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EPIGRAFE

“A busca pela exceléncia ndo deve ser um objetivo, e sim, um habito.”

(Aristoteles)



RESUMO

Um surto de ataxia enzo6tica em cordeiros foi registrado no municipio de Garanhuns, regido
agreste do estado de Pernambuco, acometendo 18 ovinos (17 fémeas e um macho). Os
animais eram criados em sistema extensivo, sem fornecimento regular na suplementagéo
mineral, alimentados com capim Brachiaria sp. e capim pangola (Digitaria decumbens) além
de 4gua a vontade. Os ovinos foram submetidos a avaliacdo clinica, exames laboratoriais e
anatomopatolégicos. O quadro clinico dos animais variou de uma semana a 15 dias, entre 0s
sinais merecem destaque a apatia, anorexia, emagrecimento, anemia, mudanca de coloragéo
da 14, amaurose, incoordenacdo dos membros pélvicos, dificuldade na locomocdo com
fraqueza dos membros posteriores, posigdo de “cdo sentado”, diminui¢do da resposta sensitiva
e motora, quedas frequentes e dificuldade para ficar em estacdo e episodios de diarreia. Os
valores séricos obtidos de Cu foi de (6,88+4,31 umol/L), abaixo dos valores de referéncia (9-
15 umol/L), a concentracdo de Mo (<0,05 umol/L), enquanto a de Fe foi de (44,02+28,51
umol/L) e Zn foi de (16,13+7,87 pmol/L), estavam dentro da faixa de normalidade para a
espécie. Na andlise de relacdo entre Fe, Zn e Cu dos cordeiros acometidos de ataxia enzodtica,
evidenciam-se baixa relacdo negativa entre a concentracdo sérica de Fe com Cu (r= -0,19) e
entre a concentracdo sérica de Zn com Cu (r= -0,07). Na histopatologia, foram observados
vacuolizagdo, presenca de esferoides axonais e restos mielinicos, sendo estes fagocitados por
macrofagos com citoplasma espumoso, além de discreta desmielinizacdo da substancia
branca. A caréncia priméria de Cu acarreta a ocorréncia da AE na regido Agreste Meridional
do estado de Pernambuco, visto que a deficiéncia foi em consequéncia a insuficiente ingestdo
deste elemento traco pela dieta e ndo pela acdo de antagonistas como o Fe, Zn e Mo. Alem
disto, a caréncia de Cu em ovinos criados na regido agreste de Pernambuco é tema importante
a ser considerada na nutricdo mineral, devendo ser recomendado a suplementacdo adequada
de Cu.

Objetivou-se avaliar os efeitos da inclusdo de glicerina bruta contendo 80,5% de glicerol
sobre os parametros sanguineos de cordeiros em confinamento. Utilizaram-se 39 cordeiros
mesticos, sem padrdo de raca definido, machos ndo castrados, com quatro meses de idade e
peso corporal inicial de 21 kg = 0,8 Kg, distribuidos em blocos casualizado a quatro
tratamentos e dez repeticbes com niveis de inclusdo de 0, 6, 12 e 18% de glicerina bruta na
matéria seca (MS) da dieta. Coletas de sangue foram realizadas para analise de diferentes
biomarcadores no penultimo dia de experimento. N&o foram registrados efeitos significativos da
inclusdo de glicerina bruta em substituicdo do milho na dieta de cordeiros em relacdo aos
diferentes biomarcadores do perfil proteico, mineral e da atividade enzimatica. Quando ao perfil
energético, identificou-se efeito significativo apenas para a concentracdo plasmatica de glicose
(p=0,0003). Na analise de regressdo da concentracdo de glicose plasmatica de cordeiros, em
funcdo do nivel de consumindo de glicerina bruta associada a ureia em substituicdo ao milho,
verificou-se que quanto maior a inclusdo de glicerina bruta na dieta, maior a glicemia (r =
0,92; p<0001). A quantidade crescente de glicerina bruta na dieta de cordeiros em crescimento
em substituicdo ao milho tem carater gliconeogénico, além de que ndo provoca alteracéo
metabolica de parametros relacionados ao perfil energético, proteico, mineral e de atividade
enzimatica. A glicerina bruta pode ser fornecida até 18% por manter a eficiéncia de consumo e
promover boa resposta metabdlica.

Palavra chave: Biodiesel, diagnostico, dietas, glicerina, hipocuprose, oligoelementos,

pequenos ruminantes.



ABSTRACT

The outbreak enzootic ataxia in lambs was recorded in the municipality of Garanhuns, rugged
region of the state of Pernambuco, involving 18 sheep (17 females and one male). The
animals were raised in extensive system without regular supply in mineral supplementation,
grass fed Brachiaria sp. and pangola grass (Digitaria decumbens) as well as water ad libitum.
The sheep underwent clinical evaluation, laboratory and pathology. The clinical condition of
the animals ranged from one week to 15 days, between the signs are noteworthy apathy,
anorexia, weight loss, anemia, change in color of the wool, amaurosis, incoordination of the
hind limbs, difficulty in locomotion with weakness of the hind limbs, position of "dog
sitting”, decreased sensory and motor responses, frequent falls and difficulty to stay in season
and episodes of diarrhea. Serum values of Cu was (6.88 £ 4.31 mmol / L) below the reference
range (9-15 mmol / L), the concentration of Mo (<0,05 mmol / L), while the Fe was (44.02 +
28.51 mmol / L) and Zn was (16.13 £+ 7.87 mmol / L), were within the normal range for the
species. In the analysis of the relation between Fe, Zn and Cu of affected lambs enzootic
ataxia, evidence was low negative correlation between the serum concentration of Fe with Cu
(r = -0.19) and between serum Zn Cu (r = -0.07). Histopathology vacuolization were
observed, the presence of axonal spheroids and myelin debris, which are engulfed by
macrophages with foamy cytoplasm, together with mild demyelination of the white matter.
The primary deficiency of Cu causes the occurrence of AE in South Agreste region of
Pernambuco state, since the deficiency was due to inadequate intake of this trace element in
the diet and not by the action of antagonists such as Fe, Zn and Mo. In addition, the lack of
Cu in sheep raised in the wild region of Pernambuco is important issue to be considered in
mineral nutrition and should be recommended proper supplementation of Cu.

Objective was to evaluate the effects of crude glycerin inclusion containing 80.5% glycerol on
the blood parameters of lambs in confinement. They were used 39 crossbred lambs without
breed standard set, uncastrated male with four months of age and initial body weight of 21 kg
+ 0.8 kg, distributed in randomized blocks with four treatments and ten repetitions with
inclusion levels 0, 6, 12 and 18% crude glycerine in dry matter (DM) of the diet. Blood
samples were taken for analysis of different biomarkers in the penultimate day of the
experiment. significant effects of the inclusion of crude glycerin in place of corn in lambs diet
for the different biomarkers of protein profile, mineral and enzyme activity were not
registered. When the energy profile, it identified significant effect only for the plasma glucose
concentration (p = 0.0003). In regression analysis of plasma glucose concentration lambs,
depending on the level of consuming crude glycerine associated with urea replacing corn, it
was found that the higher the inclusion of crude glycerin in the diet, increased blood glucose
levels (r = 0, 92, p <.0001). The increasing amount of crude glycerin in the diet of lambs
growing replacing corn has gliconeogénico character, and that does not cause metabolic
changes of parameters related to energy profile, protein, mineral and enzyme activity. The
crude glycerin can be provided up to 18% for maintaining the fuel efficiency and promote
good metabolic response.

Keyword: Biodiesel, diagnosis, diets, glycerin, hipocuprosis, small ruminants, trace elements.
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1. INTRODUCAO

Na pecuaria brasileira o rebanho de animais de producao, em especifico os ruminantes,
0 Estado de Pernambuco é responsavel pela producdo de 1.920.075 milhdes de bovinos
(correspondendo a 7% da produgdo do NE), 9.101 mil bubalinos (correspondendo a 8% da
producdo do NE), de 2.058.122 milhdes de caprinos (correspondendo a 25% da producéo do
NE) e de 1.924.342 milhdes de ovinos (correspondendo a 19% da producdo do NE) (IBGE,
2014).

Com a intensificacdo nos sistemas de criagdo, modificacdes do manejo, na
alimentacéo, condicdo de stress entre outros fatores sdo evidenciadas nos sistemas de cria¢éo
de animais de produgéo, devido ao aumento da demanda do mercado e em busca de uma
maior rentabilidade econdmica. Como consequéncia, surgem grandes ricos a ocorréncia de
transtornos nutricionais e metabdlicos em funcdo de desequilibrios entre o aporte de
nutrientes, capacidade de metabolizacdo e o nivel de producéo.

As doencas metabdlicas ou doencas da producdo podem ser provocadas pelos
desequilibrios do organismo animal, metabolismo e egressos de nutrientes (glicideos,
proteinas, minerais e agua) nas fezes, urina, leite e feto. Em sua maioria, estas doencas ou
disturbios nutricionais, minerais e metabdlicos sdo de dificil percepcdo e limitam a producao
dos animais, acarretando perdas econémicas na pecuaria (WITTWER, 2000).

Os minerais estdo envolvidos em quase todas as atividades metabdlicas dos animais.
S&o elementos de suma importancia para 0 organismo, pois atua em fungdes importantes na
estruturacdo celular, resposta imunolégica, manutencdo da vida, e produtividade dos animais.
Porém, muitos animais consomem dietas deficitarias as suas necessidades, principalmente no
que diz respeito aos minerais, contendo proporcdes desequilibradas entre si, sendo 0s
alimentos pobres ou ricos em determinados elementos antagonistas (TOKARNIA et al.,
2000).

Segundo ORTOLANI (2002), comumente diferentes animais podem apresentar
caréncias ou excesso dos varios elementos minerais necessarios ao organismo. Para
compensar o desequilibrio, antes que afete o organismo consideravelmente, uma série de
mecanismos de homeostase do metabolismo entra em acdo. Ainda segundo o autor, quando o
balanco de um elemento estiver negativo (excrecdo maior que a absorcdo ou aporte e/ou
disponibilidade na dieta ndo for suficiente), inicia-se o quadro da deficiéncia.

Em se tratando de outras regites do estado de Pernambuco, como a regido Agreste

Meridional Pernambucano, onde estd localizada a bacia leiteira do estado e também o
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agronegocio de importante contingente de criagdo de caprinos e de ovinos, nunca foi
registrado a ocorréncia de surto de caréncia de Cu, quer seja primaria ou secundéria, ou
mesmo se de origem congénita ou tardia na sua forma clinica. O registro de situacdes de
enfermidades de ordem nutricional é relevante, uma vez que permite a comunidade cientifica
divulgar o problema e possibilitar medidas consideraveis de controle, por meio de orientacéo
técnica para a correcao do problema.

Na alimentacdo dos ruminantes, algumas fontes de lipideos podem ser utilizadas como
fonte energética como o sebo animal, sementes de oleaginosas (algodéo, o girassol e a soja),
além do uso da glicerina bruta (GB), coproduto do processamento para a obtencdo do
biodiesel, por ser um precursor gliconeogénico (LOPEZ et al., 2004). Segundo VARGAS et
al. (2002) para suprir as necessidades energéticas e garantir o desempenho produtivo, é necessario
assegurar uma adequada ingestdo de energia. O fornecimento de fontes lipidicas na
alimentacdo de animais de producdo vem sendo utilizada na tentativa de aumentar a
capacidade de absor¢cdo de vitaminas, fornecimento de acidos graxos e precursores para
regulacdo metabolica.

Tem sido preocupante a origem de subprodutos derivados de combustiveis renovaveis
e, entre estes, encontra-se o glicerol, um composto oriundo da producéo de biodiesel, presente
em plantas e sementes oleaginosas. A industria absorve boa parte dessa producdo sendo
incapaz de utilizar integralmente o glicerol, e com o excedente, pesquisadores tém testado em
dietas para ruminantes. Esse composto € um intermediario do metabolismo dos carboidratos e
lipidios, podendo assim, contribuir com o adensamento energético da dieta (LAGE et al.,
2010; ARAUJO et al., 2013; CUNHA et al., 2014).

Em diversos estudos realizados é possivel observar que a glicerina bruta pode ser
incluida na dieta dos animais ruminantes, sem causar efeitos negativos sobre a fermentacédo
ruminal, desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade da carne, sendo necessario
conhecer a composicdo da glicerina para a sua correta aplicacdo, pois quanto mais pura a
glicerina, maior sera a sua inclusdo na dieta em substituicdo ao milho, no entanto, o seu custo
pode ser mais elevado, em comparagdo aquela com menor teor de glicerol (CUNHA et al.,
2014).

Além disso, avaliacdes do uso de glicerol para pequenos ruminantes sdo estudos
recentes, sendo necessario aprofunda-los para recomendar com maior clareza, niveis
adequados de incluséo e a relagdo quanto a pureza do subproduto oferecido (ARAUJO et al.,

2013). Portanto, os diferentes resultados encontrados na literatura podem ser devido aos
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niveis de pureza da glicerina, ao teor de glicerol, teor de metanol e porcentagem de lipideos
que podem influenciar no desempenho dos animais.

Tendo em vista as modificagdes, adaptacGes e resposta metabdlica que os animais
podem ou ndo apresentar clinicamente, ha uma necessidade real de maiores conhecimentos
com relagdo ao status de mineralizacdo de ovinos e a resposta metabdlica ao fornecimento de
glicerina liquida. Este trabalho teve como objetivo descrever um surto de ataxia enzootica,
bem como a resposta metabdlica de cordeiros alimentados com diferentes niveis de glicerina

liquida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CAPITULO | — SURTO DE ATAXIA ENZOOTICA EM CORDEIROS NO
AGRESTE PERNAMBUCANO, BRASIL

Os minerais, também conhecidos como cinzas, podem ser quantificados entre 2 a 5 %
do peso vivo (PV) dependendo da espécie, raca, individuo, idade, sexo, tipo e nivel de
producdo, adaptacdo do animal, nivel e estrutura quimica do mineral no alimento e suas inter-
relagbes com os outros nutrientes dietéticos. Atraves da analise dos minerais é possivel
detectar a presenca de cerca de 36 elementos minerais, sendo 25 considerados como
essenciais ao organismo (SPEARS, 1998).

Os minerais desempenham trés funcdes essenciais no organismo animal, sendo a
participacdo estrutural dos tecidos, como o Ca, P, Mg e Fe, que sd&o componentes do tecido
0sseo, alem do S e P que sdo componentes de proteinas musculares; fisiologicas, como o Na,
K, Ca e Mg, que atuam como eletrolito na manutencdo do equilibrio osmético, balanco
acidobasico e permeabilidade das membranas. Atuam também em fungdes cataliticas, como
ativadores de processos enzimaticos, hormonais, estruturais de metaloenzimas e vitaminas.
Além de serem importantes reguladores por atuarem em processos de regulacdo na replicacéo
e diferenciacao celular (Ca, Znel) (SUTTLE, 2010; TOKARNIA et al., 2010).

Segundo TOKARNIA et al. (2010), os minerais podem ser divididos em
macroelementos (Ca, P, Mg, Na, K, Cl, S) e os oligoelementos (Cu, Fe, Zn, Mn, Co, Se, Mo e
). Segundo McDOWELL (2003), outros minerais, descobertos na década de 70, pode ser
classificados como novos microminerais (Ar, Bo, Pb, Es, Li, Ni, Sie Va).

As deficiéncias de macrominerais em ruminantes mais importantes sdo a de P e Na, e
Ca em bovinos de leite. Ja nos microminerais, as mais importantes caréncias séo as de Cu, Co,
Zn, Se e Mo (TOKARNIA et al., 1988). As caréncias minerais para GONZALEZ (2000)
podem ser estudadas a partir de analises de solo, forragens, porém para obter informacdes
mais aproximadas do metabolismo mineral, é indicado a utilizacdo da determinacéo
principalmente no sangue e na urina.

Os minerais sdo importantes pela atuacdo nos mecanismos antioxidantes, estabilizando
os radicais livres e mantendo a integridade funcional e estrutural das células (McDOWELL,
2003; SUTTLE, 2010). Este mecanismo presente no organismo é dependente de nutrientes

essenciais, e atuam como co-fator enzimatico na reducdo de metabdlitos reativos de oxigénio,
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produtos normais do metabolismo possuindo importante papel na migracdo de células
fagocitéarias durante a degradacéo bacteriana (KANEKO et al, 2008).

O Cu é um microelemento essencial ao organismo por ter fungéo estrutural e atuar nas
células em diferentes processos bioquimicos, como respiracdo celular, sintese de tecidos
conectivos, biossintese de catecolaminas, metabolizagdo do ferro, formacdo de pelos e 14,
formacdo de elastina, colageno, na formacdo de melanina e dos ossos (RADOSTITS et al.,
2007; MOZAFFARI et al., 2009).

O Cu junto com o P sdo uma das mais importantes deficiéncias no que se refere aos
ruminantes no Brasil. Alguns autores relatam que valores baixos de Cu podem ser
encontrados em forrageiras, solo e figado de ruminantes. Varias formas clinicas da deficiéncia
de Cu tém sido diagnosticadas em bovinos, ovinos e caprinos de todas as regides
(McDOWELL, 2003; MARQUES et al. 2011).

A deficiéncia deste elemento e considerada como um grave problema nutricional em
regides tropicais (CARDOSO, 1997; MARQUES et al., 2003). Segundo RIET-CORREA et
al., (2003), € uma enfermidade de animais criados a pasto, pela baixa disponibilidade de Cu
nas pastagens, mesmo que a concentracao esteja adequada a quantidade do elemento que pode
ser absorvida pelo organismo € reduzida. Ainda segundo o autor, comumente pastagens
deficientes em Cu sdo encontradas em solos arenosos, pobres em matéria organica e muito
desgastados.

A caréncia de Cu pode ser de origem primaria ou secundaria, sendo a primaria
desencadeada quando o consumo do elemento na dieta é insuficiente, e secundaria quando o
consumo na dieta é suficiente porém a utilizacdo do Cu pelos tecidos é comprometida
(RADOSTITS et al., 2007). A caréncia de Cu ocorre pela ingestdo de forragens com baixa
concentracdo de Cu, pela presenca de elementos antagonistas que diminuem a sua
disponibilidade (Mo, S, Fe e Zn) ou pela interacdo de elementos que podem interferir
isoladamente ou em associacdo formando com o Cu um complexo metalico insolivel e
indisponivel (ORTOLANI, 2002; RADOSTITS et al., 2007; SUTTLE, 2010). No entanto, a
caréncia de um ou mais minerais pode ndo acarretar sinais clinicos e nem mesmo perdas na
producdo, reconhecendo-se pelo menos trés estagios diferentes: deplecdo nos tecidos; doenca
inaparente e doencga clinica (RIET-CORREA, 2004).

A caréncia de Cu pode ser apresentada clinicamente com quadros de debilidade, perda
da ondulacdo ou despigmentacdo da I& ou pelo preto, incoordenacdo dos membros posteriores,
osteoporose, anemia, baixa imunidade, reducdo do crescimento, paraplegia e morte. As

deficiéncias dos microelementos ainda podem ser caracterizadas de forma marginal, sendo de
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dificil diagndstico por muitas vezes ndo apresentarem os sinais clinicos caracteristicos e ainda
ter interagdes com varios outros elementos (SUTTLE 2010).

A caréncia de Cu pode ser expressa a0 maximo na ataxia enzootica, enfermidade que
afeta cordeiros e cabritos até 180 dias de vida, sendo caracterizada pela desmielinizacdo do
sistema nervoso central, pelos sintomas de cambaleio dos membros posteriores e, em menor
grau, dos anteriores, paralisia flacida ou espastica, incapacidade total de locomocao e morte
(SANTOS et al., 2011). S&o descritos dois tipos de ataxia enzodtica, baseados no local da
lesdo e na cronologia do quadro clinico. A forma congénita ¢ marcada pela destruicdo da
substancia branca cerebral e acomete neonatos nos primeiros dias de vida, e a forma tardia é
caracterizada pelas lesGes no tronco encefalico e tratos motores da medula espinhal, com
ocorréncia apds a terceira semana de vida (SUTTLE, 2010).

Nos dois tipos de AE, ha deplecdo de Cu no organismo tanto da fémea prenhe como
dos neonatos, 0 que acarreta mielinizacdo imperfeita do sistema nervoso do recém-nascido
devido a menor atividade da citocromo-C-oxidase, da ceramida-galactosil-transferase e da
producéo de fosfolipides, importantes na sintese da mielina. O surgimento da ataxia enzodtica
estd ligado com a precocidade do processo carencial e com a cronologia da mielinizagdo no
feto, que se inicia no sistema nervoso central, no 96° o dia de gestacdo, com maxima atividade
ao redor do 20 o dia que antecede o parto; seguido da medula espinhal e nervos periféricos,
nos quais a mielina € mais depositada do final da gestacdo até o 30° dia posterior ao parto
(HOWELL e GOWTHORNE, 1987).

No Brasil a deficiéncia de Cu ja foi pesquisada em varias regides, tomando como base
nas determinacdes de Cu no soro, figado, forrageiras, nos sinais clinicos e em estudos
histopatolégicos (LOPES et al., 1980). Recentemente SILVA et al. (2014), diagnosticaram
caprinos e bovinos com deficiéncia de Cu no Estado da Paraiba. Os caprinos apresentavam
fraqueza evoluindo para paralisia dos quatro membros, decubito permanente, tremores de
cabeca, paralisia, valores séricos de cobre abaixo do normal e degeneracdo da mielina na
medula. Os bovinos em relato, sendo quatro vacas, apresentaram um quadro de diarreia
crénica (6 a 8 meses) em decorréncia da caréncia de Cu, comprovada pela resposta positiva a
suplementacdo de glicinato de Cu.

Grande parte dos distarbios e deficiéncias minerais a campo esta relacionada a
deficiéncia clinica, apresentando sintomas tipicos da caréncia de um elemento ou conjunto de
elementos. Porém, a deficiéncia mineral marginal ¢ mais prejudicial, pela falta de sinais

clinicos, passando despercebido muitas vezes (SUTTLE, 2010).
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Muitos fatores afetam a maneira como 0s nutrientes sdo absorvidos e utilizados pelos
animais (SUTTLE, 2010). O desenvolvimento da deficiéncia depende tanto da sua
concentracdo na dieta como das concentracfes dos antagonistas que interferem com a
absorcdo e a subsequente utilizacdo para os processos metabolicos (VASQUEZ et al., 2001).

O capim braquiéria estd entre uma das forragens mais utilizada no Brasil e em
especifico 0s ovinos e caprinos ao pastar em locais com esta forragem, obtém quantidades
adequadas de energia e niveis razoaveis de proteina e minerais. Porém, no periodo de seca as
concentragOes de proteina e de minerais diminuem, podendo atingir limiares criticos a vida
animal (ORTOLANI, 1993).

No que se refere ao antagonismo entre elementos, o Fe é considerado como um dos
principais antagonistas de Cu, pois 0 seu excesso interfere com a disponibilidade do Gltimo
elemento citado. Esta interferéncia se da pela ligacdo inicial do Fe ao sulfeto no ramen,
formando o sulfeto ferroso. Quando da passagem desta molécula no abomaso devido ao baixo
pH, ocorre a troca de ligacdo do sulfeto com o Fe e a formacéo de sulfeto cuprico, composto
estavel e indisponivel, porém pouco se sabe dos mecanismos envolvidos neste processo
(SUTTLE, 2010).

Quanto maior for a quantidade de S disponivel na dieta, maior sera o antagonismo do
Fe sobre o Cu para ruminantes (SUTTLE, 2010). Os solos e as forragens, segundo
CARDOSO (1997), vém sendo apontados como responsaveis pelo desencadeamento dos
disturbios minerais dos animais, pelo fato das pastagens utilizadas na alimentacdo dos animais
possuirem baixo valor nutricional.

No Brasil ha um bom conhecimento sobre as caréncias minerais em bovinos, assim
como sobre as formas eficientes e econdmicas de suplementacéo nesta espécie (McDOWELL,
2003; TOKARNIA et al., 2000). Em ovinos e caprinos ha um limitado conhecimento sobre
caréncias minerais e as suas formas corretas de suplementacdo. Na regido semiarida do
Nordeste rotineiramente é recomendada a utilizacdo de misturas minerais tanto em animais a

pasto quanto em animais confinados ou semiconfinados (RIET-CORREA, 2004).
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2.2. CAPITULO Il - RESPOSTA METABOLICA DE CORDEIROS ALIMENTADOS
COM DIETAS CONTENDO NIVEIS CRESCENTES DE GLICERINA LIQUIDA

Desde 2004, o governo brasileiro criou o programa nacional de producdo e uso do
biodiesel, o que gerou oportunidades para o sistema de producdo em ruminantes, pela
possibilidade de utilizacdo de farelos e tortas na alimentagdo desses animais, resultantes do
processo de extracdo do 6leo, que, na maioria dos casos, proporciona redugdes nos custos de
producdo (NUNES et al., 2010).

Nesse cendrio, a utilizacdo de glicerina bruta, produto do biodiesel tem sido estudada
como alternativa alimentar para ovinos e caprinos (BOMFIM et al., 2009; LAGE et al.,
2010a; GOMES et al., 2011; PELLEGRIN et al., 2012; MARTINS et al., 2013; SANTOS et
al., 2014; LAGE et al., 2014; BARROS et al., 2015; ROCHA et al., 2015; ANDRADE, 2015
e COSTA, 2015).

O termo glicerina bruta aplica-se aos produtos comerciais purificados, normalmente,
contendo pelo menos 95% de glicerol. Em geral, esta glicerina contém cerca de 80% de
glicerol, além de agua, metanol e sais dissolvidos (DALMASO et al., 2014). Por ser um
produto de baixo valor comercial, a glicerina bruta pode ser utilizada na dieta dos ruminantes,
substituindo parte do milho e reduzindo assim o custo de produgéo do concentrado (KERR et
al., 2007).

O biodiesel € um monoalquil éster de acidos graxos, derivado de fontes renovaveis,
como por exemplo, 0s Gleos vegetais e gorduras animais; sua obtencdo se d& por processo de
transesterificacdo de Oleos vegetais e alcoois, metanol ou etanol, por catalise basica. Este
altimo processo utiliza o hidroxido de sodio ou potassio como catalisadores. A
transesterificacdo pode ocorrer também pela esterificacdo na presenca de catalisadores acidos,
ocorrendo a transformacdo de triglicerideos em moléculas menores de ésteres de acidos
graxos, tendo a glicerina bruta como coproduto, contendo teores de glicerol entre 80 a 95 %
(RAMOS et al., 2000).

Quando a glicerina € purificada na industria, pode ser utilizadas ou aplicadas no uso
em tabaco, alimentos, bebidas e cosméticos (PERES et al.,, 2005). Porém, processos
complexos e de alto custo sdo necessarios para que a glicerina alcance as exigéncias
necessarias para estes fins, pelo fato da glicerina bruta apresentar certas impurezas (agua,
catalisador, impurezas dos reagentes, &cidos graxos, ésteres, etanol ou metanol e outras
substancias) (DINIZ, 2005).
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Segundo MENTEN et al. (2009), a glicerina bruta gerada como coproduto da
producéo de biodiesel, pode ser adicionada a alimentagdo animal. O uso de glicerina bruta na
alimentacdo animal foi alvo de estudos no passado na Europa. Porém, houve um novo
interesse no uso da glicerina bruta na alimentacdo animal em decorréncia do impulso na
producéo do biodiesel e a disponibilidade de grande quantidade do coproduto.

O custo de producdo de animais confinados ainda € considerado alto. Dessa forma, é
grande o interesse pelo uso de alimentos alternativos que possam substituir parte do
concentrado fornecido, para reduzir o custo de producdo sem prejudicar 0 consumo e o
desempenho dos animais (LAGE et al., 2010). Ainda segundo os autores citados, para reduzir
0s custos da dieta de ruminantes, os teores adequados de glicerol ainda estdo sendo estudados,
necessitando, portanto, encontrar um nivel adequado que possibilite a utilizacdo do glicerol
em dietas de ruminantes sem promover modificacdes organicas capazes de limitar o consumo
voluntario, desempenho, ganho de peso, modificar a fisiologia de diferentes sistemas do
organismo relacionados com a producao e reproducdo. CHUNG et al. (2007) ressaltaram que
estudos que avaliem as alteracdes do metabolismo com a inclusdo desse alimento devem ser
realizados para melhor elucidar esses efeitos.

Com a perspectiva de reducdo nos precos, a glicerina bruta tem surgido como opc¢éo
para utilizagdo como macroingrediente na dieta de cordeiros em terminacgdo, em substituicdo a
concentrados energéticos (KERR et al., 2007). Todavia, como a glicerina obtida do processo
de transesterificacdo do 6leo apresenta-se na forma bruta, com impurezas, metais pesados,
excesso de lipideos e metanol, os impactos no consumo, na digestibilidade dos componentes
da dieta e no desempenho animal podem ser diferentes dos obtidos com a glicerina purificada,
de custo mais elevado (LAGE et al., 2010)

Em ovinos diversos trabalhos avaliaram a utilizacao de glicerina na dieta e seus efeitos
sobre a digestibilidade, desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade da carne, ndo
observando efeitos negativos nos parametros avaliados (GUNN et al., 2010a; GUNN et al.,
2010b; LAGE et al., 2010; GOMES et al., 2011; BARROS, 2012; LAGE et al., 2014). O uso
da glicerina na alimentacdo animal € uma saida, pois a mesma possui caracteristicas
interessantes como a alta energia disponivel e o sabor adocicado, porém necessita-se de mais
estudos quanto a toxidade do metanol e teor de inclusdo na dieta (DALMASO et al., 2014).

No Brasil, alguns trabalhos foram realizados com ovinos e caprinos avaliando o uso de
glicerina bruta na dieta, entre eles, temos: BOMFIM et al.,, (2009,) que avaliaram as
potencialidades da utilizacdo de subprodutos da industria de biodiesel na alimentacdo de

caprinos e ovinos. LAGE et al. (2010a), avaliaram o uso de glicerina bruta na dieta de
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cordeiros terminados em confinamento. GOMES et al. (2011), avaliaram o desempenho e
caracteristicas de carcaca de cordeiros alimentados com dietas suplementadas com glicerina
da producgdo de biodiesel. PELLEGRIN et al. (2012), avaliaram a glicerina bruta no
suplemento para cordeiros lactentes em pastejo de azevém. MARTINS et al. (2013),
avaliaram o consumo, desempenho e metabdlitos sanguineos de ovelhas suplementadas com
glicerol na dieta. SANTOS et al. (2014), verificaram a influéncia dos métodos de
atordoamento com o bem-estar dos cordeiros alimentados com glicerina. LAGE et al (2014),
verificaram as caracteristicas de carcaca de cordeiros alimentados com glicerina bruta
contaminados com altas concentragdes de gordura bruta. BARROS et al. (2015), verificaram
a influéncia da glicerina bruta na dieta de ovinos confinados: consumo, digestibilidade,
desempenho, medidas morfométricas da carcaca e caracteristicas da carne. ROCHA et al.
(2015), verificaram o perfil de acidos graxos, composi¢do quimica e efeitos sensoriais de
glicerina bruta no longissimus de mesticos Boer. Mais recentemente foram desenvolvidos
dois trabalhos em Pernambuco, onde ANDRADE (2015), avaliou a utilizagdo de glicerina
bruta na dieta de ovinos em confinamento e COSTA (2015), que avaliou as caracteristicas de
carcaca e qualidade da carne de cordeiros alimentados com dietas contendo niveis crescentes
de glicerina bruta.

O glicerol € um componente do metabolismo normal dos animais, sendo encontrado
na circulacéo e nas células. Comercialmente chamado de glicerina bruta, o uso do glicerol na
alimentacdo animal tem despertado interesse devido seu elevado teor energético (4.320 kcal
de energia bruta por kg de glicerol puro), com alta eficiéncia de utilizacdo pelos animais
(MENTEN et al., 2009).

Atuando no metabolismo de carboidratos, o glicerol pode ser administrado em dietas
para ruminantes como precursor gliconeogénico, contribuindo com o aporte energético de
animais em balanco energético negativo. Mesmo com esse potencial, a pureza do glicerol
produzido e a quantidade fornecida na dieta tém sido estudadas para que sejam estabelecidas
quantidades de inclusdo que ndo prejudiquem a saude e a produtividade do animal
(DALMASO et al.,, 2014). Devido essa caracteristica metabdlica, o glicerol apresenta
potencial de uso como substrato gliconeogénico na alimentacdo de ruminantes, que pode
contribuir com a prevencdo de cetose em vacas leiteiras (CHUNG et al., 2007; DONKIN,
2008; OSBORNE et al., 2009).

A glicerina bruta é composta por glicerol que é absorvido pelo epitélio ruminal ou
fermentado a acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no rimen (ZAWADSKI et al., 2010),

metabolizado no figado e direcionado para a gliconeogénese pela acdo da enzima glicerol
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quinase, que o converte em glicose. A porcdo ndo absorvida é fermentada a propionato, e
metabolizado a oxaloacetato, por meio do ciclo de Krebs no figado, podendo também ser
utilizado para formar glicose pela via gliconeogénica (KREHBIEL, 2008). Em um estudo
realizado por ZAWADSKI et al. (2010), verificaram que o glicerol também pode ser
convertido a acido acético e butirico. Segundo KREHBIEL (2008), do glicerol consumido,
13% desaparecem do ramen acompanhando a ingestdo, 44% pela fermentacdo e 43% pela
absorcdo através da parede ruminal.

O glicerol é importante precursor gliconeogénico amplamente conhecido por seu
poder de atuar em diferentes etapas do metabolismo da glicose. Ao ser ingerido sdo varios 0s
destinos metabdlicos do glicerol, o destino ira depender do tecido alvo e do estado nutricional
do animal, sendo destinado imediato para o ciclo de Krebs ou para o fornecimento de
esqueleto carb6nico para a gliconeogénese, para a transferéncia de equivalentes redutores do
citosol para a mitocondria — com a geracdo de 22 ATP, ou como precursor da sintese de
triglicerideos na sintese de novo de &cidos graxos ou como constituinte da molécula do
triacilglicerol (KREHBIEL, 2008; DALMASO et al., 2014).

O glicerol absorvido pelo epitélio ruminal, serd convertido a glicose no figado e a
enzima glicerol quinase converte glicerol e ATP em glicerol-3-fosfato e ADP a triose fosfato,
para ser utilizado na glicolise ou na gliconeogénese, dependendo da condicdo metabdlica do
animal (KREHBIEL, 2008). O glicerol fermentado no rimen € convertido a propionato e ao
ser absorvido pela corrente sanguinea serd metabolizado no figado, sendo a principal via
metabolica do ciclo do acido carboxilico, onde o succinil-CoA ap0s reacdes bioguimicas
origina o oxaloacetato e este é convertido a fosfoenolpiruvato, que sera utilizado para a
formacdo de glicose na via gliconeogénica (ZAWADSKI et al., 2010).

Existem trés enzimas de grande importancia no metabolismo do glicerol, a glicerol
quinase; glicerol-3-fosfato oxirredutase; glicerol-3-fosfato desidrogenase, que sdéo moduladas
principalmente pela insulina, corticosteroides e hormonios da tireoide, respectivamente. A
enzima glicerol quinase, encontrada em grande parte no figado e rins, pode realizar a
oxidacao do glicerol para obtencdo de energia ou converté-lo em glicose (DALMASO et al.,
2014).

A glicerina possui natureza higroscopica, 0 que pode aumentar a capacidade de
retencdo de &gua das racGes em ambientes de baixa umidade, além disso, melhorar a
palatabilidade do concentrado devido ao seu aroma suave e sabor adocicado, além de

aumentar o consumo de concentrado (ELAM et al., 2008).
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Usando radiois6topos, BERGNER et al. (1995) constataram que a maior parte do
carbono oriundo do glicerol é utilizada na sintese de propionato e, apenas 11% na sintese de
CO2, enquanto que a presenca deste como metano, acido latico e acético produzidos é muito
baixa, ndo sendo identificados neste estudo. Estes autores relatam ainda uma reducdo da
incorporagdo de nitrogénio na proteina microbiana com aumento na suplementacdo de

glicerol.

2.2.1. Trabalhos realizados com uso de glicerol na dieta de ruminantes

SCHRODER e SUDEKUM, (1999) avaliaram a inclusdo de glicerina sobre a
digestibilidade da dieta oferecida a ovinos e vacas leiteiras. Os autores avaliaram dois teores
de amido na dieta de ovinos e teores de glicerina bruta de 10, 15 ou 20% da MS da dieta.
Quando a glicerina foi adicionada a dieta com baixo amido (40% de amido de trigo na MS)
ndo houve efeito sobre as digestibilidades da matéria orgénica, do amido e da FDN, enquanto
a incluséo de glicerina induziu queda na digestibilidade da FDN na dieta com alto amido
(55% de amido de trigo na MS).

Esses autores também avaliaram o efeito da substituicio de amido de trigo por
glicerina na dieta de garrotes, usando quatro garrotes canulados no rumen recebendo dietas
com 40% de forragem e com 60% de concentrado peletizado contendo ou ndo 15% de
glicerina. Nao foi detectado efeito da glicerina sobre a digestibilidade, mas ocorreu queda na
relacdo entre acetato e propionato no rimen (P<0,05) e aumento na concentracdo de butirato
(P<0,05) até trés horas ap6s a alimentacdo. Houve aumento induzido pela glicerina na
ingestdo de agua, maior nos tratamentos com glicerina de baixa e média pureza.

GUNN et al. (2010b) avaliaram o desempenho de cordeiros castrados alimentados
com dietas contendo 5, 10, 15 ou 20% de glicerina (87,5% de glicerol) e observaram que a
ingestdo de matéria seca e ganho meédio diario nos primeiros 14 dias apresentou efeito
quadratico, sendo que ndo houve diferenca significativa no periodo total de confinamento. Os
autores concluiram que cordeiros castrados alimentados com glicerina bruta em até 15% de
inclusdo, na matéria seca da dieta, podem obter melhores parametros de desempenho em
confinamento.

RICO et al. (2012), em estudo in vitro, avaliaram a substituicdo de milho por glicerol
desidratado, e observaram uma melhora da digestibilidade aparente da fibra em detergente

neutro, sem alteracdo da sintese de proteina microbiana. Os autores recomendaram que a
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inclusdo de até 8% da matéria seca pode ser utilizada, sem prejudicar a fermentagdo ruminal e
a digestibilidade da matéria seca e nutrientes.

AVILA-STAGNO et al. (2013) avaliando a inclusdo de niveis crescentes de glicerol,
(7, 14 e 21%) na dieta de cordeiros, ndo observaram diferengas significativas na
digestibilidade dos nutrientes e emissdo de CH4, porém observaram reducdo linear da
ingestdo de matéria seca, com tendéncia para reducdo do ganho de peso diario e peso final,
entretanto a eficiéncia alimentar foi mantida.

MARTINS et al. (2013) avaliaram o consumo, ganho em peso corporal e conversao
alimentar de borregas alimentadas com dietas com ou sem glicerol, a adi¢do de glicerol ndo
alterou os parametros avaliados. Segundo os autores, esses resultados confirmam o alto valor
energético do glicerol e sua palatabilidade quando adicionado em dietas para animais
ruminantes, ndo havendo comprometimento no consumo e desempenho das borregas,
podendo ser adicionado em 20% no concentrado de borregas como fonte energética.

Atualmente, em ruminantes devido a presenca do glicerol, a glicerina tem se
caracterizado como potencial e promissora fonte energética, principalmente em substituicdo a
fontes ricas em amido (DONKIN, 2008; TERRE et al., 2011). Em dietas de elevado teor de
concentrado, o intervalo para inclusdo da glicerina estaria entre 10 a 15% na matéria seca
(MS) da dieta (TERRE et al., 2011; PAIVA et al., 2015).

Os efeitos da glicerina sobre CMS ainda sdo contraditorios, porém os resultados de
desempenho produtivo tém demonstrado que este € um alimento promissor. Assim, a glicerina
apresenta-se como boa alternativa alimentar, especialmente em substituicdo ao milho da dieta
de bovinos de corte e de leite, e seu nivel de inclusdo devera ser pautado principalmente em
funcéo da qualidade da mesma e de uma analise econdmica detalhada de sua inclusdo ou nédo
a dieta. Ainda, em funcdo da qualidade variavel da glicerina disponivel no mercado, é
necessario que além da padronizacdo, haja um maior entendimento acerca do metabolismo
ruminal da mesma, pois sO assim sera possivel entender por quais mecanismos a glicerina
altera o CMS (PAIVA et al., 2015).

Embora, sejam poucos 0s estudos na alimentacdo de pequenos ruminantes,
particularmente na regido semiarida do Nordeste, mais recentemente foram desenvolvidos
estudos em Pernambuco com a utilizacdo de glicerina bruta na dieta de cordeiros, verificando
uso da glicerina bruta mais ureia em substituicdo ao milho na alimentacdo de ovinos
(ANDRADE, 2015), verificando que a adicdo de glicerina bruta, contendo 80,5% de glicerol,
pode ser incluida em até 18% da dieta de cordeiros por manter o consumo de matéria seca,

digestibilidade, ganho de peso e a conversdo de alimentos em niveis satisfatorios.
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A produgdo de propionato via metabolismo do glicerol presente na dieta é um fator
que também pode ter contribuido para a diminui¢éo linear no consumo de MS. A diminuigéo
no consumo de alimentos pela infusdo de propionato no organismo de animais tem sido
relatada na literatura (LAGE et al., 2010). Entre os produtos metabolizados no figado dos
ruminantes, o propionato € provavelmente o primeiro a sinalizar o término das refeices
devido ao aumento de seu fluxo para o figado (BENSON et al., 2002).

O figado de ruminantes tem alta atividade de propionil CoA sintetase, necessaria para
ativacdo e subsequente metabolismo do propionato. Como resultado, o propionato é
extensivamente metabolizado pelo figado de ruminantes durante as refei¢ces, 0 que aumenta a
producédo de ATP, em razdo de sua utilizagdo para producéo de glicose, e sinaliza a saciedade
(REYNOLDS, 1995; LAGE et al., 2010). Com o possivel incremento de propionato no rimen
a partir do glicerol, houve maior aporte deste no figado, o que pode ter contribuido para a
saciedade e, consequentemente, para a menor ingestdo de MS pelos animais. Provavelmente,
0 aumento na producdo de propionato, a presenca de lipideos na dieta e a reducdo na
digestibilidade da FDNcp contribuiram, em conjunto, para a redugdo no consumo de MS
pelos animais (LAGE et al., 2010).

A incluséo de até 6% de glicerina bruta, contendo 36,20% de glicerol, na dieta de
cordeiros em terminacédo, otimiza a conversao alimentar dos animais e reduz o custo do ganho
de carcaca, quando o preco desse coproduto representa até 70% do preco do milho, mas
compromete o consumo, a digestibiliade, as caracteristicas quantitativas relacionadas a
carcaca e ao desempenho dos animais (LAGE et al., 2010).

Trabalhos realizados em avaliacdo do efeito do glicerol sobre o ambiente ruminal
(KHALILI et al., 1997; FERRARQO, et al., 2009), observaram aumento nas concentracdes de
propionato e butirato em detrimento as de acetato. A fermentacdo da glicerina por diferentes
microrganismos, de acordo com YAZDANI e GONZALES (2007) produz os é&cidos
propionico, succinico e formico, bem como butanol e etanol.

Para CLEEF et al. (2010), a utilizacdo de até 30% de glicerina bruta na MS de dietas,
ndo altera o ambiente ruminal favoravel para acdo dos microrganismos e, desta forma, ndo
promove reducdo no consumo de maneira significativa. Portanto, os diferentes resultados
encontrados na literatura podem ser devido aos niveis de pureza da glicerina, ao teor de
glicerol, teor de metanol e porcentagem de lipideos que podem influenciar no desempenho
dos animais.

Em razdo do potencial glicogénico do glicerol, a maioria dos estudos cientificos

publicados nas Gltimas décadas sobre o uso da glicerina (bidestilada) limitou sua aplicacdo no
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tratamento de desordens metabdlicas em vacas de leite de alta produgdo, utilizando-se baixos
niveis na dieta (abaixo de 5%, base da MS) (DEFRAIN et al., 2004). O uso como
macroingredientes, no entanto, é recente.

O fornecimento de glicerina a vacas no periodo pos-parto foi avaliado por CHUNG et
al. (2007), onde observaram que a inclusdo de glicerina proporcionou maiores teores de
glicose ¢ menores de P-hidroxibutirato circulantes no plasma sanguineo das vacas que
receberam glicerina comparado as que ndo receberam. WANG et al. (2009) obtiveram
resultados similares adicionando glicerol & dieta de vacas com 4 a 63 dias em lactagdo, sendo
verificado maiores concentracGes de glicose no plasma, com balanco energético positivo,
sendo observado também menor perda de peso dos animais alimentados com glicerol.

GUNN et al. (2010a) avaliaram a incluséo de 15, 30 ou 45% de glicerina com 89,5%
de glicerol, na dieta de cordeiros e observaram que as concentracdes séricas de glicose e
insulina diminuiram com a inclusdo de glicerina, podendo estar associado com a menor
ingestdo de matéria seca conforme a glicerina foi acrescentada na dieta. Outra possivel
explicacdo é que a diminuigdo das concentragfes de amido nas dietas com maior teor de
glicerina pode ter afetado a taxa de passagem, o que resulta em menor fermentacéo ruminal e
maior absor¢éo no intestino delgado.

O glicerol pode ainda atuar sobre a degradabilidade da fracdo protéica. PAGGI et al.
(1999) relataram inibicao de 20% da atividade proteolitica quando o glicerol foi utilizado, em
diferentes dietas basais. Segundo LING e ARMSTEAD (1995), isso pode acarretar em efeitos
positivos, uma vez que a degradacdo proteica ruminal reduz a eficiéncia de utilizacdo da
proteina em ruminantes. Além de servir como fonte de energia, o glicerol também pode ter
efeitos positivos sobre a retencdo de aminodcidos, inibindo a atividade das enzimas
fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glutamato desidrogenase, resultando em economia dos
aminodcidos gliconeogénicos, favorecendo a deposicdo de proteina corporal (ANDRADE,
2015).

CHANJULA et al. (2014), avaliando os efeitos da suplementacdo dietética com
glicerina na digestibilidade de nutrientes, fermentacdo ruminal, metabolitos sanguineos e
balanco de nitrogénio das cabras, verificaram que a média de glicemia, p-Hidroxibutirato e as
concentracdes de volume globular ndo foram afetadas (p>0,05) pelos tratamentos dietéticos,
enquanto que a concentracdo sérica de insulina aumentou linearmente (p=0,002) com o
aumento da quantidade de suplementacdo de glicerina bruta. O pH ruminal, aménia (NH3), e a
concentracdo de ureia foram alteradas por tratamentos dietéticos, exceto para 20 % de glicose,

amdnia e ureia foram menores (P<0,05) do que para as dietas de 10 % de CGL , enquanto que
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a diferenca entre o dietas 0 %, 5% , e 20 % de glicose ndo foram significativos. A quantidade
de absorgéo e retencdo de nitrogénio foi semelhante entre os tratamentos. Com base neste
estudo, os niveis de glicose até 20% em racdo total pode ser eficientemente utilizados para
cabras e este estudo elucida uma boa abordagem para explorar o uso da producgéo de biodiesel
para a producéo de cabra.

O fornecimento de glicerina para melhoria do desempenho em confinamento e nas
caracteristicas de carcaga de cordeiros, foi estudado por MUSSELMANN et al. (2008), sendo
verificado que a inclusdo de glicerina em até 15% ndo provoca reducdo do desempenho,
mantendo a carcaca com qualidade desejavel. Valores de inclusdo superiores a este podem
interferir no desempenho animal, como verificado por GUNN et al. (2010) ao observarem que
a inclusdo de glicerina bruta acima de 30% em dietas para cordeiros proporciona menor
desempenho e carcacas de menor qualidade.

COSTA (2015) avaliou as caracteristicas de carcaga e qualidade da carne de cordeiros
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de glicerina bruta, concluindo que a
glicerina bruta (80,5 % de glicerol) pode substituir o milho sem que promova alteracdes nas
principais caracteristicas de carcaca de cordeiros, e também sem que influencie nas principais
caracteristicas qualitativas da carne de cordeiros, ndo alterando os parametros fisico-quimicos
do musculo, porém favorecendo a sua composicdo quimica e perfil de acidos graxos,

melhorando o valor nutritivo da carne.

2.2.2. Perfil metabdlico

O perfil metabolico foi inicialmente estudado e pesquisado por PAYNE et al., (1970),
se referindo aos componentes hematoldgicos e bioquimicos especificos em vacas de leite,
avaliando e diagnosticando distdrbios de origem nutricional e metabdlica. Permitindo assim,
acompanhar 0 organismo em seu aspecto energético, proteico, mineral, além dos
funcionamentos hepatico, hematico, enddcrino e renal. Através de andlises das concentracGes
sanguineas dos metabolitos, avaliando assim seus desequilibrios (GONZALEZ, 1997).

Segundo BALIKCI et al., (2007) alguns fatores como a nutricdo, idade, sexo, genética,
estado reprodutivo, influéncia ambiental, transporte e estresse podem comprometer o
equilibrio e os parametros hematoldgicos e bioquimicos. O estado de saude e produtividade
animal pode ser determinado pelo equilibrio de fatores metabolicos, nutricionais, manejo,
fatores ambientais e enfermidades. O perfil metabdlico inclui pardmetros energéticos,
proteicos, mineral, enddcrino, atividade enzimatica, entre outros (GONZALEZ, 2000;
GONZALEZ et al., 2001; SMITH, 2006).
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A composicgdo bioquimica sanguinea reflete fielmente o estado metabdlico do animal,
avaliando lesdes teciduais, transtornos em oOrgdos, adaptacdo do animal e desequilibrios
metabdlicos ou nutricionais (GONZALEZ et al, 2001). Segundo o mesmo autor, a
interpretacdo do perfil bioquimico é complexa, que seja na avaliagdo do rebanho ou do
individuo, por conta dos mecanismos de controle dos metab6licos e a variagdo em seus niveis
com relacdo as variaveis de raca, producédo leiteira, sexo, manejo, clima, estresse, lactacao,
gestacéo e situacéo reprodutiva.

Nos ruminantes a maior parte dos carboidratos presentes no alimento sdo fermentados
no ramen, originando os &cidos graxos volateis (acetato, propionato e butirato), sendo a
principal fonte de energia para esses animais (KOZLOSKI, 2005).

Segundo GONZALEZ (2000), no perfil energético os indicadores mais utilizados sao
a glicose, o B-Hidroxibutirato e os acidos graxos livres (AGLs). Ainda segundo o autor, o
metabolito de eleigdo para o perfil energético sdo os AGLs, ja que ha uma resposta rapida a
mudancas na alimentacdo, porém pode sofrer variagdes como a glicose, caso 0s animais ndo
sejam habituados a manipulagdo. Segundo PAYNE e PAYNE (1987), o perfil energetico pode
ser determinado pela avaliacdo dos indicadores acima citados acrescidos do colesterol. Ja
CAMPOS et al. (2007) relatam que em ruminantes comumente € utilizada a determinacédo de
AGNEs e B-Hidroxibutirato na avaliacdo do metabolismo energético.

A frutosamina é uma cetoamina formada pela unido da glicose com o grupamento
amina das proteinas, sua concentracdo sérica é controlada entre a sintese e eliminacdo de
compostos proteicos e glicose. Além de estar relacionada com a meia-vida das proteinas totais
e a albumina no soro (KANEKO et al., 2008). Segundo FILIPOVIC et al., (2011), as
concentracdes de frutosamina se relacionam com a concentracdo de glicose nas duas semanas
anteriores a analise.

Os lipideos no plasma sanguineo podem ser classificados em colesterol, fosfolipideos
e triglicerideos. O colesterol corresponde a 30 % do total de lipideos no plasma, sendo o
indicador mais adequado a ser determinado (GONZALEZ e SCHEFFER, 2002). Os teores de
colesterol no soro de ruminantes podem sofrer alteracdo devido a formulacdes da dieta, idade,
sexo, raca e doencas hepaticas (OZPINAR e FIRAT, 2003). O aumento deste ultimo
indicador, em especifico na lactacdo, tem sido atribuido a sintese de lipoproteinas plasmaticas
(GONZALEZ e SILVA, 2006). A avaliacdo do colesterol sanguineo, segundo GODOY et al.,
(2004), também auxilia nos desempenhos produtivo e reprodutivo dos animais (precursor de

horménios esteroides).
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Os triglicerideos sdo reservas de energia, além de serem os lipideos mais abundantes
na natureza, também chamados de gorduras neutras. Sua conformacgéo € de uma molécula de
glicerol e trés de acidos graxos (GONZALEZ e SILVA, 2006). Para CAMPOS et al. (2007),
os triglicerideos sdo fontes de acidos graxos para a sintese de gordura do leite e seus niveis
durante a lactacdo dependem diretamente do balanco energético negativo.

A determinacdo da glicose no sangue tem sido utilizada para estabelecer desordens
nutricionais e metabdlicas, porém podem ndo ocorrer mudancas significativas devido a ajustes
na alimentacdo (PAYNE e PAYNE, 1987). A glicose produzida no figado no periodo de
transicdo, cerca de 50% da é proveniente da gliconeogénese a partir do propionato, sendo o
restante da glicose produzida a partir de outros substratos enddgenos, tais como o lactato, o0s
aminoécidos e o glicerol (REYNOLDS et al., 2003). Outras fontes de glicose para ruminantes
sdo utilizadas com os amino&cidos e lipideos (SOEST, 1994). Para MUNDIM et al. (2007) a
glicose é o indicador menos expressivo para determinacdo do perfil energético animal, ja que
ha uma insensibilidade da glicemia a mudangas nutricionais e a sua sensibilidade ao estresse.

As proteinas sdo 0s componentes mais abundantes no plasma, desempenhando fungdes
estruturais de celulas de o6rgaos e tecidos, manutencdo da pressdo coloide osmotica,
catalisadores de reagdes bioquimicas equilibrio acidobasico, processo de coagulacdo
sanguinea, transporte de metabélitos e defesa do organismo (GONZALEZ e SILVA, 2006;
ECKERSALL, 2008). A concentracdo das proteinas depende de varios fatores que estéo
ligados a condicéo de saude do animal (JAIN, 1993). A diminuicdo das proteinas totais (PT)
esté relacionada a deficiéncias alimentares, excluindo causas patologicas (GONZALEZ et al.,
2000). A interpretacdo da concentracdo das PT no perfil metabolico depende da alimentacéo,
manejo, salde e estado fisiolégico do animal (CONTRERAS, et al., 2000).

Segundo PAYNE e PAYNE (1987), os dois principais indicadores utilizados na
determinacdo do metabolismo proteico sdo a ureia (curto prazo) e a albumina (longo prazo).
Para GONZALEZ (1997), no perfil proteico os indicadores mais utilizados sdo o0s niveis de
PT, albumina, globulinas, hemoglobulinas e ureia.

A proteina mais abundante no plasma sanguineo é a albumina (cerca de 50%), sua
sintese é realizada no figado. E uma importante reserva proteica, regula o pH sanguineo,
contribui na osmolaridade plasmaética além de ser transportador de AGLs, Ca, metais,
horménios, bilirrubina e aminoécidos (GONZALEZ et al.,, 2001).

Desequilibrios nos niveis de Albumina podem afetar o metabolismo do animal tanto
em excesso (devido & desidratagdo, perda de fluidos) quanto na sua falta (devido a dano

hepatico cronico, déficit alimentar proteico e doencas renais), gerando um quadro de ascite
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(GONZALEZ et al.,, 2001). Para CALDEIRA (2005), a albumina é um indicador de longos
periodos de restricdo proteica, sendo relacionada com o manejo alimentar por poder ter este
acompanhamento a longos periodos.

A concentracdo no sangue da ureia é o metabdlico sanguineo mais estudado em
relacdo ao perfil proteico de ruminantes (HERDT, 2000). Constitui um importante indicador
proteico, por estar relacionada ao aporte proteico na alimentacdo, relagdo de energia e
proteina na dieta, absorcdo de aménia no ridmen e metabolismo nos tecidos do animal
(GONZALEZ e SCHEFFER, 2002). Segundo ARAUJO (2009), parte da ureia ¢ hidrolisada e
desaminada gerando peptideos e amoénia livre no rdmen. A ambnia é absorvida e
metabolizada em ureia, sendo o restante incorporado a proteina microbiana do ramen. A
quantidade de amdnia convertida em ureia esta relacionada a quantidade de proteina degrada e
a incorporacdo de amdnia na proteina microbiana (quanto maior o consumo de proteina
degradada, maior a concentracdo de ureia sérica) (HERDT, 2000). Além da ureia, tem-se
utilizado analise da creatinina, a qual € derivada do catabolismo da creatina do metabolismo
muscular, refletem ainda sobre a filtracdo renal e serve como indicador de alteragdes no
funcionamento renal (GONZALEZ et al., 2000).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO 1 - Caracterizar os aspectos clinicos da ataxia enzodtica e as concentracdo
sérica de Cu, Fe, Zn e Mo, bem como o0s aspectos anatomopatolégicos de cordeiros com

ataxia enzootica tardia.

4.2. OBJETIVO 2 — Avaliar a resposta metabdlica (perfil energético, proteico, atividade
enzimatica e mineral) do efeito da inclusdo de diferentes niveis de glicerina liquida na dieta de

cordeiros.
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5. SURTO DE ATAXIA ENZOOTICA EM CORDEIROS NO AGRESTE
PERNAMBUCANO, BRASIL

Emanuel Felipe de OLIVEIRA FILHO?, Pierre Castro SOARES?", José Augusto Bastos
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RESUMO

Um surto de ataxia enzo6tica em cordeiros foi registrado no municipio de Garanhuns, regido
agreste do estado de Pernambuco, acometendo 18 ovinos (17 fémeas e um macho). Os
animais eram criados em sistema extensivo, sem fornecimento regular na suplementacéo
mineral, alimentados com capim Brachiaria sp. e capim pangola (Digitaria decumbens) além
de &gua a vontade. Os ovinos foram submetidos a avaliacdo clinica, exames laboratoriais e
anatomopatoldgicos. O quadro clinico dos animais variou de uma semana a 15 dias, entre 0s
sinais merecem destaque a apatia, anorexia, emagrecimento, anemia, mudanca de coloragéo
da 1&, amaurose, incoordenacdo dos membros pélvicos, dificuldade na locomogcdo com
fraqueza dos membros posteriores, posigdo de “cdo sentado”, diminuic¢do da resposta sensitiva
e motora, quedas frequentes e dificuldade para ficar em estacdo e episodios de diarreia. Os
valores séricos obtidos de Cu foi de (6,88+4,31 umol/L), abaixo dos valores de referéncia (9-
15 umol/L), a concentragdo de Mo (<0,05 pmol/L), enquanto a de Fe foi de (44,02+28,51
umol/L) e Zn foi de (16,13£7,87 umol/L), estavam dentro da faixa de normalidade para a
espécie. Na andlise de relacdo entre Fe, Zn e Cu dos cordeiros acometidos de ataxia enzodtica,
evidenciam-se baixa relacdo negativa entre a concentracdo sérica de Fe com Cu (r= -0,19) e
entre a concentracdo sérica de Zn com Cu (r= -0,07). Na histopatologia, foram observados
vacuolizacdo, presenca de esferoides axonais e restos mielinicos, sendo estes fagocitados por
macrofagos com citoplasma espumoso, além de discreta desmielinizacdo da substancia
branca. A caréncia primaria de Cu acarreta a ocorréncia da AE na regido Agreste Meridional
do estado de Pernambuco, visto que a deficiéncia foi em consequéncia a insuficiente ingestdo
deste elemento traco pela dieta e ndo pela acdo de antagonistas como o Fe, Zn e Mo. Alem
disto, a caréncia de Cu em ovinos criados na regido agreste de Pernambuco é tema importante
a ser considerada na nutricdo mineral, devendo ser recomendado a suplementacdo adequada
de Cu.

Palavras-chave: Caréncia mineral, hipocuprose, oligoelementos, pequenos ruminantes,
minerais, diagndstico.
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ABSTRACT

The outbreak enzootic ataxia in lambs was recorded in the municipality of Garanhuns, rugged
region of the state of Pernambuco, involving 18 sheep (17 females and one male). The
animals were raised in extensive system without regular supply in mineral supplementation,
grass fed Brachiaria sp. and pangola grass (Digitaria decumbens) as well as water ad libitum.
The sheep underwent clinical evaluation, laboratory and pathology. The clinical condition of
the animals ranged from one week to 15 days, between the signs are noteworthy apathy,
anorexia, weight loss, anemia, change in color of the wool, amaurosis, incoordination of the
hind limbs, difficulty in locomotion with weakness of the hind limbs, position of "dog
sitting”, decreased sensory and motor responses, frequent falls and difficulty to stay in season
and episodes of diarrhea. Serum values of Cu was (6.88 £ 4.31 mmol / L) below the reference
range (9-15 mmol / L), the concentration of Mo (<0,05 mmol / L), while the Fe was (44.02 +
28.51 mmol / L) and Zn was (16.13 £+ 7.87 mmol / L), were within the normal range for the
species. In the analysis of the relation between Fe, Zn and Cu of affected lambs enzootic
ataxia, evidence was low negative correlation between the serum concentration of Fe with Cu
(r = -0.19) and between serum Zn Cu (r = -0.07). Histopathology vacuolization were
observed, the presence of axonal spheroids and myelin debris, which are engulfed by
macrophages with foamy cytoplasm, together with mild demyelination of the white matter.
The primary deficiency of Cu causes the occurrence of AE in South Agreste region of
Pernambuco state, since the deficiency was due to inadequate intake of this trace element in
the diet and not by the action of antagonists such as Fe, Zn and Mo. In addition, the lack of
Cu in sheep raised in the wild region of Pernambuco is important issue to be considered in
mineral nutrition and should be recommended proper supplementation of Cu.

Keywords: Diagnostics, hipocuprosis, mineral deficiency, minerals, small ruminants, trace
elements.
INTRODUCAO

O cobre é um dos microelementos essenciais para os animais e plantas. E de suma
importancia na hematopoiese, metabolismo dos tecidos conectivos, formagdo da mielina e
0ss0s, pigmentacédo, formacéo de 1a e pelos, além de processos enzimaticos importantes como
na citocromo C oxidase, superoxido dismutase, lisil oxidase, ceramida galactosil transferase,
producdo de fosfolipideos e dopamina beta hidroxilase (CAVALHEIRO e TRINDADE 1992;
RADOSTITS et al. 2007).

Juntamente com o fosforo, o cobre é um dos minerais mais deficientes e de maior
interesse em ruminantes, pois apresenta uma grande variacdo em seus sinais clinicos e extensa
distribuicdo geografica no Brasil e em outros paises (MARQUES et al. 2003). A sua caréncia
pode ser originada pelo menor aporte do nutriente na dieta, suplementacdo mineral
inadequada, baixas concentracdes nas forragens, solo ou maior presenca de antagonistas (Fe,
Mo, S e Zn) diminuindo assim a sua disponibilidade (ORTOLANI 2002; RIET-CORREA
2004).
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A caréncia de cobre pode ser de origem priméaria ou secundaria (dependendo do
consumo do elemento na dieta ou da utilizacdo do Cu pelos tecidos) e expressa a0 maximo na
Ataxia Enzodtica (AE) em cordeiros e cabritos, que acomete animais de até 180 dias de vida e
é caracterizada pela desmielinizacdo do sistema nervoso central, provocando sintomas de
cambaleio dos membros posteriores e dos anteriores (em menor grau), paralisia flacida ou
espéstica, incapacidade total de locomocdo e morte. Sdo descritos dois tipos de ataxia
enzootica, baseados no local da leséo e na evolucdo clinica do quadro. A forma congénita é
marcada pela destruicdo da substancia branca cerebral e acomete neonatos nos primeiros dias
de vida, a forma tardia é caracterizada pelas lesGes no tronco encefalico e tratos motores da
medula espinhal, com ocorréncia apés a terceira semana de vida (SANTOS et al., 2006).

No Nordeste do Brasil a caréncia de Cu foi pesquisada e diagnosticada inicialmente
por TOKARNIA et al. (1966) em ovinos no Piaui, sendo a enfermidade caracterizada por
respira¢ao ruidosa, chamada de “ronca”. Outros surtos de AE foram diagnosticados em
caprinos e ovinos no Agreste de Pernambuco (SANTOS et al., 2006), em ovinos no Rio
Grande do Norte (SOUSA et al., 2009), em caprinos e ovinos no Sertdo Pernambucano
(MARQUES et al., 2011), foram encontrando niveis marginais de Cu (9,85+2,71umol/L ¢ em
caprinos de 11,37+2,57umol/L) e Zn (11,94+6,07umol/L em ovinos ¢ 11,79+7,42umol/L em
caprinos). Recentemente, em um estudo realizado com caprinos e ovinos na regido do Sertao
Pernambucano, SILVA JUNIOR et al. (2015), ndo constatou a caréncia de cobre, porém
encontrou teores elevados de Fe, um dos importantes antagonistas do Cu. Outro estudo
realizado em caprinos e bovinos na regido semiarida da Paraiba (SILVA et al.,, 2014),
evidenciou a AE e o quadro clinico de diarreia cronica nos bovinos. Em um segundo estudo
com caprinos e ovinos criados no Estado da Paraiba realizado por SILVA et al. (De 2014 -
dados ndo publicados), constatou-se concentracdes séricas deficientes de Cu (11,82+3,28
pmol/L) em caprinos e (10,974£3,61 umol/L) em ovinos, de Fe (16,38+4,51 pmol/L) em
caprinos e (25,41+9,76 pumol/L) em ovinos, aléem de Zn (8,30+1,91 umol/L) em caprinos e
(8,63+2,22 umol/L) em ovinos.

Em se tratando de outras regibes do estado de Pernambuco, como a regido agreste
meridional Pernambucano, onde estd localizada a bacia leiteira do estado e também o
agronegocio de importante contingente de criacdo de caprinos e de ovinos, nunca foi
registrado a casuistica de surto de caréncia de Cu, quer seja primaria ou secundaria, ou mesmo
se de origem congénita ou tardia na sua forma clinica. O registro de situacdes de

enfermidades de ordem nutricional € relevante, uma vez que permite a comunidade cientifica
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divulgar o problema e possibilitar medidas consideraveis de controle, por meio de orientacdo
técnica para a correcao do problema.

Tendo em vista que as caréncias de um ou mais minerais pode ndo ser expressa em
sinais clinicos ou em perdas na producédo, havendo desta forma uma necessidade de maiores
conhecimentos com relacdo ao status de mineralizagcdo de ovinos. Este trabalho teve como
objetivo descrever um surto de caréncia de Cu em ovinos, em seus aspectos clinicos,
anatomopatoldgicos e da quantificacdo das concentracdes séricas de Cu e seus antagonistas
em ovinos criados na regido agreste do Estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em uma propriedade localizada no municipio de Garanhuns,
regido Agreste Meridional do estado de Pernambuco. De um total de 70 animais da espécie
ovina mesticos da raca Santa Inés foi informada que cinco animais estavam doentes
apresentando dificuldade na locomocéo, com andar desequilibrado e ficando em posicéo de
“cao sentado”, tais episodios ocorreram em maio de 2014. Em abril de 2015, foram atendidos
18 animais, sendo 17 fémeas e um macho atendidos na Clinica de Bovinos de Garanhuns
(CBG — UFRPE). Tais animais tinham idade inferior a cinco meses e os sinais clinicos
comecaram a aparecer a partir de um més de vida. Os animais eram criados em sistema
extensivo, sem regularidade na suplementacdo mineral, alimentados com pastagem de capim
Brachiaria sp. e capim pangola (Digitaria decumbens) e agua ad libitum. Todos os animais
foram avaliados levando em consideracdo o exame clinico, segundo RADOSTITS et al.
(2007).

Realizaram-se coletas de sangue por venopuncdo jugular, em tubos siliconizados
vacutainer®, sem anticoagulante, para obtencdo de soro. As amostras foram mantidas a
temperatura ambiente para retracdo do coagulo e obtencdo de soro. Posteriormente foram
encaminhadas ao Laboratorio Clinico, da Clinica de Bovinos de Garanhuns (CBG — UFRPE)
para procedimento de centrifugacdo, por periodo de 15 minutos a 500 g, alicotadas e
armazenamento em ultrafreezer a -80.

Ap0s necroscopia dos cinco animais, coletaram-se amostras do SNC, as quais foram
acondicionadas em solucao de formol neutro e tamponada a 10% e processadas pelos métodos
histopatoldgicos de rotina e corados pela Hematoxilina—Eosina (HE). Amostras da medula

espinhal foram processadas por meio de coloragdo por Luxol Fast Blue, com corte por
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congelacdo, permitindo caracterizar a mielinizacdo, sendo tal procedimento realizado no
Laboratdrio de Patologia Animal da UAMV/UFCG-Patos-PB.

As amostras de sangue foram submetidas a digestdo por micro-ondas, onde cada
amostra foi colocada em frasco digestor com cinco mililitros (ml) de acido nitrico (HNOs) e
digerido no micro-ondas (MarsXpress — CEM Tecnology Inside®) durante 50 minutos (etapa
1: 110° C — 8 min, etapa 2: 170°C — 10 min, etapa 3: 170° C — 10 min). Posteriormente,
adicionou-se um ml de &gua ultrapura Milli-Q para cada amostra analisada e em seguida
armazenada em tubos conicos de polietileno com capacidade para 15 mL. Os brancos
analiticos foram preparados pelo mesmo procedimento, porém sem adicdo da amostra
(NOMURA et al. 2005). As digestdes das amostras foram realizadas no Laboratério de
Quimica Analitica do Centro de Apoio a Pesquisa da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

Os minerais avaliados foram: Cu, Fe, Zn e Mo. A determinagdo dos minerais foi
realizada por espectrometria de absorcdo atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES), utilizando-se aparelno modelo ICP OES Optima 7000 DV (PerkinElmer, EUA®) com
configuracdo axial, no Laboratério de Quimica Analitica do Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco. Os parametros instrumentais e linhas
analiticas empregados na determinacdo multielementar utilizando o ICP OES foram
realizadas conforme padronizacao: Poténcia RF (kW) - 1,3; Vazéo do gés de nebulizacdo (L
min-1) - 0,8; Vazéo do gas auxiliar (L min-1) - 0,2; Vazédo do gas do plasma (L min-1) - 15;
Taxa de aspiragdo da amostra (mL min-1) - 1,0; Tempo de integracdo (s) - 8; Tempo de
estabilizacdo (s) - 20; Tempo de leitura (S) - 27; Namero de replicatas - 3; Nebulizador —
Concéntrico; Camara de nebulizacdo — Ciclonica; Comprimento de onda de deteccdo (nm): Cu
327,393; Fe 238,204; Zn 206,200; Mo 202,031. As amostras foram expressas em pumol/L

As variaveis estudadas foram descritas por meio das respectivas medidas estatisticas:
médias, medianas, desvios — padrédo, percentis de 25 e 75. Realizou-se andlise de correlacéo
de Pearson para verificar o grau de relacdo entre os elementos tracos, ao nivel de 5 % de
probabilidade. Os dados foram analisados por meio do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS, 2009).
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RESULTADOS

Aspectos Clinicos

Os primeiros casos de Ataxia Enzootica surgiram em maio de 2014. Os animais
apresentavam no inicio da doenca sinais de perda de acuidade visual, apatia, inapeténcia
evoluindo para anorexia, trés animais apresentaram amaurose, mesmo ap0Os a oferta da
suplementacdo mineral, um animal manteve-se permanentemente cego, anemia,
emagrecimento, mudanca de coloragdo da I&, diminuicdo da resposta sensitiva e motora,
dificuldade na locomocdo com fraqueza dos membros posteriores (Figura 1), quedas
frequentes e dificuldade para se manter em estacdo, incoordenacdo dos membros pélvicos,
evoluindo para um quadro mais severo, ficando em posic¢ao de “cdo sentado”. A maioria dos
animais acometidos tinham idade média < 60 dias. A evolucdo do quadro clinico variou entre
uma semana e 15 dias. Muitos animais morreram na propriedade, sendo que dos 18 animais
atendidos na Clinica de Bovinos de Garanhuns/UFRPE, cinco morreram em decorréncia da
evolucdo da caréncia mineral. Foi recomendada a suplementacdo mineral dos animais da
propriedade, principalmente as matrizes, sendo suplementados com sal mineral especifico
para a espécie (Ovinofés: Cu — 350 mg/Kg; Fe — 700 mg/Kg; Zn — 2600 mg/Kg e Mo — 180
mg/Kg).

Figura 1. Animal apresentando dificuldade em manter-se em estacdo, apresentando
incoordenacdo e dificuldade de locomocdo dos membros posteriores, em decorréncia da

Ataxia Enzootica.
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Concentracao de Cu, Fe, Zn e Mo

Os dados referentes as medidas de tendéncia central das concentragcfes de Cu, Fe e Zn
estdo expressos na Tabela 1. A concentracdo sérica de Cu foi de 6,88 + 4,31 umol/L, estando
abaixo dos valores de referéncia (9 — 15 pmol/L), enquanto que a de Fe foi de 44,02 +28,51
pmol/L e concentracdo sérica de Zn foi de 16,13 + 7,87 umol/L.

As concentragdes de Mo foram extremamente baixas, verificando-se que apenas um
animal apresentou concentragéo inferior a 0,05 umol/L, enquanto que para os demais, ndo foi
possivel determinar a concentragdo exata de Mo, uma vez que a curva de calibragdo ndo
permitiu deteccdo de valores muito baixos (equacdo de linearidade da curva de calibragéo:
Y=13924x — 10618; R?=0,9986).

Na analise de relacdo entre Fe, Zn e Cu dos cordeiros acometidos de ataxia enzodtica,
evidenciam-se baixa relacdo negativa entre a concentracao sérica de Fe com Cu (r =-0,19) e
entre a concentracdo sérica de Zn com Cu (r = -0,07). Tais relagcdes estdo expressas pela

equacdo de linearidade e coeficiente de correlagdo de Pearson ( r) na Figura 2.

Tabela 1 - Estatistica descritiva e valores de referéncia da concentracdo sérica de Cu, Fe e Zn
de ovinos com surto de ataxia enzodtica em cordeiros criados no agreste meridional de

Pernambuco, Brasil

Medidas de Concentracéo serica de Cu, Fe e Zn

Tendéncia Central Cu (umol/L) Fe (umol/L) Zn (umol/L)
Média 6,88 44,02 16,13
DP 4,31 28,51 7,87
Mediana 7,46 36,43 13,87
Inferior 0,97 12,54 6,37
Superior 16,02 106,09 38,73
Valor de referéncia’ 9,0 - 15,0 34,6 £1,25! 12,3 - 18,5!

1Suttle (2010).
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Figura 2. Representacdo grafica da analise de correlacdo de Pearson entre as concentragdes
séricas de Fe com Cu e Zn com Cu de cordeiros acometidos de ataxia enzo6tica na regido

agreste meridional de Pernambuco, Brasil.

Anatomopatologia

Na macroscopia ndo foram encontrados achados significativos. Na coloracdo em HE
nos fragmentos de medula espinhal, substancia branca, principalmente dos funiculos ventrais,
evidenciou-se discreta vacuolizacdo, escassos esferoides axonais e restos mielinicos sendo
fagocitados por macr6fagos com citoplasma espumoso (Célula Gitter) (Figura 3 — Imagem A).
Pela coloracéo histoquimica de luxol fast-blue (Figura 3 — Imagem B), verificou na substancia
branca, areas com discreta desmielinizagéo (Figura 3 — Imagem B).
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Figura 3. Imagem A - Coloragao em HE, evidenciando discreta vacuolizagdo (+), escassos
esferoides axonais (seta) e restos mielinicos sendo fagocitados por macréfagos com
citoplasma espumoso (célula Gitter) (*). Imagem B - Coloracéo histoquimica de luxol fast-

blue, evidenciando areas com discreta desmielinizagdo (setas).
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DISCUSSAO

De acordo com os dados obtidos, verifica-se que o surto € caracteristico da forma
tardia da AE em ovinos. A AE pode ser congénita ou tardia. A forma congénita ocorre em
fémeas gestantes com caréncia dietética extrema de Cu, enquanto que na forma tardia,
acometendo neonatos com maior idade, a partir de trés semanas de vida (ZATTA E FRANK,
2007).

O aspecto clinico bem como o tempo de observacao dos sinais clinicos verificados nos
animais deste surto é coincidente com outros trabalhos ja publicados (SANTOS et al. 2006;
GUEDES et al., 2007; SOUSA et al., 2012; OZKUL et al., 2012; SILVA et al., 2014;
OHFUJI, 2015). SANTOS et al. (2006) registraram a ocorréncia de AE em cordeiros em
Surubim, Pernambuco, e verificaram que os animais apresentaram leves tremores cutaneos,
ranger dos dentes, diminuicdo da resposta sensitiva e motora, incoordenacdo dos membros
posteriores, quedas frequentes, dificuldade para se manter em estacdo, andar “ajoelhado” e
posicdo de “cdo sentado”, paralisia dos membros, tendo os animais idade entre 30 e 45 dias.
O fato de animais apresentarem sintomas que caracterizam uma dificuldade em se manterem
em estacdo e com modificacdo de postura, como comumente € visto na AE, é caracterizada
por espasticidade e presenca de lesdes no cerebelo (SANTOS et al., 2006).

SILVA et al. (2014), em seu estudo com caprinos e bovinos na Paraiba, constataram a
presenca da caréncia de Cu. Os caprinos estudados em cinco surtos apresentavam a
sintomatologia clinica semelhante. Os animais inicialmente apresentaram-se com debilidade
ou espasticidade e ataxia dos membros posteriores, evoluindo para 0os membros anteriores,
levando ao quadro de decUbito permanente, incoordenacédo e dificuldade em permanecer em
estacdo por longos periodos, paralisia flacida nos quatro membros, além de tremores de
cabeca, bruxismo, diminuicdo do reflexo pupilar, auséncia do reflexo anal e de degluticéo,
secre¢do nasal purulenta.

A presenca de amaurose foi observada em trés animais, sendo que um destes ficou
cego, mesmo recebendo suplementacdo mineral especifico para a espécie. Dos trabalhos
publicados na regido nordeste do Brasil, nenhum registra presenca de amaurose nos animais
em casos de AE tardia. Em nenhum dos animais avaliados por SANTOS et al. (2006) foi
observada a presenca dos seguintes sintomas: falta de consciéncia, amaurose, nistagmo,
surdez cortical, diminuicdo do reflexo pupilar e anemia.

SILVA JUNIOR et al. (2015) citam que poucos sdo os trabalhos desenvolvidos no

Estado de Pernambuco relacionado a caréncia de cobre, sendo que as Unicas deficiéncias
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diagnosticadas em caprinos e ovinos no semiarido foram em animais em pastejo (RIET-
CORREA, 2004; SANTOS et al., 2006). J& MARQUES et al. (2011), reportaram que 0S
teores sérico e hepéatico de cobre eram em média inferiores aos limites considerados normais
para a espécie, indicando a necessidade de suplementacdo deste mineral. O trabalho que
melhor reporta a caréncia de Cu em pequenos ruminantes no estado de Pernambuco o de
SANTOS et al. (2006), registrando caréncia secundaria de Cu em cordeiros por ingestao
excessiva de Fe, considerado um antagdnico muito importante em areas em que o0 solo é rico
em Fe em Pernambuco. SILVA JUNIOR et al. (2015), avaliando a concentragio de Cu e
antagonistas na regido do Vale do Sdo Francisco, em Petrolina, PE, ndo encontraram
concentracdes carentes de Cu, porém encontraram elevados valores mais elevados de Fe em
0Vinos.

Em relacdo as concentracbes de Cu, Fe, Zn e Mo quantificados nos animais deste
surto, a concentragcdo sérica de Cu (6,88 umol/L) encontra-se abaixo dos limites normais,
enquanto que a de Fe (44,02 pumol/L) e de Zn (16,13 umol/L) encontra nos limites
considerados normais para a espéecie ovina. Entretanto, as concentragdes séricas de Mo foram
extremamente baixas com valores inferiores a 0,05 umol/L. Verifica-se que tal concentracdo
sérica de Cu foi inferior que os encontrados por OREGUI e BRAVO (1993), cujo intervalo
variou de 10,94 a 31,25umol/L; GRACE (1983), com 12,6 a 18,9umol/L; SANTOS et al.
(2006), com média de 12,9+1,3umol/L; POTT et al. (1999), com média de 10,16 umol/L; e
SOLAIMAN et al. (2001), com média de 18,1140,63umol/L e KANEKO et al. (2008), com
intervalo entre 9,13 a 25,2 umol/L. Conforme descrito por SUTTLE (2010), valores séricos
de 9 a 15 umol/L sdo considerados como valores normais para ovinos.

Considerando dados reportados da regido nordeste do Brasil, alguns grupos de
pesquisadores com mineralogia em ruminantes registraram valores baixos na casuistica de AE
tardia, particularmente secundaria por excesso de antagonistas, chamando atencdo para o Fe, 0
qual participa fortemente da AE secundaria em ovinos. SANTOS et al. (2006), encontraram
valores médios de Cu plasmatico de 12,9+1,3umol/L em surto de AE secundaria ao excesso
de Fe em ovinos no municipio de Surubim, PE.

MARQUES et al. (2011) registraram em ovinos e caprinos criados na regido semiarida
do estado de Pernambuco e abatidos nas épocas da chuva e seca concentracdo sérica de Cu
com média de 9,85umol/L, sendo esse resultado considerado como caréncia marginal de Cu
(SUTTLE, 2010). Além disso, os autores recomendam a suplementacdo com Cu em animais a
campo, tanto na seca quanto na chuva. Ainda segundo MARQUES et al. (2011), teores

séricos de Cu e Zn em ovinos criados no sertdo do estado de Pernambuco apresentam-se em
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situacdo marginal, sendo importante fator de risco para a ocorréncia de deficiéncia, tanto
inaparente quanto clinica, com as consequentes perdas econdmicas, devendo-se, portanto,
oferecer suplementacdo adequada destes nutrientes. O periodo de seca € um importante fator
sazonal que determina menor aporte sérico de Zn e hepético de Fe e Zn em ovinos criados no
sertdo do estado de Pernambuco (MARQUES et al., 2011). Considerando os teores de Fe, Zn
e Mo encontrados, a deficiéncia de Cu na regido estudada tem caracteristica de deficiéncia
marginal priméria, ja que ndo houve a interferéncia antagbnicas destes elementos em relagdo
ao Cu como nos estudos realizados por SANTOS et al. (2006) e MARQUES et al. (2011).

REZLER et al (2011) estudando ovinos preparados para exposicdo e alimentados com
concentrado e ovinos criados a campo, encontraram concentracdo sérica de 10,38+1,53
umol/L e 10,38+1,53 umol/L, respectivamente. SOUSA et al. (2012) encontraram valores
médios de Cu plasmatico de 5,9+1,1 umol/L em surto de AE secundéria ao excesso de Fe em
ovinos no municipio de Mossoro, RN. SILVA et al. (2014) registraram AE em caprinos e
ovinos no semiarido do estado da PB, registrando concentragdo sérica de 1,61 e 1,29 pumol/L.
N&o foi realizado analise de outros elementos tracos considerados antagonistas, sem
condicdes de definir se a caréncia era primaria ou secundaria, porém foi possivel entender que
a forma clinica da AE era tardia, pois um animal de 30 dias de vida foi atendido e avaliado.
SILVA JUNIOR et al. (2015), verificaram variacdo sexual e do periodo sazonal de ovinos
criados no sertdo do vale do Sdo Francisco em Pernambuco, porém esta variacdo estava
dentro dos valores de referéncia para a espécie. Os autores encontraram teores de Cu sérico
em ovinos de 9,8 a 10,7 umol/L, ndo verificando variacdo significativa entre os fatores
estudados.

Em relacdo as concentracdes de Fe e Zn, Tem-se como valores de referéncia para Fe
de 34,6+1,25 umol/L e Zn de 12,3 a 18,5 umol/L, segundo SUTTLE (2010). Ja em relacdo ao
Mo, tem-se registro de valores de média geral de 30,0+0,14 umol/L em soro de ovinos criados
na regido sertdo do estado de Pernambuco (MARQUES et al., 2011), e valores médios de
0,15+0,08 umol/L em soro de ovinos criados no Vale do Rio Sdo Francisco, PE (SILVA
JUNIOR et al., 2015).

De acordo com a anélise dos dados, verifica-se que a respectiva caréncia de Cu € de
natureza primaria, visto que os valores de seus antagonistas se encontravam normais. Tal
aspecto foi confirmado pela andlise de correlacdo em que foi registrado baixo grau de
correlacdo negativo entre o Fe com Cu (r = - 0,19; p>0,05) e do Zn com Cu (r = - 0,07;
p>0,05). Tal andlise reforca a condicdo que o problema se manifestou nestes ovinos que

tiveram suas médes com deficiéncia nutricional, as quais certamente receberam dietas com
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pastagem contendo baixa concentracdo de Cu, sem interferéncia direta de seus antagonistas,
particularmente o Fe, como descrito por outros autores ja citados, tanto em Pernambuco como
em outros estados da regido Nordeste (SANTOS et al., 2006; MARQUES et al., 2011;
SOUSA et al., 2012).

Contrariamente aos dados obtidos por SANTOS et al. (2006) e SOUSA et al., (2012),
neste estudo foi registrado caréncia de Cu sem a influéncia direta e significativa de seus
antagonistas, particularmente o Fe. Assim sendo, até o presente momento ndao se tinha
relatado a ocorréncia de AE priméaria de Cu na regido agreste do estado de Pernambuco,
tornando este trabalho o pioneiro nesta caracterizagdo. As causas de deficiéncia de minerais
sdo relacionadas a baixa concentracdo de micronutrientes na dieta (deficiéncia priméria) ou
incapacidade do animal para absorver minerais da dieta, mesmo quando a concentragdo de
micronutrientes na dieta € normal (deficiéncia secundaria). A utilizacdo de Cu a partir da dieta
é grandemente inibida pelo consumo de antagonistas, tais como Fe, S, Mo, e Zn (SUTTLE,
2010; LOPEZ-ALONSO, 2012).

Nas observacOes histopatologicas dos ovinos acometidos de AE neste surto, oS
achados também foram relatados por outros autores (BANTON et al., 1990; SANTOS et al.,
2006; GUEDES et al., 2007; OZKUL et al., 2012; SILVA et al., 2014 e OHFUJI, 2015). As
alteracdes observadas na medula espinhal apresentaram um padrdo simetrico afetando as
fibras nervosa, como também observado por BANTON et al. (1990). Tal como visto neste
surto de AE, achados mais importantes sdo a degeneracao dos axonios e da mielina no trato
cerebelar e motor da medula espinhal (RADOSTITS et al., 2007).

OHFUJI (2015) resalta que animais com tecido medular com alteragdo em sua
estrutura em casos de AE tém relacdo direta com alteracdes Wallerianas, em que é observada
degeneracdo de fibras nervosas mielinizadas, caracterizadas por inchago, fragmentacdo,
desintegracdo em fragmentos ou mesmo perda de axonios e distensdo das bainhas de mielina
contendo macrofagos amorfos, nimero aumentado de astrdcitos e proliferacdo capilar.

E importante considerar a sensibilidade que tem os cordeiros para desenvolver AE na
caréncia primaria de Cu, como foi constatado também, fato este explicado por ZATTA E
FRANCK (2007). Que no periodo critico do terco final da gestacdo, quando a mielina esta
sendo requerida mais rapidamente, a deficiéncia de Cu provoca uma diminuicdo da atividade
da COX, que leva a inibicdo do metabolismo aerobio e sintese de fosfolipidios. Assim, a
sintese de mielina € inibida, de forma semelhante para os efeitos da ingestdo excessiva de Zn,

que compete com Cu com metalotioneina hepatica.
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GALLAGHER E REEVE (1971) relataram uma relagdo direta entre a perda da
atividade da COX com a sintese prejudicada de fosfolipidios, que € dependente de um
fornecimento de ATP. As mitocdndrias hepéticas tornam-se incapaz de sintetizar
significativas quantidades de fosfolipidios. Segundo estes mesmos autores, uma diminuicao
moderada na COX, no entanto, ndo parecer ser crucial para a sintese de ATP, mas a
deficiéncia de Cu pode afetar o transporte de ATP sintetizado a partir mitocondria.

O motivo para a diminuicdo da sintese de mielina é a menor atividade da enzima
respiratéria citocromo-oxidase que tem de ions de cobre. A paralisia posterior observada e
ataxia neste caso podem ser associadas aos danos degenerativos estabelecidos nos neuronios
nos cornos ventrais da medula espinhal; condicdo que tem sido observado por diferentes
pesquisadores. Esse tipo de neurdnio contem quantidades elevadas desta enzima nas
mitocondrias. Essa € a razdo pela qual eles s@o os mais vulneraveis quando existe deficiéncia
de Cu (DINEV et al., 2005).

Para o correto diagnéstico e para compreender a influéncia de fatores relacionados
com o meio ambiente, € necessario identificar os fatores condicionantes por determinacdes
quimicas (ZATTA e FRANCK, 2007), como neste caso foram quantificados alguns
elementos, além do Cu, que tem acdo conhecidamente antag6nica. Estes autores reportam que
0 Mo, para ruminantes, € o elemento de maior interagdo no metabolismo do Cu, sendo
importante determinar ambos. Mais uma vez, pela analise dos dados, reforca-se a condi¢éo de
caréncia primaria destes animais, uma vez que seus antagonistas (Fe, Zn e Mo) estiveram em
valores normais e particularmente o Mo que teve dosagem muito baixa, considerando também
0 procedimento analitico de alto desempenho e sensibilidade para deteccdo de concentracfes

muito baixas dos elementos tracos, como foi utilizado neste estudo.

CONCLUSAO

Além das alteracbes histopatoldgicas encontradas no presente estudo,
concomitantemente com os dados clinicos e quantificacdo de Cu e seus antagonistas, 0s dados
registrados sdo amplamente suficientes para definir diagndstico de AE tardia em cordeiros por
caréncia primaria de Cu.

A caréncia de Cu em ovinos criados na regido agreste de Pernambuco é tema
importante a ser considerada na nutricdo mineral, devendo ser recomendado a suplementacéo
de Cu, visto que a caréncia primaria foi em consequéncia a insuficiente ingestdo deste

elemento traco pela dieta e ndo pela agéo de antagonistas como o Fe e Zn.
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6. RESPOSTA METABOLICA DE CORDEIROS ALIMENTADOS COM DIETAS
CONTENDO NIVEIS CRESCENTES DE GLICERINA BRUTA EM SUBSTITUICAO
AO MILHO

Emanuel Felipe de Oliveira FILHO?, Pierre Castro SOARES?", Caio Alves da COSTAS,
Gilcifran Prestes de ANDRADE?, Francisco Fernando Ramos de CARVALHO*, Daniel
Nunes de Aratjo GONCALVES®, Angela Maria Vieira BATISTA4*, Cleyton Charles Dantas
CARVALHO®

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da inclusdo de glicerina bruta contendo 80,5% de glicerol
sobre os parametros sanguineos de cordeiros em confinamento. Utilizaram-se 39 cordeiros
mesticos, sem padrdo de raca definido, machos ndo castrados, com quatro meses de idade e
peso corporal inicial de 21 kg = 0,8 Kg, distribuidos em blocos casualizado a quatro
tratamentos e dez repeticbes com niveis de inclusdo de 0, 6, 12 e 18% de glicerina bruta na
matéria seca (MS) da dieta. Coletas de sangue foram realizadas para analise de diferentes
biomarcadores no penultimo dia de experimento. N&o foram registrados efeitos significativos da
inclusdo de glicerina bruta em substituicdo do milho na dieta de cordeiros em relacdo aos
diferentes biomarcadores do perfil proteico, mineral e da atividade enziméatica. Quando ao perfil
energético, identificou-se efeito significativo apenas para a concentracdo plasmatica de glicose
(p=0,0003). Na analise de regressdo da concentracdo de glicose plasmatica de cordeiros, em
funcéo do nivel de consumindo de glicerina bruta associada a ureia em substituicdo ao milho,
verificou-se que quanto maior a inclusdo de glicerina bruta na dieta, maior a glicemia (r =
0,92; p<0001). A quantidade crescente de glicerina bruta na dieta de cordeiros em crescimento
em substituicdo ao milho tem carater gliconeogénico, além de que ndo provoca alteracéo
metabolica de parametros relacionados ao perfil energético, proteico, mineral e de atividade
enzimatica. A glicerina bruta pode ser fornecida até 18% por manter a eficiéncia de consumo e
promover boa resposta metabdlica.

Palavras-chave: Biodiesel, bioquimica clinica, glicerol, metabolismo, ovinos, subprodutos.

! Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia Veterinaria/ UFRPE.

2 Professor do Departamento de Medicina Veterinaria/lUFRPE. Rua Dom Manoel de
Medeiros, s/n, Dois Irmdos, Recife, PE. CEP: 52171-900. E-mail: pcastro.pe@gmail.com
(Autor para correspondéncia).

3 Programa de Pds-graduagdo em Zootecnia/UFRPE.

4 Professores do Departamento de Zootecnia/UFRPE.

®Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia Animal Tropical/UFRPE.

® Médico Veterinario do Laboratorio de Patologia Clinica/DMV/UFRPE.



mailto:pcastro.pe@gmail.com

64

ABSTRACT

Objective was to evaluate the effects of inclusion of crude glycerin containing 80.5% glycerol
on the blood parameters of lambs in confinement. They were used 39 crossbred lambs without
breed standard set, uncastrated male with four months of age and initial body weight of 21 kg
+ 0.8 kg, distributed in randomized blocks with four treatments and ten repetitions with
inclusion levels 0, 6, 12 and 18% crude glycerine in dry matter (DM) of the diet. Blood
samples were taken for analysis of different biomarkers in the penultimate day of the
experiment. significant effects of the inclusion of crude glycerin in place of corn in lambs diet
for the different biomarkers of protein profile, mineral and enzyme activity were not
registered. When the energy profile, it identified significant effect only for the plasma glucose
concentration (p = 0.0003). In regression analysis of plasma glucose concentration lambs,
depending on the level of consuming crude glycerine associated with urea replacing corn, it
was found that the higher the inclusion of crude glycerin in the diet, increased blood glucose
levels (r =0, 92, p <.0001). The increasing amount of crude glycerin in the diet of lambs
growing replacing corn has gliconeogénico character, and that does not cause metabolic
changes of parameters related to energy profile, protein, mineral and enzyme activity. The
crude glycerin can be provided up to 18% for maintaining the fuel efficiency and promote
good metabolic response.

Index terms: Biodiesel, by-products, clinical chemistry, glycerol, metabolic, sheep.

INTRODUCAO

A expressdo do crescimento da ovinocultura no Brasil vem ocorrendo nos ultimos
anos, como consequéncia da melhoria dos padrdes genéticos, das boas praticas sanitarias, do
adequado manejo alimentar e do bem estar animal, resultando no equilibrio produtivo
adequado. Préticas adequadas de manejo alimentar sdo cruciais para a melhoria na producao
das ovinos, evitando o surgimento de distarbios metabdlicos (LIMA et al., 2016). Dessa
forma, a utilizacdo de alimentos alternativos torna-se uma opcdo para diminuir 0s custos e
incrementar a producdo do rebanho, trazendo ao produtor melhor retorno financeiro. Neste
contexto, uma opcao que tem sido alvo de muitas pesquisas é a utilizacdo de co-produtos da
industria como componentes da dieta (ARAUJO et al., 2012).

Entre os diversos subprodutos agroindustriais utilizados atualmente na alimentacao de
ruminantes, destacam-se aqueles oriundos da producdo de biodiesel. A glicerina é o principal
coproduto gerado na producdo de biodiesel e, aproximadamente, 10 % do volume total de
biodiesel produzido correspondem a glicerina (DASARI et al., 2005).

O grande interesse na utilizacdo da glicerina bruta na alimentacdo animal é devido ao
seu valor energético (MENTEN et al., 2008). Do ponto de vista nutricional, a glicerina tem

surgido como uma fonte alimentar energética alternativa e promissora na alimentacéo animal,
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podendo substituir em parte, os concentrados energéticos da racdo, principalmente o milho
(FAVARO, 2010).

O glicerol é absorvido diretamente pelo epitélio ruminal, metabolizado no figado e
direcionado para a gliconeogénese pela acdo da enzima glicerol quinase, que 0 converte em
glicose. Parte do glicerol pode ser fermentada a propionato, no rdmen, que por sua vez é
metabolizado a oxaloacetato, por meio do ciclo de Krebs, no figado, e pode ser utilizado para
formar glicose pela via gliconeogénica. Assim, a glicerina bruta apresenta potencial de
aplicacdo como substrato gliconeogénico para ruminantes (KREHBIEL, 2008). Com a
perspectiva de reducdo nos precos, este produto (GB), tem surgido como opgao para
utilizagdo como macroingrediente na dieta de cordeiros em terminagdo, em substituicdo a
concentrados energéticos (KERR et al., 2007).

Além de servir como fonte de energia, o glicerol também pode ter efeitos positivos
sobre a retengdo de aminoacidos, inibindo a atividade das enzimas fosfoenolpiruvato
carboxiquinase e glutamato desidrogenase, resultando em economia dos aminoacidos
gliconeogénicos, favorecendo a deposicao de proteina corporal (CERRATE et al., 2006).

A dieta influencia diretamente o consumo e a digestibilidade dos nutrientes e, como
consequéncia imediata, o desempenho dos animais, bem como a composi¢do corporal e da
carcaca. No aspecto da analise do perfil metabdlico relacionado com a energia, proteina,
minerais e atividade enzimatica que reflete o funcionamento de diversos 6rgédos, muito pouco
é conhecido a respeito da inclusdo de GB na dieta de cordeiros em crescimento, em
substituicdo de alguma fonte de energia, como o milho. Apenas um artigo foi desenvolvido
caracterizando o comportamento de alguns biomarcadores do perfil energético em caprinos
recebendo dietas com GB (CHANJULA, 2014), tendo trabalhos que reportam parametros de
desempenho animal e caracteristicas de carcaca, faltando estudos que reportem a resposta
metabdlica em ovinos.

Sendo assim, objetivou-se avaliar a resposta metabdlica de cordeiros alimentados com
niveis crescentes de glicerina bruta em substituicdo ao milho, sobre as caracteristicas nos

perfis energético, enzimatico, proteico e mineral.
MATERIAL E METODOS
O experimento foi executado no Setor de caprinos e ovinos da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado no municipio de Recife, Pernambuco, e situado

sob as coordenadas geograficas de 8°04°03’S e 34°55°00°°W, no periodo de dezembro de
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2014 a fevereiro de 2015. Foram utilizados 39 cordeiros machos, ndo castrados, sem padrdo
racial definido (SPRD), com quatro meses de idade e peso corporal médio inicial de 21,0+0,8
kg, alojados em galp&o desinfetado constituido de baias individuais, com dimensdes de 1,0m

x 1,8m, providos de bebedouros e comedouros individuais.
ol I l'

Imagem 1. Cordeiros distribuidos nos grupos experimentais com niveis de 0; 6; 12 e 18 % de
inclusédo de glicerina bruta, experimento realizado no Departamento de Zootecnia da UFRPE.

Antes do periodo de adaptacdo as dietas experimentais todos os animais foram
identificados com brincos e submetidos a coleta de fezes para analise parasitoldgica, pela
contagem de ovos por grama (OPG) e realizacdo do controle de ecto e endoparasitos com uso
de ivermectina. Os animais também foram imunizados contra clostridioses, suplementados
com composto vitaminico ADE e tratados com quimioterapico a base de sulfonamida, como
medida profilatica contra coccidioses no periodo de adaptacéo.

Dois dias ap0s a chegada ao galpdo, os animais foram submetidos a jejum de 16 horas,
pesados e distribuidos casualmente em quatro tratamentos, com dez repeticbes cada, para
serem adaptados aos niveis de 0; 6; 12; e 18 % de inclusdo de glicerina bruta, em substitui¢do
ao milho, na dieta. A glicerina bruta (Imagem 2) foi obtida da producéo de biodiesel a partir
do dleo do caroco de algoddo na Unidade de Bioenergia do Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE), no municipio de Caetés, Pernambuco, e sua composicao

fisico-quimica é apresentada na Tabela 1.
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Imagem 2. Acondicionamento da glicerina bruta em tonel no Departamento de Zootecnia da
UFRPE.

Tabela 1 — Composicdo fisico-quimica da glicerina bruta

Item g/Kg?! MS
Matéria Seca (g/Kg™* MN) 899,0
Glicerol 805,0
Extrato Etéreo 435,0
Proteina Bruta 16,0
Matéria Mineral 111,0
Na 53,0
Metanol 382,0
Densidade (g/cmd) 0,97

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados com periodo
experimental de 90 dias, sendo os 24 primeiros destinados a adaptacdo dos animais as
instalacGes, as dietas e a0 manejo, e 0s 66 seguintes para coleta e avaliacdo de amostras e
dados. A glicerina bruta foi misturada ao concentrado a fim de homogeneizar os ingredientes
e as dietas fornecidas aos animais foram formuladas para serem isoproteicas, de forma a
atender as exigéncias nutricionais de um cordeiro em crescimento, visando ganho médio
diério de 0,250 kg, de acordo com as recomendacdes nutricionais do NRC (2007), conforme
Tabela 2.
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Tabela 2. Composicao percentual dos ingredientes e composicao quimica das dietas

Ingredientes (%) Niveis de Glicerina Bruta (%0)
0 6 12 18

Feno de Tifton 40,00 40,00 40,00 40,00
Milho Grao 40,35 34,10 27,85 21,60
Farelo de Soja 17,00 17,00 17,00 17,00
Glicerina Bruta 0,00 6,00 12,00 18,00
Ureia:AS 0,50 0,75 1,00 1,25
Suplemento Minerall 1,50 1,50 1,50 1,50
Calcério Calcifico 0,30 0,30 0,30 0,30
Fosfato Bicalcico 0,35 0,35 0,35 0,35
Composicédo Quimica (g.kg-1 MS)

Matéria Seca (g.kg-1 MN) 890,1 891,4 893,9 892,0
Matéria Orgéanica 965,7 958,2 957,0 955,0
Matéria Mineral 47,8 52,9 55,4 56,0
Proteina Bruta 153,4 153,7 154,3 155,1
Extrato Etéreo 39,5 40,6 41,7 42,4
Fibra em Detergente Neutro2 488,7 474.,9 467,5 458,3
Carboidratos Nao Fibrosos 290,8 286,0 283,5 279,2
Nutrientes Digestiveis Totais3 689,0 694,3 694,5 689,8

1Niveis de garantia (nutrientes/kg): Calcio-150g; Enxofre-12g; Fdsforo-65g; Magnésio-
6.000mg; Sodio-107g; Cobre-100mg; Cobalto-175mg; Ferro-1000mg; Flior maximo-650mg;
lodo-175mg; Manganés-1440mg; Selénio-27mg e Zinco-6000mg. 2Fibra em Detergente
Neutro foi corrigida para cinzas e proteinas. 3Estimado em ensaio de digestibilidade.

As dietas foram fornecidas na forma de mistura completa em comedouros individuais
duas vezes ao dia, as 08h00 e as 16h00. Para estimar o consumo voluntario, as sobras foram
recolhidas e pesadas antes de cada arragcoamento; em seguida, o consumo foi mensurado pela
diferenca entre a oferta de racdo e sobra de cada animal. A quantidade fornecida foi ajustada a
cada dois dias, baseada na ingestdo voluntéaria do animal com estimativa de sobras de 10 %.
Foram coletadas semanalmente amostras das dietas fornecidas e das sobras por animal e
tratamento, bem como dos alimentos utilizados para formular as dietas, para posterior analise

de controle bromatoldgico das dietas.
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Imagem 3. Acondicionamento do concentrado utilizado no experimento e da Glicerina Bruta,
evidenciando a inclus&o da glicerina nos niveis de 0; 6; 12; e 18 %, experimento realizado no

Departamento de Zootecnia da UFRPE.

A fim de avaliar o status energético e proteico, além do perfil enziméatico e mineral dos
animais, ao penultimo dia do experimento foram realizadas colheitas de aproximadamente 8,0
ml de amostras de sangue, 8 horas ap0os fornecimento das dietas, por puncdo da veia jugular
em tubos vacutainers®, alguns contendo fluoreto de sodio e EDTA a 10% e outros sem
anticoagulante com gel ativador da coagulacdo. As amostras com anticoagulante foram
centrifugadas imediatamente apds a colheita a 2.500 rpm para obtencdo do plasma, enquanto
que aquelas sem anticoagulante foram acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo
sintético por um periodo de 50 minutos antes de serem centrifugadas a 2.500 rpm para
obtencdo do soro.

As aliquotas de soro e plasma foram colocadas em tubos ependorffs® e armazenadas a
temperatura de -20°C até as dosagens dos indicadores bioquimicos. Os biomarcadores
avaliados foram: ureia, creatinina, acido Urico, proteina total, aloumina, globulina, glicose,
frutosamina, colesterol, triglicerideo, lactato, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gamaglutaminotransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), calcio,
fosforo e magnésio. A concentracdo de globulina foi determinada pela diferenca entre as
concentracBes séricas de proteina total e albumina. As determinacdes bioquimicas foram
realizadas em analisador bioquimico automatizado LABMAX 240 (LABTEST), utilizando-se
Kits bioquimicos LABTEST.
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O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com quatro
tratamentos e dez repeticdes, sendo o peso inicial dos animais o critério para formacao dos blocos.
As variaveis estudadas foram interpretadas por meio de analises de variancia e regressao em
funcdo dos niveis de inclusdo de glicerina bruta, ao nivel de significancia de 5%, utilizando-se o
procedimento estatistico GLM do pacote computacional SAS (2009) e as médias foram
comparadas aplicando-se o teste Tukey (P<0,05). Os tratamentos foram analisados segundo o
modelo estatistico: Yijk = m+ Ai + eij, onde: Yij = é a observacgéo j, referente a glicerina i; m
= € a constante geral; Ai = é o efeito do nivel de inclusdo da glicerina i, i= 0, 6, 12 e 18%); eijk
= erro aleatdrio associado a cada observagdo Yijk.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram registrados efeitos significativos da inclusdo de glicerina bruta em substituicdo
do milho na dieta de cordeiros em relagéo aos diferentes biomarcadores do perfil proteico (Tabela
3), mineral e da atividade enzimatica (Tabela 4). Quanto ao perfil energético, identificou-se efeito
significativo para a concentracdo plasmatica de glicose (p=0,0003). Na analise de regressdo da
concentracdo de glicose plasmatica de cordeiros, em funcdo do nivel de consumindo de
glicerina bruta associada a ureia em substituicdo ao milho, verificou-se que quanto maior a
inclusdo de glicerina bruta na dieta, maior a glicemia (r = 0,92; p<0001) (Figura 1). Aos
demais biomarcadores do perfil energético, ndo foram registrados efeitos, com nivel de
significancia variando de p=0,6976 para triglicerideos (Tabela 3).

O perfil da glicemia faculta a compreensdo de que ocorreu efetiva fermentacdo no
ambiente ruminal para a melhor producao de propionato, com a inclusdo de GB, refletindo na
producdo de glicose no figado dos cordeiros que consumiram GB. Segundo KREHBIEL
(2008), a GB € um coproduto com elevado potencial de aplicacdo gliconeogénico para
ruminantes, pois o glicerol tem sua absorcao pelo epitélio ruminal e € metabolizado no figado,
sendo direcionado para a gliconeogénese através da enzima glicerol quinase, tendo como
resultado a conversdo em glicose. Além disso, a porc¢do do glicerol ndo absorvida pode sofrer
fermentacdo e gerar o propionato no rumen, sendo metabolizado e transformado em
oxaloacetato pelo ciclo de Krebs no figado, podendo formar a glicose pela via gliconeogénica.
Este estudo comprova a glicerina como precursor gliconeogénico através do efeito linear que
a glicose revelou, demonstrando que quanto maior o nivel de participacdo da glicerina na
dieta de cordeiros, maior sera a gliconeogénese. Da producéo total de glicose, cerca de 90% é

de origem na gliconeogénese hepatica, e segundo KOZLOSKI (2011), hd uma alta correlagédo
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entre consumo de energia digestivel da dieta, absor¢do de propionato e sintese gliconeogénica
no figado.

Resultados semelhantes a este trabalho foram descritos por CHUNG et al. (2007),
onde observaram que a inclusdo de glicerina proporcionou maiores teores de glicose
circulantes no plasma sanguineo das vacas que receberam glicerina comparado as que nédo
receberam. WANG et al. (2009) obtiveram resultados similares adicionando glicerol a dieta
de vacas com 4 a 63 dias em lactacdo, sendo verificado maiores concentragcdes de glicose no
plasma, com balango energético positivo, sendo observado também menor perda de peso dos
animais alimentados com glicerol.

GUNN et al. (2010a) avaliaram a incluséo de 15, 30 ou 45% de glicerina com 89,5%
de glicerol, na dieta de cordeiros e observaram que as concentracdes séricas de glicose e
insulina diminuiram com a inclusdo de glicerina, podendo estar associado com a menor
ingestdo de matéria seca conforme a glicerina foi acrescentada na dieta. Outra possivel
explicacdo é que a diminuicdo das concentragfes de amido nas dietas com maior teor de
glicerina pode ter afetado a taxa de passagem, o que resulta em menor fermentacdo ruminal e
maior absorcdo no intestino delgado. Em relacdo aos dados destes autores, houve um
diferencial nos niveis de oferta de GB, quando neste estudo o menor nivel foi de 15% de GB,
e este nivel foi limitante para o consumo de nutrientes apresentando uma resposta metabolica
inferior aos dados no presente estudo.

DEFRAIN et al. (2004), em seu estudo sobre o efeito do glicerol em vacas leiteiras,
observaram que nao houve diferencas no periodo pré-parto quanto aos niveis de glicose,
insulina ¢ AGNE’s. Porém no p6s-parto, foram verificados menores teores de glicose, quando
o glicerol for incluido como fonte exclusiva na alimentacéo, tornando assim desfavoravel seu
uso. Porém, segundo CHUNG et al. (2007), maiores pesquisas sdo necessarias para elucidar
melhor este mecanismo, ja que a utilizacdo da glicerina tende a gerar um indice glicémico
maior.

Os valores de frutosamina se apresentaram acima dos valores de referéncia, fato que
pode ser relacionado ao aumento da glicose, ja que os niveis de albumina estdo dentro dos
valores de referéncia (KANEKO et al., 2008). Este fato pode ser justificado ja que a
frutosamina por ser formada na reacdo ndo enzimatica da glicose com grupos aminas das
proteinas (albumina e 1gG), além de ser uma cetoamina estavel, sua concentracdo sérica €
controlada pelo balanco entre sintese e eliminacdo de compostos proteicos e de glicose
(FILIPOVIC et al., 2011).
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Segundo FERNANDES et al. (2012), as concentracdes de colesterol podem se elevar
caso ocorra uma mobilizacdo de reservas lipidicas ocasionadas em situacdo de déficit
energético, o presente estudo sugere que este fato ndo ocorreu, ja que as concentragdes séricas
do colesterol se encontram dentro dos valores de referéncia (KANEKO et al., 2008).

O figado tem a capacidade de sintetizar apenas cerca de 15% de triglicerideos, sendo a
sua maior producdo a nivel de tecido adiposo. O presente estudo constatou que a glicerina ndo
interferiu nas concentracdes e sintese de triglicerideos, ja que estes compostos estdo dentro
dos valores de referéncia (KANEKO et al., 2008). A condi¢do adequada dos parametros para
avaliar o perfil energético neste experimento esta relacionada com os dados de consumo de
nutrientes, digestibilidade e desempenho destes animais, em que ANDRADE (2015) verificou
haver influéncia da respectiva dieta no consumo de matéria seca, sugerindo que o glicerol
aumentou a eficiéncia de utilizacdo de energia da dieta pelos micro-organismos no rumen e
organismo animal, e que incluséo até 18% de glicerina bruta parece ndo ter causado danos ou
modificagcdes severas no ambiente ruminal ao ponto de prejudicar o consumo dos animais
(ANDRADE, 2105).

Em estudo realizado com cabras, CHANJULA et al. (2014) avaliaram os efeitos da
suplementacdo dietética com glicerina na digestibilidade de nutrientes, fermentacdo ruminal,
metabolitos sanguineos e balango de nitrogénio, verificaram que a média de glicemia e as
concentracdes de volume globular ndo foram afetadas (p>0,05) pelos tratamentos dietéticos,
enquanto que a concentracdo serica de insulina aumentou linearmente (p=0,002) com o
aumento da quantidade de suplementacdo de glicerina bruta. Neste artigo, verifica-se que,
embora ndo tenha havido influéncia da inclusédo de GB, os dados revelam aumento nas médias
da concentracdo plasmatica de glicose conforme foi registrado neste estudo. Com base no
estudo de CHANJULA et al. (2014), os niveis de glicose até 20% em racdo total pode ser
eficientemente utilizados para cabras e este estudo elucida uma boa abordagem para explorar
0 uso da producéo de biodiesel para a producao de cabra.

No perfil proteico a ureia, acido Urico, proteina total, albumina e globulina ndo foram
influenciadas a medida que se substitui milho por glicerina bruta (P>0,05), além de que o0s
valores se mantiveram dentro dos valores de referéncia para a espécie (KANEKO et al.,
2008). Evidenciando, assim, que a utilizacdo da GB ndo acarreta em efeitos deletérios a nivel
hepatico e em outros 6rgaos, ndao causa modificacdes na utilizacdo dos nutrientes pelos
microrganismos no rumen e proteina microbiana ou dietética, aléem de ndo alterar a
disponibilidade de aminoacidos na sintese proteica (WITTWER, 2000). Avaliando os dados

de consumo de proteina bruta destes animais (ANDRADE, 2015), e o perfil dos marcadores
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do perfil proteico, apresentou efeito quadratico (P<0,05), onde pode ser observado aumento
no consumo de proteina bruta até o nivel de 10,8% para estimativa de consumo maximo de
241,55 g/dia, que pode ser explicado pelo aumento do CMS até o nivel 10,9% de substituicéo,
ja que as dietas foram isoproteicas.

Considerando a resposta metabolica destes animais, 0s dados aqui apresentados estao
coincidentes com o que relatou ANDRADE (2015), em que o glicerol pode ter fornecido
energia suficiente aos micro-organismos ruminais para degradacdo de fontes nitrogenadas,
bem como aproveitamento deste nitrogénio para a sintese de proteina microbiana.
KOZLOSKI (2011) afirma que entre 60 a 95% dos compostos nitrogenados que séo digeridos
no abomaso e absorvidos no intestino delgado sdo oriundos da proteina microbiana formada
no ramen, que sé é possivel de ser produzida quando houver disponibilidade de energia aos
micro-organismos. Os micro-organismos do rumem destes animais utilizaram efetivamente
boa parte do nitrogénio disponivel no rimen para a sintese proteica microbiana, ja que a
concentracdo de ureia no sangue sinalizou normalidade do figado. Sabe-se que a concentracao
sanguinea de ureia reflete diretamente o aporte proteico na ragéo, a relacdo energia-proteina
da dieta, bem como é resultado da absorcdo de aménia do rimen e do metabolismo proteico
nos tecidos do animal (ARAUJO et al., 2012).

O perfil enziméatico ndo foi influenciado com a substituicdo do milho pela glicerina
bruta (P>0,05), embora tenha sido observada menor atividade da ALT e aumento da atividade
da GGT, evidenciando uma maior participacdo hepatica no metabolismo do organismo, ja que
a glicerina fornecida € altamente energética. Porém este aumento ndo provocou efeito em
funcdo dos diferentes niveis de GB na dieta, evidenciando o adequado funcionamento do
figado, mesmo para os animais que receberam maior nivel de GB.

O perfil mineral ndo sofreu influéncia da inclusdo de GB na dieta, embora seja
possivel constatar que a concentracdo de Ca estava inferior aos valores de referéncia para a
espécie ovina e que o P encontrava-se acima, configurando uma relacdo Ca:P também
diferenciada. O P é um elemento importante no metabolismo celular, tendo a participacéo
direta em alguns mecanismos no metabolismo energético, carboidratos, lipidios, proteinas e
acidos nucleicos. Os resultados encontrados sugerem que a utilizacdo da glicerina aumenta a
concentracdo de fésforo pela atuacdo do elemento nos mecanismos bioquimicos energéticos
(BACILA, 2003). Os niveis de P séricos sdo mais altos em animais em fase de crescimento do
que em adultos, pela rapida mobilizacdo do tecido 6sseo, 0 que foi comprovado no presente
estudo, pois 0s animais tinham em média quatro meses de idade, o que corrobora com a

literatura (KANEKO et al.,, 2008). Importante considerar o comportamento do Ca em



74

cordeiros recebendo dietas com GB, uma vez que o Ca pode sofrer uma maior utilizacdo e
absorcdo pelo organismo, haja vista que a homeostase do Ca pode ter relacdo direta com o
maior consumo de Ca pela dieta, mas também pode estar relacionado a interferéncia de
componentes que sejam capazes de antagoniza-lo, tornando-o indisponivel (GONZALEZ,
2006).

Mesmo diante do perfil mineral observado neste experimento, os niveis de GB
ofertados ndo foram suficientes para desencadear sindromes metabdlicas graves, uma vez que
0 desempenho animal ndo foi comprometido. Com isso 0 seu uso é indicado como

componente na dieta de cordeiros em substituicdo a outras fontes energéticas.
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Tabela 3. Valores médios, desvios-padrao e nivel de significancia (p) de parametros bioquimicos do sangue de cordeiros consumindo dietas contendo

glicerina bruta associada a ureia em substitui¢do ao milho

Niveis de glicerina bruta (% da MS) P-valor Valores de
Parametros 0 6 12 18 Referéncia
Perfil Proteico Linear Quadratico
Ureia (mmol/L) 3,15+0,30 2,92+0,54 3,04+0,59 2,91+0,02 0,6033 0,7612 2,86 -7,141
Creatinina (umol/L) 42,71+17 54 38,13+6,10  33,55+11,44  38,13%6,10 0,1657 0,2212 106,0 — 168,01
Acido urico (mmol/L) 3,57+1,19 2,38+1,19 2,38+1,78 1,78+0,59 0,2177 0,3481 0,0 - 113,0*
Proteina Total (g/L) 73,719,9 74,7+6,2 76,8+10,7 73,418,0 0,4450 0,4410 60 - 79*
Albumina (g/L) 29,1+3,7 29,5+2,2 29,744,1 29,3+3,1 0,6561 0,6807 24 — 30,0t
Globulina (g/L) 44,746,9 45,2+4.9 47,146,9 44,1455 0,3905 0,3752 35-571
Perfil Energético
Glicose (mmol/L) 2,42+0,38 3,27+0,98 3,16+0,69 3,88+0,75 0,0039 0,8402 2,78-4,441
Frutosamina (umol/L) 181,33+16,46 179,91+10,94 183,81+19,58 176,16+14,48  0,6497 0,5299 172,0+2,02
Colesterol (mg/dL) 1,5140,33 1,60+0,30 1,59+0,37 1,6740,24 0,7144 0,9453 1,35-1,97*
Triglicerideos (mg/dl) 0,20+0,06 0,19+0,05 0,22+0,07 0,19+0,03 0,6976 0,7010 0,10 - 0,341
Lactato (mmol/L) 4,17+1,17 5,45+1,80 5,11+1,39 5,31+1,20 0,1471 0,2803 1,0-1,33!

Fonte: 'Kaneko et al. (2008); 2Cantley (1991)
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Tabela 4. Valores médios, desvios-padrao e nivel de significancia (p) de pardmetros de atividade enzimética e perfil mineral do sangue de cordeiros

consumindo dietas contendo glicerina bruta associada a ureia em substituicdo ao milho

Niveis de glicerina bruta (%MS) P-valor Valores de
Parametros 0 6 12 18 Referéncia
Atividade Enzimatica Linear  Quadratico

ALT (U/L) 17,4145,09 16,33+3,77 13,17+3,91 12,88+4,66 0,3007 0,7549 30,0+4,0!
AST (U/L) 138,67+31,08 141,43+20,05 149,28+21,73 153,43+36,12  0,7767 0,9450 60-280*
GGT (U/L) 75,84+13,57  66,89+10,35 79,83+10,51  72,64+8,98 0,8910 0,8214 20-521
FA (U/L) 438,51+224,71 361,61+98,47 282,31+£79,43 287,37+94,90 0,1231 0,4005 68-3871

Perfil Mineral

Ca (mmol/L) 1,83+0,24 1,56+0,38 1,82+0,33 1,61+0,43 0,6272 0,7594 2,88-3,20*

P (mmol/L) 2,97+0,55 3,14+0,66 3,11+0,67 2,75+0,65 0,4219 0,2004 1,62 -2,36*
Ca:P (mmol/L) 0,63+0,11 0,52+0,17 0,60+0,13 0,60+0,15 0,3003 0,2748 1:4-1:62

Mg (mmol/L) 1,34+0,25 1,19+0,24 1,24+0,22 1,13+0,17 0,4933 0,8199 0,31-0,90*

Fonte: 'Kaneko et al. (2008), 2Barioni et al (2001).
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Figura 1. Representacdo gréfica da anélise de regressdo da concentracdo de glicose plasmaética de
cordeiros, em funcdo do nivel de consumindo de glicerina bruta associada a ureia em substituicao
ao milho.

CONCLUSAO

As concentracOes plasmaticas de glicose sofrem influéncia linear positiva pela quantidade
crescente de glicerina bruta na dieta de cordeiros em crescimento em substituicdo ao milho,
sendo, portanto com acgdo gliconeogénica, além de que a inclusdo de glicerina na dieta nédo
provoca alteracdo metabdlica de demais parametros relacionados ao perfil energético, proteico,
mineral e de atividade enzimatica. A glicerina bruta pode ser fornecida até 18% por manter a

eficiéncia de consumo e promover boa resposta metabdlica.
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