementation in the transition penoed from infant to non-lactating dairy
heifers on performance, immune résponse and antioxidant”, utilizing 50 Bovines (50 females ), protocol number CEUA 6965281117
oo aeess), under the responsibility of Aleksandro Schafer da Sliva - which invobves the production, maintenance and/or use of
animals belenging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6B9D of uly 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (OONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the University of Santa Cataring State (CEUAJDESC) in the meeting of 12/13/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Acacémica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2018a 12/2018 Area: Zooteonia

Qrigem: Animais de proprietdrios

Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 452315 dias N 50
Linhagem: Holandés Peso: 508240 ky

Local do experimento: O estudo serd desenvolvido em uma fazenda kecalizada na regide Oeste de Santa Catarina onde serdo
utilizadas %0 bezemas da raga holandesa, com aproximadamente 45
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