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mune function of calves fed diet tifton (Cynodon spp.) hay.] Influéncia da suplementacdo
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Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques
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Vitamins are organic compounds which are required in small quantities in the body,
however essential for the metabolic functions. They participate in numerous metabolic
reactions, physiological and immune cells, needed to maintain animal health, as well as
act as immunostimulants. Although the diet rich in fresh green foliage provides sufficient
amounts of vitamin A, D and E, intensive supplementation with food stored in the form of
hay or silage can reduce up to 50% of the levels of these vitamins in food. Given this, the
proposal of this study was to verify how the parenteral administration of vitamins ADE
acts as immunostimulant in steers fed exclusively with hay of tifton. For that, 14 cattle
were divided into two homogeneous groups: Group S, supplemented with vitamin A, D e E
given in a single intramuscular dose of 30mL, and Group C without supplementation. Both
groups were housed in private stalls and fed with hay for a period of three months. Immu-
ne evaluation was performed by blood count and testing of leukocyte function (oxidative
metabolism and phagocytosis) in the moments before treatment, three and ten days after
the treatments. Considering that supplementation with vitamin A, D e E increased the per-
centage of granulocytic cell activity and the intensity of the activity of mononuclear cells,
as well as intensified the antioxidant effect prolonging the survival of red blood cells and
neutrophils, it can be concluded that this treatment had a beneficial effect on the immune
response of Holstein calves, despite the damaging effects of exclusive feeding hay, and the
partially deprivation of solar incidence.

INDEX TERMS: Vitamin A, D and E, immune function, calves, tifton, Cynodon spp., hay, cattle, phago-
cytosis, ROS, hemogram.

RESUMO.- As vitaminas sdo compostos organicos necessa-
rios em poucas quantidades no organismo, todavia indis-
pensaveis para as fun¢des metabdlicas. Elas se inserem em
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indmeras reacdes metabdlicas, fisiolégicas e imunes das
células, necessarias para a manutencdo da satide animal,
além de atuarem como imunoestimulante. Embora a dieta
rica em folhagens verdes frescas forneca quantidades su-
ficientes de vitaminas A, D e E a suplementacdo intensiva
com alimentos conservados na forma de feno ou silagem
pode reduzir em até 50 % dos teores destas vitaminas no
alimento. Diante disso, a proposta do trabalho foi verificar
se a administracdo parenteral de vitaminas A, D e E age
como imunoestimulante em garrotes estabulados e alimen-
tados exclusivamente com feno de tifton. Para tanto 14 bo-
vinos foram divididos em dois grupos homogéneos, sendo



454 Endrew R.M. Martins et al.

o grupo S, suplementado com vitamina A, D e E em dose
unica de 30 mL por via intramuscular; e o grupo C, sem
suplementa¢do. Ambos os grupos foram alojados em baias
parcialmente privadas de sol, e alimentados com feno por
um periodo de trés meses. A avaliagdo imune foi realizada
por hemogramas e ensaio de func¢do leucocitaria (metabo-
lismo oxidativo e fagocitose) nos momentos antes do trata-
mento, trés e dez dias apds os tratamentos. Tendo em vista
que a suplementacdo com polivitaminicos A, D e E aumen-
tou a porcentagem da atividade de células granulocitica e
a intensidade da atividade de células mononucleares, além
de intensificar o efeito antioxidante prolongando a sobre-
vida de hemacias e neutroéfilos, conclui-se que esta suple-
mentacdo promoveu efeito benéfico na resposta imune de
bezerros da Raca Holandesa, apesar dos efeitos deletérios
da alimentacdo exclusiva com feno e da privagdo parcial da
incidéncia solar direta.

TERMOS DE INDEXAGAO: Vitaminas A, D e E, funcdo imune, be-
zerros, capim-tifton, Cynodon spp., feno, bovino, fagocitose, ERO,
hemograma.

INTRODUCAO

O uso de suplementagcdo com vitaminas para bovinos, es-
pecialmente A, D e E, é uma pratica comum na pecudria,
seja no intuito de aumentar a produtividade (Carnagey et
al. 2008, Baldin et al. 2013), prevenir incidéncia de doencas
(Ferreira et al. 2007) ou como adjuvante no tratamento de
doencas infecciosas (Mukherjee 2008, Lopes et al. 2009).

Estes efeitos benéficos estdo correlacionados com a
maior efetividade do sistema imune, observado por me-
nor estresse oxidativo e maior atividade fagocitica e bac-
tericida dos fagdcitos bovinos (Paschoal, Zanetti & Cunha
2003, Bouwstra et al. 2008, Urban-Chmiel et al. 2009), de-
vido a melhorias na sinalizagio intracelular de neutrdfilos
e maiorrproducio de espécies reativas de oxigénio (ERO),
que embora seja benéfica para a eliminacdode patogenos fa-
gocitados, destroe as células hospedeiras quando o sistema
antioxidante nao é efetivo (Higuchi & Nagahata 2000). Esta
lipoperoxidagao de membranas de células sadias resulta em
necrose celular e consequentemente progressao da infla-
magao via liberagdo de citocinas inflamatérias intracelula-
res (Riegel 2002, Lambeth 2004, Carnagey et al. 2008).

Apesar das vitaminas funcionarem como imunoestimu-
lantes, alguns autores ndo encontraram vantagens na su-
plementagao destas vitaminas em bovinos, sugerindo que a
prépria alimentacdo, quando composta por forragens fres-
cas e exposicao ao sol ja seriam suficientes para o animal
atingir o requerimento destes nutrientes (Ferreira et al.
2007, Politis 2012). No entanto, em periodos de mudancas
climaticas a oferta de forragem diminui, bem como o valor
nutricional das pastagens, sendo muito comum, a suple-
mentacdo intensiva com alimentos conservados na forma
de feno ou silagem, processo que pode reduzir em até 50%
os teores de vitamina A e E no alimento (McDowell et al.
1996). Além disto, animais estabulados sofrem privacio de
luz solar, reduzindo a sintese de vitamina D no organismo
(McDowell et al. 1996).

Pouco se sabe sobre a influéncia do efeito da suplemen-
tacdo frente a uma dieta potencialmente deficiente nestas
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vitaminas como unico desafio imunoldgico. A maioria das
pesquisas conduziram seus estudos em animais submeti-
dos a desafios imunolégicos complexos como o transpor-
te (Urban-Chmiel et al. 2009), o inicio da lactagdo (Calde-
ron et al. 2007, Ferreira et al. 2007, Bouwstra et al. 2008,
Graugnard et al. (2012) ou em animais doentes (Mukherjee
2008, Lopes et al. 2009), ndo ficando claro se a suplementa-
¢do vitaminica apresentaria efeito em desafios mais ténues.
Assim, considerando que animais estabulados e alimen-
tados somente com feno de tifton podem estar com déficit
destas trés vitaminas, este trabalho tem o intuito de verifi-
car se a administracdo parenteral de vitaminas ADE pode
agir como imunoestimulante em bovinos jovens sadios.

MATERIAL E METODOS

0 delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, no qual
14 bovinos sadios da raca holandesa, machos, com idade de 10
meses (+2 meses) e peso de 300 kg (25 kg), foram alojados em
baias com privagdo parcial de incidéncia solar, com cama de ma-
ravalha, acesso a 4gua ad libitum e alimentados exclusivamente
com feno de tifton duas vezes ao dia. Todos os animais nasceram
a termo e mamaram colostro. Foram encaminhados a Clinica de
Bovinos e Pequenos Ruminantes da Faculdade de Medicina Vete-
rinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP) aos
15 dias de vida e permaneceram neste setor até o inicio do expe-
rimento. Foram desmamados aos 60 dias de vida pesando apro-
ximadamente 60 kg (5 kg) e vermifugados (albendazole via oral
na dose de 10mg/kg) aos 2 e aos 8 meses de idade. Semanalmente
foram submetidos a exames fisicos e hemograma como critério
de sanidade, ndo evidenciando alteragdes nestes exames. A par-
tir dos 7 meses de idade o concentrado (novilhina- Purina®- 2kg/
animal/dia) foi removido da alimentacdo e manteve-se a dieta
exclusivamente com feno de Capim-Tifton (Cynodon spp.). Aos 10
meses de idade, os bovinos foram distribuidos em dois grupos ho-
mogéneos (com sete animais cada), sendo o grupo controle (C)
composto por animais que ndo receberam nenhum tipo de su-
plementacdo e o grupo suplementado (S), por animais que foram
tratados com vitaminas A, D e E (Adevita, Vétoquinol®, SP, Brasil)
em dose tnica de 30mL (6x10°¢ UI de vitamina A; 1,2x10° UI de
vitamina D3 e 1,8x102 Ul de vitamina E) por via intramuscular.

Amostras de sangue foram colhidas por venopung¢do em tubos
contendo anticoagulante EDTA K,, para realizagdo do hemograma,
e em tubos contendo anticoagulante heparina para avaliagdo da
funcao leucocitaria. Os momentos de colheita avaliados foram aos
20 minutos antes da aplica¢io das vitaminas (momento zero, M0),
trés (M1) e dez dias ap6s (M2) a aplicacdo das vitaminas.

Os numeros totais de eritrdcitos e leucdcitos foram mensura-
dos pelo analisador automatico de hematologia (ABC Vet®, mar-
ca ABX™ Horiba, Montpellier, Franga), a contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada por esfregagos sanguineos corados pela
técnica de Rosenfeld, e a diferenciacdo do padrdo leucocitario foi
determinada ao microscopio o6ptico.Para verificacdo da funcdo
leucocitaria, avaliou-se a capacidade de fagocitose de Staphylococ-
cus aureus e producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pela
oxidagdo da 2.7’ diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-
-DA) na molécula fluorescente de diclorofluoresceina (DCF) pelo
perdxido de hidrogénio intracelular, com e sem estimulo in vitro
exercido pela fagocitose de S. aureus, por citometria de fluxo, de
acordo com as técnicas utilizadas por Kampen et al. (2004).

As células sanguineas foram incubadas com 200uL de DCFH-
-DA (0,3mM) e/ou com 100uL de S. aureus (ATCC 25923) corada
com iodeto de propidio (PI; n? catalogo P4170, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a 37°C por 30 minutos. Posteriormente as reagdes
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foram interrompidas pela adi¢do de 2000uL de solugdo gelada de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (3mM), e em seguida,
procedeu-se duas lises hipotonicas das hemacias. As amostras fo-
ram ressuspendidas em Phosphate Buffered Saline - Tampao Fos-
fato Salino (PBS) e lidas no citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Diego, CA). O aparelho
estava ligado ao computador com o software CellQuest (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems™), sendo analisados 20 mil
eventos. Primeiro separou-se as populag¢des celulares de acordo
com a dispersdo celular em tamanho (FSC) e granulosidade (SSC).
Posteriormente, para cada populagio (granuldcitos e céluas mo-
nonucleares), avaliou-se a capacidade de fagocitose de SaPI e pro-
ducido de ERO basal e estimulada pela bactéria S. aureus analisadas
em porcentagem e em intensidade média de fluorescéncia (IMF).

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o sof-
tware estatistico Instat Graphpad. Para a avaliagdo das diferencas
entre as médias dos resultados obtidos, foram realizados os testes
de analise de variancia ANOVA One-way (Unstacked) para dados
com distribui¢do normal. Para todos os resultados, diferiram es-
tatisticamente as analises que apresentaram nivel de significancia
menor ou igual a 5 % (P < 0,05), e tendéncia estatistica as que
apresentaram nivel de significancia maior que 5% e menor ou
igual a 10% (0,05>P < 0,1) (Sampaio 1998).

RESULTADOS

Osresultados das analises realizadas pela citometria de flu-
xo do grupo C e do grupo S estdo apresentados nos Quadros
le?2.

Pode-se observar diferenca estatistica entre os grupos
para as variaveis: porcentagem de granuldcitos, porcenta-
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gem de granuldcitos que produziram ERO, porcentagem de
células mononucleares e porcentagem de células mononu-
cleares que produziram ERO em todos os momentos. Po-
rém, em cada grupo, o tratamento nao influenciou nestas
respostas, indicando que estas influéncias foram individu-
ais e ndo pelo tratamento. A porcentagem de granuldcitos
que fagocitaram se manteve constante no grupo S e tendeu
a diminuir no grupo Cno M1 (P=0,1) apresentando tendén-
cia a serem diferentes entre os dois grupos nos M1 (P=0,1)
e M2 (P=0,1). Para as células mononucleares, este compor-
tamento foi o oposto, pois notou-se que a porcentagem de
células que fagocitaram se mantiveram constante ao longo
do tempo no grupo C e diminuiram no grupo S (M0 e M1
diferente de M2 P=0,01), havendo diferenca entre os dois
grupos desde o MO (M0 P=0,03; M1 P=0,004; M2 P=0,02).

De maneira similar, observou-se que a porcentagem
de granulécitos que produziram ERO sob estimulagido au-
mentou no grupo S (M1 diferente MO e M2 P= 0,0001) e
diminuiu no grupo C (MO diferente de M1 e M2 P=0,0007),
havendo diferenga entre os grupos no M1 (P=0,001), en-
quanto que a porcentagem de células mononucleares que
produziram ERO sob estimulacao se mantiveram constante
ao longo do tempo no grupo C e diminuiram no grupo S no
M1 (M1 diferente de MO e M2 P=0,0004).

Observou-se diferenca entre os grupos, em todos os mo-
mentos, para a maioria das varidveis de intensidade média
de fluorescéncia (IMF) estudadas. O tratamento promoveu
aumento na IMF das atividades dos granuldcitos e mono-

Quadro 1. Porcentagem das fung¢ées leucocitarias sanguineas de bezerros
suplementados (S) ou nao (C). Sao Paulo, 2015

Funcdes Grupos Momentos P2
Leucocitarias MO M1 M2
Média EM Média EM Média EM

% Granuldcitos S 26,35 2,15 26,04 1,59 26,74 2,11 0,95
C 33,12 811 39,35 1090 28,31 10,11 0,13
p® 0,02 0,71 0,01

% Granuldcitos S 99,41 0,45 99,40 0,22 99,62 0,22 0,41

ERO C 98,20 0,34 96,31 4,05 98,72 1,23 0,18
p® 0,002 0,2 0,09

% Granuldcitos S 93,30 4,28 90,65 4,50 92,88 3,85 0,53

SAPI C 90,51 11,90 82,48 7,31 88,87 6,01 0,1
p® 0,58 0,1 0,1

% Granuldcitos S 78,32 10,20 9191 11,88 79,40 8,74 0,0001

EROe C 81,80 13,48 46,22 19,88 76,83 8,22 0,0007
p® 0,66 0,001 0,69

% Mononucleares S 60,47 8,49 60,75 5,48 53,65 9,33 0,15
C 50,62 11,18 49,90 7,42 54,40 12,85 0,7
p® 0,07 0,03 0,87

% Mononuclear S 96,6 2,37 9491 191 95,77 1,68 0,29

ERO C 79,18 10,39 83,93 6,05 79,34 6,95 0,74
p® 0,005 0,0008 0,004

% Mononuclear S 79,31 5,03 73,75 4,95 68,38 8,13 0,01

SAPI C 57,7 19,19 51,06 6,62 55,46 8,25 0,61
pr 0,03 0,004 0,02

% Mononuclear S 40,54 5,67 25,75 5,26 45,44 10,78 0,0004

EROe C 28,25 10,07 45,53 19,03 38,52 11,91 0,12
p® 0,03 0,02 0,25

EM = Erro da média, ERRO produgdo intracelular de espécies reativas de oxigénio, SAPI = fa-
gocitose de Staphylococcus aureus, EROe = produgao intracelular de espécies reativas de
oxigénio ap6s estimulagdo, MO = 20 minutos antes do tratamento, M1 = trés dias ap6s e, M2
= dez dias ap6s o tratamento. ? Interacido tempo, ® interagio tratamento.
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Quadro 2. Intensidade média de fluorescéncia das fung¢ées leucocitarias
sanguineas, expressas em valores arbitrarios, de bezerros suplementados

(S) ou nao (C). Sao Paulo, 2015

Fungdes Grupos Momentos p?
leucocitarias MO M1 M2
Média EM Média EM Média EM
Granuldcitos S 1476,0 544,8 611,8 121,2 20584 273,0 0,0001
ERO C 505,0 25,4 6458 127,6 941,8 312,77 0,12
pb 0,04 0,69 0,08
Granulocitos S 2159,2 319,5 1133,8 265,0 3214,5 7809 0,0001
SAPI C 188,4 1689 866,8 494,15 224,7 259,6 0,01
pv 0,0001 0,19 0,0001
Granul6citos S 6607,8 831,3 2361,2 514,0 8423,0 559,8 0,0001
EROe C 710,61 161,5 43655 3646,8 966,7 7734 0,06
p® 0,001 0,17 0,01
Mononucleares S 219,6 150,5 176,5 55,1 449,2 137,6 0,002
ERO C 67,4 46,2 275,5 99,8 213,5 157,2 0,01
p® 0,009 0,28 0,01
Mononucleares S 975,4 240,3 434,3 108,5 831,7 187,7 0,0007
SAPI C 83,6 81,6 111,1 63,1 1354,8 216,2 0,13
pb 0,0001 0,001 0,99
Mononucleares S 437,0 124,7 110,8 40,2 509,8 220,3 0,0001
EROe C 765,3 979,2 103,9 782,2 70,4 115,6 0,04
pv 0,35 0,48 0,0007

EM = Erro da média, ERRO = producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio, SAPI =
fagocitose de Staphylococcus aureus, EROe = produgdo intracelular de espécies reativas de
oxigénio ap6s estimulagdo, MO = 20 minutos antes do tratamento, M1- trés dias apds e, M2 =
dez dias apés o tratamento. ? Interagdo tempo, ° interagdo tratamento.

nucleares no M2 em relagdo ao M1 no grupo S (granulé-
citos: ERO P=0,0001; fagocitose P= 0,0001, ERO estimula-
do P=0,0001; mononucleares ERO P=0,002, fagocitose P=
0,0007 e ERO estimulado P=0,0001). Em relacdo ao Grupo

C, observou-se aumento na IMF da atividade dos granulé-
citos no M1 em relagdo ao MO (fagocitose P= 0,01 e ERO
estimulada P= 0,06) e da ERO basal das células mononu-
cleares (P=0,01). No entanto a IMF da ERO estimulada das

Quadro 3. Valores médios dos componentes do eritrograma dos bezerros do
grupo suplementado (S) e controle (C). Sao Paulo, 2015

Constituintes Grupos Momentos P2
MO M1 M2
Média EM Média EM Média EM

Hemacia S 7,98 0,65 8,29 0,68 8,10 0,42 0,24

(x10°/mL) C 7,84 1,88 6,84 1,58 7,14 0,99 0,04
pr 0,21 0,22 0,37

Hemoglobina S 10,37 0,45 10,05 0,82 10,75 0,66 0,53

(g/dL) C 9,33 1,76 880 1,39 9,51 0,75 0,33
pr 0,12 0,09 0,01

Hematocrito S 28,47 1,44 30,00 2,31 2990 18 0,26

(%) C 27,3 2,38 27,53 4,62 28,23 3,13 0,46
pr 0,28 0,16 0,15

VCM (fL) S 3587 2,90 35,33 2,80 37,08 2,99 0,42
C 37,55 5,30 36,82 4,20 39,65 3,80 0,13
pr 0,49 0,44 0,22

HCM (pg) S 13,00 0,77 12,81 0,68 13,22 0,88 0,06
C 12,36 1,64 11,70 1,07 13,35 1,34 0,03
pr 0,40 0,06 0,85

CHCM (g/dL) S 36,41 1,02 3550 1,01 3591 1,20 0,08
C 33,98 1,09 32,01 1,00 33,65 1,10 0,01
pr 0,02 0,0001 0,005

RDW (%) S 19,51 2,21 19,20 2,21 18,94 2,14 0,88
C 17,06 1,70 18,90 0,14 17,92 2,47 0,63
pr 0,50 0,24 0,32

Plaquetas S 403,50 109,60 461,20 112,90 430,80 115,60 0,63

(x 103/mm?) C 415,14 151,30 464,14 86,53 473,28 108,90 0,62
pr 0,87 0,95 0,49

EM = Erro da média, VCM = volume corpuscular médio, HCM =-Hemoglobina corpuscular média,
CHCM = Concentragdo de hemoglobina corpuscular média, MO = 20 minutos antes do tratamento,
M1 = trés dias apds e M2 =dez dias apds o tratamento. ? Interagio tempo, ° interagdo tratamento.
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Quadro 4. Valores médios dos componentes do leucograma, expressos em

valores absolutos, dos bezerros do grupo suplementado (S) e controle (C).

Sao Paulo, 2015
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Constituintes Grupos Momentos p?
MO M1 M2
Média EM Média EM Média EM

Neutroéfilos S 1979,5 1223,9 2318,2 1162,9 3404,2 1053,1 0,07

(103/uL) C 1769,1 786,2 2201,4 814,3 2167,7 717,1 0,51
pb 0,6 0,8 0,04

Linfécitos S 6037,4 1822,6 6512,5 1787,4 6446,1 1355,9 0,84

(103/uL) C 5238,1 1052,1 54555 1423,8 5971,4 1183,3 0,53
pr 0,33 0,24 0,49

Mondcitos S 754,0 2784 561,7 250,4 394,0 160,55 0,03

(103/uL) C 192,5 1771 390,7 172,7 356,7 255,6 0,18
p® 0,003 0,16 0,4

Eosinofilos S 150,0 115,6 136,0 206,3 134,5 1415 0,98

(103/uL) C 44,4 425 23,7 40,6 284 57,7 0,7
p® 0,04 0,18 0,1

Basofilos S 0 0 0 0 0 0 0

(103/uL) C 0 0 0 0 0 0 0
pb 0 0 0

Leucdcitos S 9314,2 1831,6 9528,5 2291,8 9985,7 2204,1 0,83

(103/uL) C 7642,8 1335,2 8071,4 1387,7 8128,5 1359,8 0,76
pv 0,38 0,17 0,24

EM = Erro da média, VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular mé-
dia, CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média, MO = 20 minutos antes do
tratamento, M1 = trés dias apds e M2 = dez dias ap6s o tratamento. * Intera¢do tempo, °

interacgdo tratamento.

células mononucleares apresentou redu¢ao no M1 e M2 em
relagdo ao MO P=0,04).

Os resultados das andlises realizadas dos hemogramas
e leucogramas do grupo C e do grupo S estdo descritas nos
Quadros 3 e 4

Quando observados os componentes do eritrograma,
notou-se diminuicdo dos valores de hemacia e dos indices
HCM e CHCM no M1 para o grupo C (hemacia e HCM M1
diferente de M2 P=0,04 e 0,03 respectivamente e CHCM,
M1 diferente de MO e M2 P= 0,01), havendo valores me-
nores de hemoglobina (M1 P=0,09, M2 P=0,01), HCM (M1
P=0,06) e CHCM (MO P=0,02, M1 P=0,0001 e M2 P=0,005)
no grupo C em comparagdo ao grupo S.

No grupo S, encontrou-se tendéncia a diminuir os indi-
ces HCM e CHCM no M1 (P=0,06 e P=0,08 respectivamen-
te). Para as demais variaveis ndo houve influéncia do tra-
tamento.

Em relacdo aos leucdcitos, observou-se diferenca esta-
tistica entre os grupos no M0 para os mondcitos (P=0,003)
e eosindfilos (P=0,04). Os valores absolutos de eosindfilos
se mantiveram constate nos dois grupos independente do
tratamento, enquanto que os valores de mondécitos diminu-
iram no grupo S, havendo diferenca estatistica entre o MO
e M2 (P=0,03).

Observou-se também tendéncia a aumentar os valores
absolutos de neutrofilos no M2 em relagdo ao M1 para o
Grupo S (P=0,07), sendo estes valores maiores que os do
grupo C (P=0,04).

DISCUSSAO
Acredita-se que a dieta exclusiva de feno causou reducdo na
resposta imune no grupo C tendo em vista que as porcen-
tagens de granulécitos que fagocitaram e produziram ERO

sob estimulagdo foram menores no M1 relagdo ao MO. De
maneira similar, Graugnard et al. (2012) encontraram re-
ducdo da atividade imune de neutréfilos de vacas alimenta-
das com alimento conservado em forma de feno e silagem.
Apesar desta reducdo na porcentagem de células ativas,
houve aumento de nimero de particulas bacterianas fago-
citadas e de producdo de ERO estimulada por células, in-
dicando possivelmente uma tentativa compensatdria para
manter a efetividade da resposta imune.

No momento posterior, M2, é possivel que os animais
ja estivessem mais adaptados a dieta, reequilibrando a
microbiota ruminal, o que culminou em melhor digestibi-
lidade do alimento, tal qual relatado por Mallmann et al.
(2006), ao avaliar a digestibilidade de feno de baixa quali-
dade por bovinos. Situacdo semelhante foi observado por
Calderén et al. (2007), ao verificarem que bovinos com
dieta exclusiva de feno e silagem aumentavam os teores
séricos de vitamina E e beta caroteno apds um periodo de
adaptacdo a dieta. Possivelmente este incremento sérico é
o responsavel pela melhora das fun¢des dos granulécitos
no grupo C.

Em relacdo as células mononucleares, houve pratica-
mente nenhum efeito da dieta nas fungoes de fagocitose e
producdo de ERO, apenas diminui¢do da IMF de produgao
de ERO por célula nos M1 e M2.

Para o grupo S, notou-se que o suplemento vitaminico
melhorou a atividade das células granulociticas, pois, ape-
sar deles receberem a mesma dieta, foram capazes de man-
ter a porcentagem destas células fagocitando constante nos
trés momentos avaliados e ainda, apresentaram incremen-
to na porcentagem de granuldcitos produzindo ERO esti-
mulada no M1 e aumentaram a IMF destas funcoes no M2.
Utilizando metodologias diferentes, Bouwstra et al. (2008),
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Urban-Chmiel et al. (2009) e Bertagnon et al. (2014) tam-
bém evidenciaram melhorias na fun¢do de fagocitose e
producdo de ERO estimulada por granulécitos, quando bo-
vinos foram suplementados com vitaminas A e E. Tal efeito
pode ser atribuido pela agdo destas vitaminas na sinaliza-
¢do intracelular de neutréfilos, resultando em liberacdo de
citocinas que ativam as func¢des de fagocitose e producdo
de ERO por neutréfilos (Higuchi & Nagahata 2000).

Em relacdo as células mononucleares, encontrou-se di-
minuicdo da porcentagem destas células produzindo ERO
estimulada no M1 e diminui¢do da porcentagem de células
mononucleares fagocitando no M2. Em contrapartida, as
células que estavam exercendo estas atividades, aumenta-
ram sua capacidade, fagocitando e produzindo mais ERO
estimulada no M2,

Tendo em vista que neutrdfilos sdo células mais nume-
rosas e mais ativas nos processos de fagocitose e producdo
de ERO que monécitos (Burton et al. 2005), acredita-se que
as alteracdes das fungdes dos mondcitos foram compensa-
das ou até mesmo superadas pelo incremento das fungdes
granulociticas. Possivelmente este é o motivo que os tra-
balhos similares a esta pesquisa, sé avaliaram as fungdes
de neutrdfilos e ndo de mondcitos (Bouwstra et al. 2008,
Lopes et al. 2009, Urban-Chmiel et al. 2009, Bertagnon et
al. 2014).

Para as variaveis do hemograma, observou-se que todos
os valores estavam dentro dos parametros de normalida-
de para a espécie (Peixoto et al. 2012). Mesmo assim, os
dados do eritrograma reforgam a hipétese de que a dieta
exclusiva de feno diminuiu o aporte nutricional para os ani-
mais no M1, tendo em vista que neste periodo encontrou-
-se diminuicdo dos valores de hemacia e dos indices HCM e
CHCM no grupo C. Estes indices, indicam respectivamente
peso e concentracdo de hemoglobina da hemacia. Sua re-
dugio é resultado de falta de substrato para composigio
da hemoglobina, cuja causa mais comum nos bovinos, é a
caréncia nutricional, especialmente de vitaminas do com-
plexo B (Weiss & Wardrop 2010). De maneira similar, estes
indices também diminuiram no grupo S, porém de maneira
menos expressiva e sem reducdo do numero de hemacias,
indicando que a suplementa¢do minimizou a caréncia nu-
tricional. Estes resultados corroboram com os encontrados
por Lopes et al. (2009) e Bertagnon et al. (2014) ao estu-
darem respectivamente caprinos e bovinos suplementados
com vitamina E. Estes autores atribuiram este efeito a acdo
da vitamina na produgdo dos eritrécitos pela medula éssea
e areducdo da lipoperoxidacdo da membrana eritrocitaria,
mantendo uma maior quantidade de eritrocitos integros na
circulacdo periférica.

0 fato da vitamina E auxiliar na capacidade antioxidante
do bovino, reduz as formas reativas de oxigénio intracelular
basal (Riegel 2002, Lambeth 2004), tal como observado pe-
las redugdes da intensidade da producdo de ERO basal intra-
celular nos granuldcitos e células mononucleares no M1 para
os animais do Grupo S (Quadro 2). Tal fato impede o acimulo
destes metabdlitos no meio celular, aumentando a viabilida-
de das hemdcias e neutroéfilos (Urban-Chmiel et al. 2009),
conforme observado no presente trabalho (Quadros 3 e 4).

Ainda, em relagdo aos leucdcitos, observou-se diferen-
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¢a entre os grupos no M0 para os mondcitos (P=0,003) e
eosinofilos (P=0,04), ndo encontrando explicacdo para o
fato, ja que os animais eram de lotes de raca, idade, sexo e
peso homogéneos, e criados sob as mesmas condigdes ex-
perimentais. Fatores estes que podem afetar os parametros
do hemograma (Birgel Junior et al. 2001). E provavel que a
redugdo do aporte nutricional, especialmente de vitaminas
do complexo B afetou estas células, porém, por serem em
menor nimero na circulagdo em comparacdo a neutrofilos,
linfécitos e hemacias (Weiss & Wardrop 2010), estas dife-
rengas entre os grupos foram evidentes apenas no MOndo
se repetindo ao longo do experimento.

CONCLUSOES

Conclui-se que a suplementagdo com polivitaminicos A,
D e E surtiu efeito benéfico na resposta imune de bezer-
ros da Raca Holandesa, apesar dos efeitos deletérios da
alimentacdo exclusiva com feno e da privagdo parcial da
incidéncia solar direta, tendo em vista que este tratamento
aumentou a atividade granulocitica, diminuiu a porcenta-
gem da atividade das células mononucleares; porém as cé-
lulas que estavam funcionando, apresentaram incremento
de sua atividade.

Ainda, observou-se maior efetividade do efeito antioxi-
dante, pelo aumento da sobrevida de hemacias e neutrofilos.
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