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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da
idade e da suplementagdo oral com acetato de DL-
alfa-tocoferol sobre os niveis séricos de vitamina
E e sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos
de bezerros da raca Jersey do nascimento aos 45
dias de idade. Foram utilizados 14 bezerros
divididos em dois grupos de sete animais cada. O
grupo tratamento recebeu 2g de acetato de DL-
alfa-tocoferol, por via oral, diariamente, até os 45
dias de vida e o controle ndo recebeu nenhum
tipo de suplementagdo para esta vitamina. Foram
colhidas amostras de soro sanguineo ao
nascimento, aos cinco, 10, 20, 30 e 45 dias de
idade, para: determinagdo sérica da vitamina E e
para a avaliagdo da fung@o dos neutrofilos.
Concluimos que a suplementagdo oral com acetato
de DL-alfa-tocoferol, na dose de 2 g/dia/VO, do
nascimento aos 45 dias de idade aumentou
significativamente (p< 0,05) os niveis séricos de
vitamina E em bezerros. Os menores percentuais
de neutréfilos redutores foram detectados logo
apds o nascimento ¢ os maiores aos 45 dias de
idade. A suplementagdo com vitamina E ndo
alterou significativamente a fungdo oxidativa dos
neutréfilos, mas os valores superiores obtidos para
os animais do grupo tratado, para o teste
estimulado, sugerem uma agdo neutrofilica mais
potente diante uma infec¢do natural nesses
animais.

Palavras-chave: bezerros, metabolismo oxidativo,
neutréfilos, vitamina E.

SUMMARY

The aim of this report was to evaluate the influence of
age and oral supplementation with DL-alfa- tocopherol
acetate on vitamin E serum levels and on the oxidative
metabolism of neutrophils in Jersey calves from birth
until 45 days of age. Fourteen calves were divided in two
groups of seven animals each. The tested group received
orally 2g of DL-alfa-tocopherol acetate per day, from
birth until 45 days of life and the control group didn’t
receive any oral supplementation. Serum blood samples
were collected at the birth, 5, 10, 20, 30 and 45 days of
age. Vitamin E concentration and neutrophils’ function
were evaluated using these samples. It was concluded
that the oral 2g/d/VO supplementation with DL-alfa-
tocopherol acetate, from birth until 45 days of age
significantly increased the serum vitamin E levels (p<
0,05) in calves. The lower percentages of cattle reducer
neutrophils were detected soon after the birth and the
largest at 45 days of age. The supplementation with
vitamin E had no significant changes on the oxidative
function of the neutrophils, but the superior values
obtained for the treated group using the neutrophil
stimulation test, suggests that there is a more potent
neutrophil action before a natural infection.

Key words: calves, oxidative metabolism, neutrophils,
vitamin E.
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INTRODUCAO

No ambiente intra-uterino, o feto
encontra-se confortavelmente protegido
da  maioria dos  microorganismos
patogénicos, por diversas membranas,
pelo utero e pela parede abdominal, além
de estar resguardado do sol, chuva e de
predadores. Geralmente ndo apresenta
problema nutricional, mas, de repente, as
condicdes se tornam adversas com
advento da paricdo e saida do bezerro
para o ambiente hostil, repleto de
bactérias, virus e outros patdogenos
(ALMEIDA et al.,, 2001). Somando-se
isso a caracteristica morfologica da
espécie bovina, que possui uma placenta
do tipo sindesmocorial, que ndo permite
uma boa passagem de imunoglobulinas
para o feto via placentaria, tendo-se entdao
uma elevada taxa de mortalidade neonatal
nessa espécie.

Se imaginarmos que possuimos no Brasil
o maior rebanho comercial do mundo,
estimado em 176 milhdes de cabecas

(IBGE, 2004), com um total de
aproximadamente 72 milhdes de fémeas
em idade  reprodutiva,  nascendo

anualmente quase 44 milhdes de bezerros
(ANUALPEC, 2003), podemos refletir
sobre o imenso prejuizo econdmico que
essa mortalidade neonatal provoca em
nosso pais.

A vitamina E ¢é o mais potente
antioxidante bioldgico, importante na
defesa de células e tecidos (PASCHOAL
et al., 2003) e a suplementa¢do em doses
acima do recomendado na dieta pode
aumentar a resposta humoral e celular
(MEYDANY e HAYEK 1997). Essa
vitamina ndo ultrapassa a placenta em
quantidades apreciaveis e o conteudo no
colostro ¢ freqlientemente abaixo do que
0os neonatos necessitam durante os
primeiros dias de vida (WEISS et al.,
1992; QUIGLEY e DREWRY 1998).
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Os neutrofilos sdo as principais células de
defesa do sistema imune, presentes na
circulagdo sanguinea e interior de tecidos,
porém formados na medula 6ssea. Seu tempo
estimado de vida ¢ pequeno, de poucos dias, e
constituem cerca de 60 a 75% dos leucocitos
sanguineos nos carnivoros e, de 20 a 35%, nos
ruminantes. As fung¢des dos neutréfilos no
sistema imune celular sdo a captura e a
destruicdo do material estranho através da
fagocitose. Essa fungdo ¢ dividida em quatro
estdgios: a quimiotaxia, que ¢ uma migracao
direcionada para dentro dos tecidos; aderéncia e
opsonizac¢do, uma vez que o neutrofilo encontra
uma particula estranha deve-se ligar a ela para
realizar a fagocitose, porém isso s6 ocorre apds
a neutralizagdo da carga negativa presente na
particula estranha através de um revestimento
de anticorpos ou proteina C3b; ingestdo, uma
vez ligada a superficie neutrofilica, a particula é
empurrada para o interior da célula onde o
fagossomo a engloba; destrui¢do que ocorre por
meio de dois mecanismos distintos, a explosao

respiratoria e a digestdo por enzimas
lisossomais (TIZARD, 2000).

Os neutrofilos, quando estimulados a
realizarem sua atividade bactericida,
manifestam um aumento do consumo de
oxigénio denominado de “explosao
respiratéria” que origina uma enorme

quantidade de superdxido e peroxidos de
hidrogénio, dos quais derivam os metabdlitos
oxidantes. Essa explosdo respiratoria ¢ iniciada
pela ativagdo da enzima Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato (NADPH), e nos
neutrofilos ndo estimulados, essa enzima
encontra-se em repouso. A enzima NADPH-
Oxidase penetra no vactolo fagocitico e
catalisa a redugdo do oxigénio molecular (O,),
formando superdxido anidnico ( MAUG, 1973).
O superoxido formado sofre a dismutagdo pela
acdo do superdxido dismutase e origina o
peroxido de hidrogénio (H,O;). O NBT, teste
da redugcdo do Nitroblue Tetrazolium,
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corresponde a uma excelente alternativa
para testar a funcdo oxidativa dos
neutrofilos. A positividade do teste do
NBT ¢ indicativa da capacidade
bactericida celular, e esse teste ¢ dividido
em prova ndo estimulada e estimulada,
essa ultima baseada no estimulo gerado
pela incubacdo de neutrofilos, com
extrato bacteriano liofilizado, o que induz
a uma maior producdo de superoxido
anionico, na membrana celular
(BAEHNER et al., 1976).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 14 bezerros machos da
raca Jersey, que apds o nascimento e
ingestao do colostro por dois dias (quatro
litros/ dia) foram transportados da
Fazenda Vila Rial — Cachoeira — BA,
para as instalagdes do Centro de
Desenvolvimento da Pecuaria — CDP —
EMV — UFBA, localizado em Oliveira
dos Campinhos — Santo Amaro — BA.
Em seguida, os mesmos foram alocados
em baias individualizadas, onde
passaram a receber quatro litros de leite/
dia, feno e ragdo granulada a vontade.

Local de execucgdo da pesquisa

A parte de campo foi realizada nas
instalagdes do Centro de
Desenvolvimento da Pecuaria — CDP —
Escola de Medicina Veterinaria — UFBA.
Os exames laboratoriais no laboratério do
CDP — EMV — UFBA, no laboratorio de
Doengas Parasitarias da EMV — UFBA e
no laboratério de nutricdo da Faculdade
de Medicina — UNESP — Botucatu — SP.
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No Brasil existem poucas pesquisas que
relacionem a suplementagao oral, com vitamina
E, com a evolu¢do da imunidade celular e
humoral e a incidéncia de doengas em bezerros.
O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito da
idade e da suplementagdo, com o acetato DL-
alfa-tocoferol, sobre os niveis séricos de
vitamina E e sobre o metabolismo oxidativo
dos neutrofilos, em bezerros da Raga Jersey do
nascimento até 45 dias de idade.

Delineamento Experimental

Os animais, apos a chegada no CDP — EMV —
UFBA, foram subdivididos em dois grupos,
com sete animais cada, representando o grupo
controle e o grupo tratamento. Os animais do
grupo tratamento foram suplementados com
dois gramas de vitamina E (acetato de DL-
alfa—tocoferol), por via oral, diariamente, até 45
dias de vida. O grupo controle ndo recebeu
nenhuma suplementa¢do para essa vitamina.
Foram colhidas amostras de sangue total e de
soro  sangiiineo, para a determinagdo
laboratorial do teste de fun¢ao dos neutrofilos e
da vitamina E sérica, ao nascimento, aos 5, 10,
20, 30 e 45 dias de vida.

Exames laboratoriais

Para a avaliagdo da funcdo oxidativa dos
neutrofilos, foi utilizado o teste da redugdo do
Nitroblue Tetrazolium (NBT), prova estimulada
e ndo estimulada, método microscopico de Park
e Good (1970) modificado por Ciarlini (1998),
utilizando-se o material da Sigma Diagnostic.
A vitamina E sérica foi determinada por
cromatografia liquida de Alta Performance
(HPLC), seguindo-se as recomendacdes de
Arnaud et al. (1991).
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Analise estatistica

Foi utilizada a Analise de Perfil (Profile
Analysis-  Morrison, 1990), com
comparacdo dos pares de médias, para
cada grupo de animais ao longo do tempo
(nascimento, 5, 10, 20, 30 ¢ 45 dias de
idade). Foi também analisada, através de
intervalos de confianga especificos, a
comparacdo da média dos grupos, em
cada fase do experimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O teste de Bonferoni também foi utilizado para
verificar a diferenca entre os estagios de cada
grupo. O nivel de significancia foi de 5% de
probabilidade para todas andlises estatisticas.
As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se um software estatistico (SPSS,
2001).

Vitamina E de bezerros da raca Jersey - influéncia da idade e da suplementagdo com vitamina E.

Tabela 1-Valores médios e desvio padrao das concentragdes de Vitamina E (Alfa- Tocoferol-
expressos em pg/mL) do soro sanguineo de bezerros Jersey, tratados (tratamento) e ndo tratados
(controle), com acetato de DL-Alfa-Tocoferol ao nascimento, aos 5, 10, 20, 30 e 45 dias de idade.

Momentos (dias) Tratamento Controle
Nascimento 1,55%1,24aA 0,90£0,78aA
5 2,41+1,85aA 0,58+0,57bA
10 3,10+1,36aA 1,02+0,86bA
20 3,55+1,40aA 1,53£0,87bA
30 4,29+1,73aB 1,66+0,80bA
45 4,38+1,57aB 1,70+£0,81bA

Letras mintisculas comparam grupos em cada fase; letras maiusculas comparam fases para o grupo. Letras iguais

indicam diferenga ndo significativa (p> 0,05).
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Figura 1- Valores médios da concentragdo de vitamina E (expressos em pg/mL) do soro

sanguineo de bezerros da raca Jersey, tratados e

nao tratados com Acetato de DL-alfa-tocoferol,

ao nascimento, aos 5, 10, 20, 30 e 45 dias de idade.
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Nao foi observada diferenga significativa,
durante o desenvolvimento etario, na
concentracdo da vitamina E no soro
sanguineo dos bezerros do grupo
controle.

O valor minimo da concentragdo da
vitamina E, apresentado pelos bezerros,
nessa pesquisa, logo apds o nascimento
até os cinco dias de vida, concorda com a
observagdo realizada por Costa (2001), e
pode ser explicado pelo fato da vitamina

E ndo ultrapassar a placenta em
quantidades que possam suprir as
necessidades dos recém-nascidos. Esse

fato também foi observado por Bass et al.
(2001), que trabalhando com vacas
suplementadas com vitamina E, proximas
ao parto, ndo observaram alteragdes nas
concentragdes séricas dos bezerros dessas
vacas. Hidiroglou et al. (1994), também
ndo observaram uma passagem adequada
de vitamina E de vacas suplementadas
com esta vitamina, antes do parto, para
seus bezerros ao nascimento. Chawla e

45
Dias

Bl Tratamento

Kaur (2004), também estdo de acordo que a
suplementacdo com vitamina E anterior ao
parto melhora o status imunoldgico das vacas,
porém, nao o de seus descendentes.

O aumento pequeno, nao significativo, da
concentragdo de vitamina E, a partir do quinto
dia de vida até os 45 dias de idade, observado
neste trabalho, no grupo controle, ndo esta de
acordo com as observacgdes de Hidiroglou et al.
(1992), que observaram um decréscimo até a
oitava semana de vida em bezerros, explicado
pelo autor pelo tipo de alimentacdo desses
animais que foram alimentados na maioria das
vezes por sucedaneos do leite. Sabe-se que, em
alimentos estocados, o teor da vitamina E é
muito baixo. Outro fato importante foi o
observado por Zanker et al. (2000) que
concluiram que bezerros que retardaram a
ingestao de colostro por mais de 12 horas apos
0 nascimento apresentaram menor concentracao
sérica de vitamina E, no primeiro més de vida.
Fatos esses que ndo aconteceram com OS
animais dessa pesquisa, alimentados com
colostro, logo apds o nascimento e com leite

12
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natural das vacas, nos dias seguintes e
capim fresco e racdo comercial contendo
vitaminas.

Neste trabalho os baixos valores séricos
obtidos para vitamina até os dez dias de
idade, sdo inferiores aos obtidos por
Eicher-Pruiett et al. (1992) e Costa
(2001), para bezerros da mesma idade,
sugerindo a necessidade da
suplementacdo com vitamina E em
bezerros, nos primeiros dias de vida,
principalmente por sabermos que
concentragdes inferiores a 1,1 pg/mL
podem desencadear um quadro de
deficiéncia (RADOSTITIS et al. 2000).
No grupo tratado com Vitamina E foi
observada diferenca significativa (p<
0,05), entre as fases, a partir de 30 dias de
idade. Ao nascimento encontramos o
menor valor para a concentracdo de
vitamina E sérica (1,55 pg/mL), sofrendo
um aumento ndo significativo até os 20
dias de idade (3,55 pg/mL), para, a

Funcdo de Neutréfilos em Bezerros da
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seguir, apresentar elevagdes significativas (p<
0,05) aos 30 (4,29 pg/mL) e aos 45 (4,38
png/mL) dias de vida, quando ¢ atingido o valor
maximo da vitamina no experimento.

A diferenga significativa (p< 0,05) na
concentragdo de vitamina E sérica, entre os
grupos, sO foi observada a partir do segundo
estagio (cinco dias de vida), pois, no primeiro
(a0 nascimento), ndo houve diferenga
significativa.  Comprova-se, portanto, a
eficiéncia da suplementacdo oral com vitamina
E que nesse trabalho comegou a ser realizada
com 48 horas apds o nascimento dos bezerros.
Esses resultados estdo de acordo com as
observagdes realizadas por Rivera et al. (2002).
As concentragoes médias séricas de vitamina E
encontradas foram superiores as encontradas
por Reddy et al. (1987) e Costa (2001) e. Isso
pode ser explicado pelo fato de termos optado
pela suplementagdo oral didria em elevadas
doses, enquanto os referidos autores utilizaram
a via intramuscular em intervalos semanais.

Raca Jersey- Influéncia da Idade e da

suplementacio com o acetato DL-alfa-tocoferol.

Tabela 2- Valores médios obtidos no teste da funcao dos neutrofilos, expresso em percentual de
neutrofilos redutores ao Nitroblue Tetrazolium na prova estimulada (NBT-E) e ndo estimulada
(NBT-NE), em bezerros da raca Jersey nao suplementados e suplementados com o acetato de
DL-Alfa-Tocoferol ao nascimento, aos 5, 10, 20, 30 e 45 dias de idade.

Momentos (dias) Grupo controle (%)

Grupo tratamento (%)

NBT-E NBT-NE NBT-E NBT-NE

Nascimento 7,7aA 4,6aA 5,9aA 0,5aA
Cinco 4,4aA 4,1aA 18,7aA 3,5aA
Dez 13,9aB 5,3aA 17,3aA 7,3aB
20 9,0aB 3,0aA 13,4aA 5,7aB

30 5,7aB 3,0aA 9,3aA 3,9aB
45 9,0aB 6,4aA 20,9aA 6,9aC

Letras minusculas comparam grupos em cada fase; letras mailisculas comparam fases para o grupo; letras iguais

indicam diferenga ndo significativa (p> 0,05).
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Figura 2- Valores médios obtidos no teste da funcao dos neutréfilos, expressos em percentual (%)
de neutrofilos redutores do Nitroblue Tetrazolium, na prova estimulada (NBT-E) e nao
estimulada (NBT-NE), em bezerros da raca Jersey ndo tratados e tratados com o acetato de DL-
Alfa-Tocoferol ao nascimento, aos 5, 10, 20, 30 e 45 dias de idade.
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A func¢do dos neutrofilos dos bezerros do
grupo  controle  determinada  pelo
percentual médio de células redutoras do
NBT, na prova ndo estimulada, sofreu
pequenas modificagdes durante o periodo
estudado. Ao nascimento, apresentou-se
valor médio de (4,6%), caindo aos cinco
dias para (4,1%), clevando-se aos dez
dias (5,3%), caindo novamente aos 20 e
30 dias de idade (3%), onde foi revelado
o menor valor percentual de neutréfilos
redutores, havendo, em seguida, um novo
aumento aos 45 dias de idade (6,4%). Na
prova estimulada para o mesmo grupo
observaram-se  variagdes durante o
desenvolvimento etario. Ao nascimento o
valor médio foi de (7,7%), sofrendo uma
pequena queda aos cinco dias de vida
(4,4%), onde se observou o menor valor
meédio, ocorrendo um aumento
significativo (p< 0,05) aos dez dias de
idade (13,9%), para uma nova queda aos
20 dias de vida (9%) e aos 30 dias (5,7%),

20 30 45

Dias

Controle E =@=Tratamento E

tendo sido observada uma pequena elevagao no
seu valor médio, aos 45 dias de idade (9%).
Observando a prova do NBT, verificamos um
valor de neutréfilos redutores muito baixo (3 a
6,4%), estando de acordo com Lee e Kehrli
(1998) e Costa (2001) e, que também
observaram diminutos valores nas provas
funcionais de neutrofilos em bezerros nessa
faixa etaria. Tais valores baixos mostram a
pouca eficiéncia do importante mecanismo de
defesa celular em bezerros jovens. Hauser et al.
(1986) e Dor¢ et al. (1990) observaram, além de
falhas no metabolismo oxidativo, ac¢ao
bactericida e atividade migratoria deficientes
nos neutrofilos de animais jovens. Uma
justificativa para a diminui¢do do metabolismo
oxidativo desses neutrdfilos em animais jovens
¢ concedida por Lee e Kerhly (1998), quando
demonstraram que neutrofilos de animais
jovens apresentavam reduzida quantidade das
moléculas de adesdo (CD18 e CD62L), o que
dificulta a adesdo e migragdo leucocitaria.
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O percentual médio de neutrofilos
reagentes do NBT, para prova estimulada
no grupo controle, foi um pouco superior
ao encontrado para 0 mesmo grupo na
prova nao estimulada, porém, com o
mesmo comportamento de mudancas de
valores durante o tempo. Esses resultados
estdo de acordo com Ciarlini (1997) e
Costa (2001). Nessa prova, os neutrofilos
sdo desafiados quando sdo colocados a
presenca de um extrato bacteriano,
portanto, se espera que os valores sejam
superiores aos encontrados na prova nao
estimulada.

O menor valor médio percentual para
prova nao estimulada do NBT, do grupo
tratado com vitamina E, foi observado ao
nascimento  (0,5%), havendo uma
pequena elevacao aos cinco dias de vida
(3,5%) e, posteriormente, um aumento
significativo (p< 0,05) aos dez dias, em
que houve o maior valor de redugdo do
NBT (7,3%), acompanhado de posterior
queda até os 30 dias de idade (3,9%),
voltando a sofrer uma elevacio
significativa (p< 0,05) aos 45 dias de vida
(6,9%).

Analisando os dois grupos estudados,
podemos afirmar que ndo houve
influéncia significativa do tratamento
com vitamina E. Apesar dos valores de
reducdo do NBT serem sempre superiores
no grupo tratamento, principalmente, na
prova estimulada, esses ndo sdo
significativamente diferentes daqueles
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encontrados no grupo controle. Essa auséncia
de influéncia da vitamina E est4d de acordo com
Hidiroglou et al. (1995) e Costa (2001).

A suplementagdo com vitamina E ndo alterou
significativamente a funcdo oxidativa dos
neutrofilos, mas os valores superiores obtidos
nos animais do grupo tratado, com o teste
estimulado, sugerem uma acdo neutrofilica
mais potente frente a uma infec¢do natural
nesses animais.

CONCLUSAO

Os bezerros da raga Jersey entre o nascimento e
os primeiros vinte dias de vida, apresentaram
valores séricos de vitamina E muito baixos, o
que sugere a necessidade de suplementagdo
dessa vitamina na dieta do recém-nascido.

A suplementagdo com acetato de DL-alfa-
tocoferol, na dose de dois gramas didrios,
utilizada por via oral, foi eficiente para elevar o
valor sérico da vitamina E.

O metabolismo oxidativo dos neutrofilos dos
bezerros estudados se apresentou muito baixo
nos primeiros dias de vida, podendo torna-los
susceptiveis as infecgdes.

A suplementacdo com vitamina E ndo alterou
significativamente a funcdo oxidativa dos
neutrofilos, mas os valores superiores obtidos a
partir dos animais do grupo tratado, no teste
estimulado, sugerem uma acdo neutrofilica
mais potente frente a uma infeccdo natural.
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