UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
ESCOLA DE MEDICINA VETER!NARIA E ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
TROPICAL

LEONARDO VAZ BURNS

EFEITO DA DISTANCIA DE TRANSPORTE E,CONDI(,‘()ES
CLIMATICAS SOBRE OS INDICADORES FISIOLOGICOS DE BEM-
ESTAR DOS BOVINOS

ARAGUAINA-TO
2019






LEONARDO VAZ BURNS

EFEITO DA DISTANCIA DE TRANSPORTE E CONDICOES CLIMATICAS SOBRE
OS INDICADORES FISIOLOGICOS DE BEM-ESTAR DOS BOVINOS

Tese apresentada para obtencao do titulo
de Doutor, junto ao Programa de Pés-
Graduacdao em Ciéncia Animal Tropical da
Universidade Federal do Tocantins.

Area de concentracdo: Producdo Animal
Orientadora: Silvia Minharro Barbosa

Co-orientador: Adriano Tony Ramos

Co-orientador: Fabiano Mendes de
Cordova

Araguaina

2019



Dados Internacionhis de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Tocantins

V393e Vaz Burns, Leonardo. .
EFEITO DA DISTANCIA DE TRANSPORTE E CONDICOES
CLIMATICAS SOBRE OS INDICADORES FISIOLOGICOS DE BEM-
ESTAR DOS BOVINOS. / Leonardo Vaz Burns. — Araguaina, TO,
2019.

911,

Tese (Doutorado)- Universidade Federal do Tocanting — Campus
Universitario de Araguaina - Curso de Pos-Graduacdo (Doutorado)em
Ciéncia Animal Tropical, 2019.

Qrientadora.. Silvia Minharro Barbosa
Coorientador: Adriano Tony Ramos
Coorientador: Fabiano Mendes de
Cordova

1. Bovinos. 2. Transporte. 3. Qualidade da carme. 4. Método
colorimétrico. 1. Titulo

CDD 636.089

TODOS QS5 DIREITOS RESERVADGS — A reproducdo total ou parcial, de
gualguer forma ou por gualguer meio deste documento & autorizado desde
que citada a fonte. A violagéo dos direitos do autor (Lei n® 9.610/98) é crime
estabelecido pelo artigo 184 do Codigo Penal.

Elaborado pelo sistema de geragdo automatica de ficha catalografica
da UFT com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).



LEONARDO VAZ BURNS

EFEITO DA DISTANCIA DE TRANSPORTE E CONDIGOES CLIMATICAS SOBRE
OS INDICADORES FISIOLOGICOS DE BEM-ESTAR DOS BOVINOS

Tese apresentada para obtengdo do titulo de
Doutor, junto ao Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncia Animal Tropical da Universidade
Federal do Tocantins.

Orientadora: Silvia Minharro Barbosa
Co-orientador: Adriano Tony Ramos

Co-orientador: Fabiano Mendes de Cordova

Avaliagdo em 23/04/2019

Banca examinadora:

Aw«;pww%

Prof. Dr. Fabiano Mendes de Cordova, Co-orientador, UFT

S

Prof®. Dr?. Fabricia Rocha Chaves Miotto, UFT

UJarvna P.S. CGredova

Prof®. Dr®. Clarissa Amorim Silva de Cordova, UFT

/@AMM ol DA‘&G\.

rof. Dr. Gerson Fausto da Silva, UFT

AV‘)&»—»(’ Qiu;\/ ﬁaam" ({u«&m %)

Dr. Wescley Faccini Augusto, UFT




A Deus, a minha familia e amigos

Dedico



Agradecimentos

Agradeco a Deus por sempre proteger e iluminar os meus caminhos em todos
os dias da minha existéncia, principalmente nos momentos de maior dificuldade.

A minha esposa Camila De Angeli Burns pelo amor, companheirismo e
compreensao.

Ao meu pai Roberto Madureira Burns (in memorian) e minha mé&e Diva Regina
Vaz Burns por todo amor, apoio € ensinamentos que me fazem seguir adiante.

A minha madrinha Ana Beatriz, aos meus irmaos Eduardo e Guilherme,
cunhadas Débora e Marcia, sobrinhos Otavio, Isadora, Roberto e Maria Eduarda
pelo carinho e incentivo.

Aos meus falecidos avds Ataides Vaz, Olinda Vaz e Laura Burns, saudade
eterna.

Ao meu sogro Geraldo De Angeli e sogra Marta Sueli De Angeli por todo
carinho e por torcerem pelos minhas conquistas.

A minha orientadora Prof?. Silvia Minharro e co-orientadores Prof. Adriano T.
Ramos e Fabiano M. de Cordova pela amizade, paciéncia, confianca e por todos os
ensinamentos tedricos e praticos.

Aos professores Eduardo Viana, Luciano Fernandes, Clarissa de Cordova,
Fabricia Miotto, Gerson Fausto, Francielli Zimermann, Sandro Moron, Angela Veiga,
Valério Portela, Guilherme Serena e Emerson Alexandrino por todo auxilio
intelectual e técnico.

A todos os professores do Programa de Po6s-graduacédo em Ciéncia Animal
Tropical da Universidade Federal do Tocantins pelos ensinamentos que contribuiram
para minha qualificacao.

As técnicas Gilzelle e Liana pela amizade e pelos servicos prestados durante
as analises no Laboratério de Morfo-fisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais,
sob supervisao do Prof. Sandro Moron.

Ao frigorifico, em especial aos senhores Edivan, Edson, Vera Lucia,
Alexandre, Fabio e a todos os membros do Setor de Controle da Garantia de
Qualidade, por permitirem que eu pudesse desenvolver meu projeto de pesquisa.

Aos colegas, alunos e amigos Wescley Faccini, Raquel Martins, Jhone
Tallison, Rafael de Oliveira, Bergson Pereira, Gabriel Sobreira, Caio Felipe, Ana
Cristina Mesquita, Helen Quézia Aguiar, Douglas Campos, Leticia Alencar, Kamilla
Rezende, Priscylla Araujo, Juliana Anacleto, Erica Defensor, Raissa Meneses que
me auxiliaram durante as coletas no frigorifico e nas analises laboratoriais. Vocés
foram fundamentais para o desenvolvimento da minha pesquisa.

A todos os amigos e parentes que sempre incentivaram e torceram pelo meu
sucesso profissional.

MUITO OBRIGADO!!!



RESUMO GERAL

O primeiro capitulo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes distancias de
transporte ao frigorifico sobre o bem-estar de bovinos machos e fémeas durante a
época de chuva e seca, a partir da analise de indicadores hematobioquimicos e
fisico-quimicos da carcaga. Foram utilizados 297 bovinos anelorados e mesticos,
sendo 147 fémeas e 150 machos nao-castrados provenientes de fazendas do
Tocantins. Os animais foram alocados em grupos de acordo com a condi¢cao sexual,
época do ano e distancia de transporte: <50 km, 100-200 km, 201-300 km e >300
km. Foram coletadas amostras de sangue para analises hematobioquimicas e o pH
da carcaca fria foi medido apds 24 horas de resfriamento. O transporte por longas
distdncias aumenta o hematdcrito, ureia, creatinina, lactato, creatina quinase (CK),
aspartato aminotransferase (AST) e o pH final (pH,) da carcaca. Os machos tiveram
aumento da creatinina, de CK e AST e do pH,, e as fémeas apresentaram aumento
do hematdcrito, ureia, glicose e lactato. Transporte na época de seca eleva a
albumina, creatinina, glicose, CK e AST. Ja o transporte na época de chuva aumenta
a ureia. As proteinas totais, hematocrito, lactato e pH, foram afetados tanto pela
época de seca quanto pela época de chuva. Podemos concluir que o transporte por
longas distancias prejudica o bem-estar, causando desidratacdo e estresse fisico,
contribuindo para formacao de uma carne DFD. Os machos foram mais sensiveis ao
estresse fisico e as lesdes musculares. J4 as fémeas apresentaram maior
reatividade ao estresse e menor capacidade de adaptacao aos agentes estressores.
O transporte durante a época de seca causa desidratacao e estresse psicolédgico e
fisico. O segundo capitulo objetivou comparar a técnica colorimétrica e a coloragcao
pelo acido periddico de Schiff (PAS) para quantificar o glicogénio hepatico, na
tentativa de estabelecer correlagdo entre elas e a possibilidade da utilizagdo de
ambas as técnicas de mensuracdo do glicogénio na rotina laboratorial. Para a
analise do glicogénio, foram coletadas amostras de 5 cm? de figado de 297 bovinos
na linha de abate, embaladas em saco plastico e refrigerados logo apo6s a coleta.
Amostras de 1 cm? do figado foram fixadas em formol 10% tamponado para andlise
histoquimica e o restante foi congelado em freezer a -20°C para determinagéo
bioquimica do glicogénio. Para analise histoquimica do glicogénio, foi feita a
coloracdo do tecido pelo &cido periddico de Schiff (PAS) enquanto que para a
avaliagdo bioquimica foi utilizado método colorimétrico segundo metodologia de
Dubois et al. (1956). Os resultados mostram nao haver correlagédo significativa (R*=
0,29) entre o método colorimétrico e a coloracdo de PAS para quantificagdo do
glicogénio hepético. Conclui-se que a analise bioquimica pelo método colorimétrico,
por se tratar de um método quantitativo, deve ser a metodologia de escolha a ser
aplicada para quantificacao do glicogénio hepatico na rotina laboratorial.

Palavras-chave: Bovinos, Glicogénio hepatico, Método colorimétrico, Qualidade da
carne, Transporte



ABSTRACT

In the first chapter, the aim was to evaluate the effects of transport distance on the
welfare of male and female cattle transported to the slaughterhouse during rainy and
dry season, from the hematological parameters and physicochemical analysis of the
carcass. A total of 297 bovines Nelore and crossbred, being 147 females and 150
non-castrated males. The animals were allocated in groups according to sex and
distance traveled to the slaughterhouse: <50 km, 100-200 km, 201-300 km and> 300
km. Blood samples were collected during exsanguination for hemato-biochemical
and the pH final (pH,) was measured in cold carcass after 24 hours of cooling. As
results, transport over long distances cause increase in hematocrit, urea, creatinine,
lactate and increase serum activity of creatine kinase (CK), aspartate
aminotransferase (AST) and pH, of the carcass. Males had increased creatinine, CK
and AST and higher pH, of the carcass. Females had increased in hematocrit, urea,
glucose and lactate. The animals transported during dry season had increase in
albumin, creatinine, glucose, CK and AST. The animals transported in the rainy
season had increase in serum urea. The total proteins, hematocrit, lactate and pH,
were affected both by dry and rainy season. We conclude that transport over long
distances interferes with well-being, causing dehydration and physical stress,
resulting in increased pH, of the carcass, contributing to form DFD meat. Males were
more sensitive to physical stress and muscle injuries. Females showed greater
reactivity to effects of stress and less capacity of adapt to stress. Animals transported
during the dry season presented dehydration and increased emotional and physical
stress. In the second chapter, the aim was to establish if there is a correlation
between the colorimetric technique and the periodic-acid Schiff (PAS) staining
method for quantification of glycogen, allowing the use of both techniques in the
measurement of liver glycogen. Samples of 5 cm? of liver were collected of 297
bovines after evisceration in slaughter line, packed in plastic bag, identified and
refrigerated immediately after collection. Then, 1 cm? samples of liver were fixed in
10% buffered formalin for histochemical analysis and the remainder frozen in a
freezer at -20 °C for biochemical analysis of glycogen. For the histochemical
analysis, the tissue was stained by periodic-acid Schiff (PAS) while to biochemical
evaluation was used colorimetric method according to Dubois et al. (1956). A simple
correlation analysis was performed to compare the glycogen content results obtained
by the colorimetric and the PAS staining method. The significance level considered
was 95%. The results show no significant correlation (R® = 0.29) between the
colorimetric method and the PAS staining for liver glycogen quantification. Thus, it
can be concluded that the biochemical analysis by the colorimetric method, because
it is a quantitative method, should be the methodology of choice to be applied for
quantification of liver glycogen in the laboratory routine.

Keywords: Bovine, Colorimetric method, Liver glycogen, Meat quality, Transport
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CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO

Um dos principais fatores que pode afetar a qualidade da carne e o
aproveitamento de carcacas é o manejo pré-abate, este envolve a formacao dos
grupos de animais e confinamento nas fazendas de origem, embarque e
confinamento nos caminhbdes de transporte, deslocamento, desembarque no
frigorifico e confinamento nos currais de espera (MIRANDA-DE LA LAMA,
VILLARROEL e MARIA, 2014). Apesar de todas essas situagdes serem importantes
agentes estressores, o transporte pode ser considerado causa mais importante de
estresse, prejudicando o bem-estar animal (BULITA, ARADOM e GEBRESENBET,
2015). Assim, no momento em que uma ou mais dessas etapas nao forem
realizadas adequadamente podera haver comprometimento do bem-estar dos
animais (BROOM, 1986), resultando em perdas quantitativas e qualitativas da carne.

Estudos realizados em frigorificos da regido norte do Mato Grosso revelam
prejuizos de R$ 200.000,00/ano devido as lesbes nas carcagas de bovinos
transportados ao frigorifico por mais de 2 horas (NETO et al., 2015). Em Araguaina,
regiao norte do Tocantins, o manejo pré-abate inadequado nas fazendas e
frigorificos, resultou em perdas econdémicas de aproximadamente R$ 116.550,00
(FERREIRA et al., 2010).

Além das lesdes, outra questdo importante que causa prejuizos para as
industrias e para o consumidor é a carne DFD (Dark, Firm, Dry) de qualidade inferior,
que esta associada com transportes por longos periodos e altas densidades nos
currais de descanso (ROMERO et al., 2017). Essas alteragbes qualitativas podem
levar a perdas econdmicas importantes nos frigorificos, visto que na Espanha
existem empresas que penalizam o pre¢o da carcagca com descontos que variam
entre 30 e 60% quando o pH esta acima de 5,8 (MACH et al., 2008). Ja nos Estados
Unidos, estima-se que a carne DFD custe a industria em torno de US$ 5 para cada
bovino abatido (LUDTKE et al., 2012).

Para importacdo dos cortes carneos, existem variacdes entre alguns paises
em relacdo as exigéncias dos valores de pH. O Chile exige pH inferior a 5,8,
enquanto a Unido Europeia aceita pH entre 5,5 a 5,99. Assim, a producéo brasileira
de carcacas ou cortes carneos com pH acima de 6,0 ndo sdo destinados para
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exportacao, sendo aproveitados e comercializados no mercado interno (LUDTKE et
al., 2012).

Como a pecuaria € uma das principais atividades econémicas no Brasil, com
abate de 39,2 milhGes de cabegas ao ano, torna-se necessdria avaliagdo do bem-
estar de bovinos por anélise dos efeitos do estresse pré-abate e sua influéncia sobre
a saude dos animais e qualidade fisico-quimica da carne que ira ser comercializada.

Sao avaliaces importantes, visto que os consumidores estdo cada vez mais
preocupados com a maneira de producédo da carne, que inclui condi¢des ideais de

abate e bem-estar aos animais.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Situacao atual da bovinocultura de corte no Brasil e Tocantins

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegdécio brasileiro no
cenario mundial, possuindo rebanho com cerca de 221,81 milhées de cabegas. Em
2017, o numero de animais abatidos foi de 39,2 milhdes, produzindo volume de
carne que chegou a 9,71 milhdes de toneladas equivalente carcaca. Do total de
carne produzida, 20% foram exportadas e 80% abasteceu o mercado interno,
garantindo consumo de 37,5 kg de carne bovina por habitante. A pecuaria bovina de
corte movimentou R$ 523,25 bilhdes em 2017, representando um crescimento de
3,6% em relagdo aos R$ 504 bilhdes somados em 2016 (ABIEC, 2018).

O Tocantins possui rebanho efetivo bovino de 8.739.554 de cabecas,
correspondendo a 3,94% do rebanho nacional, tendo um crescimento de 12,61%
nos ultimos 11 anos. Do quantitativo total de bovinos no Tocantins, 86,56% tem
como aptidao a producao de carne (ABIEC, 2018).

Em relacao a capacidade de abate, o Tocantins ocupa o 11° lugar no ranking
brasileiro, com abate diario de 6.249 bovinos, deste 92,28% correspondem ao abate
em estabelecimentos com Servico de Inspecao Federal (SIF); 6,24% com Servico de
Inspecao Estadual (SIE) e 1,48% com Servico de Inspecdo Municipal (SIM) (ABIEC,
2016).

1.2.2 Bem-estar animal e 0o mecanismo de estresse

O principal conceito de bem-estar esta relacionado as cinco liberdades
desenvolvidas pela “Farm Animal Welfare” (Bem-estar dos Animais de Fazenda) em
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1965: animais livres de fome e sede; livres de desconforto; livres de dor, lesdes e
doencas; livres para expressar comportamento normal; livres de medo e estresse
(BRAMBELL, 1965). No entanto, essas liberdades podem estar comprometidas
durante o transporte e demais situagcoes que envolvem o manejo pré-abate.

A ciéncia do bem-estar animal é relativamente nova e estd em constante
evolucao, podendo causar impacto econémico positivo nas industrias de producéo
de alimentos. Entretanto, situacbes que tornam o bem-estar pobre, como
deficiéncias estruturais e erros no manejo dos bovinos de corte leva a perdas
econbmicas pelo aumento da incidéncia de mortes, redugdo no peso de carcaca,
contusdes e presenca de cortes escuros que afetam negativamente a qualidade da
carne (GALLO e HUERTAS, 2016).

Nesse cenario, o interesse pelo bem-estar dos animais de producédo baseia-
se mais em razdes econdmicas, relacionadas a perda de qualidade e quantidade de
carne por maus-tratos ou problemas de acesso a mercados de precos mais altos, do
que apenas por razdes éticas. No entanto, a estratégia utilizada pelos pesquisadores
tem sido produzir evidéncias cientificas que identifiquem os pontos criticos que
interferem no bem-estar durante o manejo pré-abate e que também afetam a
qualidade da carne (GALLO e HUERTAS, 2016).

Para avaliagdo do bem-estar, ndo se utiliza um unico parametro de forma
isolada e sim um conjunto de indicadores fisiol6gicos, associados a qualidade do
produto final (BROOM, 2008). Entre eles, podemos destacar as analises de
parametros sanguineos e metabdlicos (MARIA, 2009), como cortisol (BULITTA,
ARADOM e GEBRESENBET, 2015), proteinas totais, albumina e hematécrito (PT)
(KNOWLES; WARRISS, 2000), ureia e creatinina (DAS et al., 2012), atividade sérica
da enzima creatina quinase e aspartato aminotransferase (VALENTINE e McGAVIN,
2009; ALLISON, 2012), lactato (KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014), glicose
(ERIKSEN et al., 2013) e também a avaliacdo da qualidade da carne por medicao do
pH final (pH,) na carcaga fria (JIMENEZ FILHO, 2012).

O estresse é considerado um mecanismo de defesa frente as adversidades
diarias que os animais sao submetidos (SGAI et al., 2010). Muitos vivem em habitat
que normalmente ndo estdo em equilibrio e necessitam se adaptar através de
modificacoes fisioldgicas, morfoldégicas e comportamentais (WINGFIELD e
RAMENOFSKY, 1999).
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Os elementos imprevisiveis da vida causam um "estagio de emergéncia"
(WINGFIELD e RAMENOFSKY, 1999), modificando o status enddcrino e metabdlico
de um organismo (MOSTL e PALME, 2002). Esse estagio inicia com a ativacdo do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e sistema simpatico, aumentando os niveis de
glicocorticoides e catecolaminas, respectivamente (ERIKSEN et al., 2013).

Durante as situacdes de estresse (fisico ou psicolégico), ha um estimulo ao
hipotalamo para liberacdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) que age
sobre a hipoéfise fazendo com que ela produza adrenocorticotrofina (ACTH). Esta,
por sua vez, estimula a regiao cortical da glandula adrenal a produzir glicocorticoides
(cortisol) (ROMERQO et al., 2017).

A secregado do cortisol durante o estresse, mediada pelo sistema nervoso
central, € imediata e se eleva significativamente em poucos minutos. Entretanto, se
torna proporcional a gravidade dos eventos estressantes, ou seja, quanto maior o
nivel do estresse, maior sera a liberagao de cortisol na circulagédo (GOFF, 2017).

Os principais efeitos do cortisol sobre 0 metabolismo estdo relacionados a
gliconeogénese hepatica a partir da protedlise e lipdlise e, consequentemente,
aumento da glicemia. Nas situacbes de estresse fisico, em que ha maior liberacao
de cortisol na circulacao, essas reacoes se tornam mais intensas também no tecido
muscular, onde ocorre inibicdo da sintese e aumento na degradacao das proteinas
em aminoacidos para serem convertidos em glicose no figado (GOFF, 2017).

Em situacbes de luta ou fuga, onde existe estresse extremo, ocorre ativacao
da regido medular da adrenal e producdo das catecolaminas, conhecidas por
adrenalina, principal catecolamina produzida, e noradrenalina, considerada um
neurotransmissor do sistema nervoso simpatico (GOFF, 2017).

Os efeitos da adrenalina e noradrenalina envolvem o metabolismo
intermediario e respostas dos animais diante do estresse agudo, mediados pelos
receptores adrenérgicos presentes nos tecidos-alvo. Os principais receptores
adrenérgicos sao classificados em a e B, com subtipos al, a2, 1 e B2. Os
receptores a1l e a2 estdo situados nas terminagdes nervosas pos e présinapticas,
respectivamente. Ja os receptores B1 estdo em maior quantidade no coracao,
responsaveis pelo aumento da contragdo e frequéncia cardiaca, e os (B2 sao
abundantes no figado, musculos e artérias coronarias, com efeito sobre o

metabolismo intermediario e contragdo da musculatura lisa (GOFF, 2017).
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Em relacédo ao estresse fisico, a adrenalina estimula a glicogendlise hepatica,
causando hiperglicemia, e glicogendlise muscular para fornecimento de energia ao
musculo (luta ou fuga), tendo como produto final o lactato que pode ser utilizado pelo
figado na sintese de glicose pela gliconeogénese (GOFF, 2017).

Assim, todas essas informacbes revelam que o estresse fisico e psicologico
desencadeia uma série de atividades hormonais exacerbadas que promovem a

quebra da homeostase prejudicando o bem-estar dos animais.

1.2.3 Transporte rodoviario de bovinos ao frigorifico

O transporte rodoviério por caminhdes € a maneira mais comum de conducao
de bovinos aos abatedouros (TARRANT, KENNY e HARRINGTON, 1988), no
entanto, pode ser considerado causa importante de estresse, prejudicando o bem-
estar animal (BULITA, ARADOM e GEBRESENBET, 2015).

O embarque, desembarque, transporte, confinamento, vibragdes, fatores
emocionais como reagrupamento social, ambientes desconhecidos, privacdo de
agua e alimentos, alteragdo nas condicdes climaticas, sdo importantes potenciais
estressores (MIRANDA-DE LA LAMA, VILLARROEL e MARIA, 2014). Esses fatores
alteram a homeostase na tentativa do organismo em se adaptar a nova situacao e
buscar novamente o equilibrio, porém, sob essas condi¢gdes, 0s animais podem
manifestar medo, desidratagdo, fome, aumento da atividade fisica, fadiga e lesbes
musculoesqueléticas (FERGUSON e WARNER, 2008).

Se a resposta ao estresse for bastante significativa, tanto a produgéo quanto
a qualidade da carne podem ser comprometidas (GRANDIN e SHIVLEY, 2015),
principalmente pela reducdo do rendimento de carcaga (ADZITEY, 2011). Assim,
quanto mais prejudicado o bem-estar, maior podera ser as perdas econdOmicas
(INGENBLEEK et al., 2013).

Transportes prolongados ou percorridos em longas distancias (CHULAYO,
BRADLEY e MUCHENJE, 2016), modelo ou tipo de caminhdo, densidade do
carregamento e qualidade das rodovias (HARTUNG, 2003) também sao capazes de
influenciar o bem-estar animal.

Em relacdo ao transporte, bovinos submetidos a viagens com duracao
variando entre 6 e 24 horas, percorrendo 280 e 1192 Km, respectivamente, sofrem

perdas significativas de peso vivo possivelmente por esvaziamento intestinal ao
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longo da viagem, desidratagdo, miccao frequente e jejum (EARLEY, MURRAY e
PRENDIVILLE, 2010).

Estudos realizados por Bulita, Aradom e Gebresenbet (2015) relatam que o
transporte por 4 a 8 horas acarreta maior comprometimento do bem-estar animal em
relacdo a trajetos percorridos por 12 horas, pois as alteracbes comportamentais e
elevacao dos horménios do estresse (cortisol) sdo mais significativas em viagens de
curta duracao, se tornando estaveis com o aumento do tempo de viagem devido a
capacidade de adaptacao.

O transporte pode induzir a manifestacao de alteracdes subclinicas e clinicas,
inclusive a morte de bovinos (MALENA et al., 2007), visto que o estresse afeta
diretamente a saude animal (VECEREK et al., 2006a). Durante o descarregamento
no frigorifico, alguns animais podem estar doentes, agonizantes, em decubito, com
fraturas, contusdes, hipo ou hipertermia (BRASIL, 2017). Nesses casos, o Sistema
de Inspecao Federal (SIF) determina que esses sejam encaminhados para o abate
de emergéncia, logo ap6s a chegada dos animais ao frigorifico, realizado sempre
por auditor fiscal federal com formacao em Medicina Veterinaria (BRASIL, 2017).

As razbes para o encaminhamento a esse tipo de abate podem estar
relacionadas as situacbes estressantes em que 0s animais convivem durante o
transporte e ocorrem com maior frequéncia em vacas quando comparada a outras
categorias (VECEREK et al., 2003).

Estudos revelam que animais destinados ao abate de emergéncia sofrem
estresse severo, por serem transportados em longas distancias e com densidades
elevadas, acarretando contusdes graves que afetam o sistema musculo-esquelético,
levando a degeneracao de miofibrilas, aumento das atividades séricas de creatina
quinase, alanina aminotransferase e elevacao do pH muscular, com média de 6,39
(BURNS, 2014).

A quantidade de animais que morrem durante o transporte pode ser um
indicador de bem-estar (VECEREK et al., 2006a). Alguns trabalhos relatam a taxa de
mortalidade durante o transporte em diferentes localidades e periodos: Africa do Sul
em 1980: 0,01%; em 1990: 0% (HENNING, 1993); Estados Unidos da América: 1%
(IRWIN e GENTLEMAN, 1978 ); Australia [Vitéria] de 1998 a 2000: 0,64% (CAVE,
CALLINAN e WOONTON, 2005); Hungria: 0,01% e Australia [Queensland]: 0,25%
(CONNELL, 1984). No Brasil, Bertoloni et al. (2012) ao avaliarem o transporte de

bovinos em diferentes distancias e modelos de carrocerias ndo registraram nenhuma
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morte durante o experimento. Nao obstante, Burns et al. (2014) registraram 6 mortes
de vacas durante o transporte em longas distancias, num periodo de 6 meses de
pesquisa.

Como citado anteriormente, a morte de bovinos decorrente do transporte é
rara, e, quando ocorre, € devido ao pisoteio, asfixia (FERGUSON e WARNER, 2008)
e insuficiéncia cardiaca (CONNELL, 1984). Com o intuito de determinar a causa da
morte de bovinos durante o transporte ao frigorifico, Burns et al. (2014) concluiram
que as hemorragias causadas por pisoteios, associadas a desidratacao por perda de
fluidos, promovem quadro de choque hipovolémico que se torna irreversivel, levando
0S animais a morte.

No que se refere ao modelo ou tipo de caminhao, veiculos de dois eixos com
carroceria estendida podem causar maiores vibragdes para os animais devido ao
efeito de deslocamento centrifugo ser mais acentuado que nos caminhdes menores
e isso ocorre pela maior distdncia entre a carroceria e a area da frente do veiculo
(GHEZZI et al. 2008).

Ainda, veiculos longos possuem mais divisbes e as portas geralmente sao
menores em relagédo a largura do veiculo, dificultando a movimentagdo dos animais
durante o embarque e desembarque, podendo causar desconforto e contusdes
(BERTOLONI et al., 2012).

A densidade do carregamento consiste no espaco disponivel aos animais nos
compartimentos dos caminhdes de transporte, sendo expresso em Kg/m? ou
animal/m?® (SCHWARTZKOPF-GENSWEIN et al, 2012). No Brasil, a densidade
varia de 390 a 410 kg/m? (ROCA, 2002), sendo consideradas alta 600 kg/m?, média
400 kg/m? e baixa densidade 200 kg/m?® (TARRANT, KENNY e HARRINGTON,
1988). Estudos realizados na regiao de Araguaina-TO revelam que a densidade de
carga é em média 465,63 Kg/m? (FERREIRA et al, 2010). A densidade do
carregamento influencia diretamente o conforto e o bem-estar, pois altas ou baixas
densidades podem afetar a integridade fisica (MIRANDA-DE LA LAMA,
VILLARROEL e MARIA, 2014).

Animais transportados em altas densidades sao mais propensos ao estresse
e contusées (JIMENEZ FILHO, 2012). Entretanto, baixas densidades, apesar do
conforto proporcionado, propiciam lesdes devido ao choque entre animais e paredes
do veiculo (HERNANDEZ et al., 2010).
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De acordo com Valdes (2002), aumento da densidade de 400 kg/m? para 500
kg/m? eleva o percentual de contusdes nas carcagas de 42% para 56%. Entretanto,
Andrade et al. (2008) ndo observaram efeito de diferentes densidades sobre e
extensdo e quantidade de contusdes.

Durante o transporte, os animais podem ficar expostos as chuvas e
oscilacbes de umidade e temperatura, visto que os caminhdes nao oferecem
protecdo contra o clima (FRIMPONG et al.,, 2014). Assim, o clima seco e com
temperaturas elevadas durante o percurso pode causar estresse e contribuir para
desidratacédo dos animais (MIRANDA-DE LA LAMA et al., 2010).

Bovinos transportados por longas distancias durante o verdao (temperatura
entre 17,3 a 33,2°C e 56 a 64% de umidade), e inverno (temperatura entre -7,1 e
6,9°C e 72 a 89% de umidade) mantiveram a temperatura corporal dentro dos
padrbes fisioldgicos, sofrendo apenas pequenas oscilagdes, que apontam para
auséncia de estresse por calor ou por tempo de transporte (BERNARDINI et al.,
2012).

Além das interferéncias de temperatura e umidade externa ao caminhao que
podem causar estresse e prejudicar o bem-estar, logo apdés o embarque, a
temperatura e umidade no interior do caminhdo podem se elevar de forma
acelerada, principalmente em carregamentos com altas densidades (MIRANDA-DE
LA LAMA et al., 2010), estimulando a perda de calor por evaporacao (suor e ofego)
e promovendo um microclima que favorece a desidratacdo (CAULFIELD et al.,
2014).

1.2.4 Indicadores sanguineos de estresse

Com o objetivo de avaliar os efeitos do estresse na quebra da homeostase,
diferentes indicadores podem ser analisados, incluindo os parametros sanguineos,
que tem sua dinamica influenciada pelo transporte (CROOKSHANK et al., 1979),
podendo ser utilizados como parametros de bem-estar animal (AVEROS et al,
2008). Entre eles, podemos destacar as proteinas totais, albumina, hematdcrito,
ureia e creatinina, algumas enzimas como creatina quinase (CK) e aspartato
aminotransferase (AST), glicocorticoides, catecolaminas, glicose e lactato, e ainda

leucocitos (neutréfilos e linfécitos).
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1.2.4.1 Hematdcrito, albumina e proteinas totais (PT)

Alguns indicadores sdo usados para avaliar o grau de hidratacdo, como
proteinas totais, albumina e hematécrito (KNOWLES e WARRISS, 2000). O aumento
do hematdcrito esta relacionado ao mecanismo de estresse, onde ha liberacdo de
catecolaminas que estimulam o bago a liberar hemacias na circulagdo, melhorando a
perfusdo tecidual, tanto no sistema nervoso central quanto na musculatura
esquelética (PIGHIN et al., 2013). Também ocorre por desidratacdo devido a néo
ingestao de agua e alimentos ou por perdas evaporativas (FERREIRA et al., 2009),
situacdes bastante comuns durante o transporte ao frigorifico.

As PT e albumina sdo importantes marcadores da homeostase proteica que
estao presentes em concentracdes elevadas em casos de desidratacao (EARLEY et
al, 2012). Vale ressaltar que albumina é considerada importante agente
antioxidante, atuando na proteg¢do celular pela eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e, por isso, a hiperalbuminemia relatada em animais submetidos ao
transporte também pode sugerir resposta do organismo ao estresse (KRIZANOVIC
et al., 2008).

Ainda, estudos com bovinos mostram aumento da albumina 9 horas ap6s o
inicio da viagem, retornando aos valores fisiol6gicos num periodo de 24 horas pés-
transporte, podendo ser uma compensacao do organismo ao quadro de acidose
metabdlica ocasionada pela perda de liquidos e restricdo alimentar (EARLEY,
DRENNAN e O’'RIORDAN, 2013).

Em relacdo as PT, alguns autores registraram que estresse associado ao
transporte pode reduzir sua concentracdo plasmatica devido a alteracdes
metabdlicas referentes a duracdo da viagem e se 0s animais foram ou nao
submetidos ao jejum antes do embarque (BUCKHAM SPORER et al., 2008).

Esses resultados divergem de Earley, Murray e Prendiville (2010) que
observaram maiores concentragdes de proteinas totais a medida que o tempo de
viagem aumentava, retornando aos valores basais aproximadamente 12 horas pés-
transporte. Outros estudos mostram aumento significativo das proteinas totais apos
63 horas de percurso, causado pelo estresse do transporte e restricdo hidrica, sendo
verificado leve declinio na concentracdo plasmatica de proteinas somente 21 dias
apos o desembarque (WERNER et al., 2013).
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1.2.4.2 Creatinina e ureia

Creatinina e ureia sao indicadores frequentemente utilizados na avaliagao dos
efeitos do estresse fisico ou fungéo da atividade renal em bovinos (DAS et al., 2012).
A creatinina é um produto nitrogenado nao proteico que tem origem do metabolismo
muscular da creatina ou fosfocreatina (GREGORY et al., 2004).

O aumento dos niveis de creatinina no sangue de animais estressados pode
ocorrer pela queda na perfusao renal resultante da reducéo do liquido extracelular,
diminuindo sua depuracao pelos rins (SRIKANDAKUMAR e JOHNSON, 2004) ou
pelo aumento da degradacdo nao enzimatica da creatina muscular devido ao
estresse fisico (PIGHIN et al., 2013).

A ureia plasmatica se eleva em razao de qualquer processo que aumente o
catabolismo proteico, dos quais pode-se destacar a hipercortisolemia decorrente do
estresse ou como resultado da restricao alimentar durante o transporte (KNOWLES,
WARRISS e VOGEL, 2014).

Pesquisa sobre a resposta fisioldgica pré-abate de bovinos, transportados
por aproximadamente 4 horas, ndo verificou desidratacdo ou alteracées no
metabolismo proteico, indicados pelos valores normais de creatinina e ureia
plasmatica (ROMERO, URIBE-VELASQUEZ e SANCHEZ, 2014).

No entanto, outros autores relatam bovinos com concentragdes elevadas de
ureia e creatinina durante longas viagens e em periodos quentes, indicando
disfuncao renal e certo grau de subnutricao (PHILLIPS e SANTURTUN, 2013).

1.2.4.3 Creatina quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST) e lactato

Nas situacbes em que existe algum dano na membrana plasmatica da
miofibra ou necrose de um segmento das fibras musculares, constituintes das
células musculares podem extravasar e serem captados pela corrente sanguinea e a
atividade sérica da enzima CK e AST séao frequentemente usadas como indicador de
lesao da miofibra (VALENTINE e McGAVIN, 2009).

Uma maior atividade sérica da AST pode estar relacionada a lesdes
musculares mais graves, tendo em vista a presenca desta enzima nado s6 em
citoplasma, como observado na CK, mas também nas mitocondrias (STOCKHAM e
SCOTT, 2011).
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Atividades aumentadas dessas enzimas no sangue sao decorrentes, além de
danos teciduais, da baixa reperfusdo no tecido muscular, reducédo na dissipacéo do
calor, hipdéxia e fadiga (TADICH et al., 2005; LOPEZ et al., 2006). O estresse de
bovinos devido ao transporte por longos periodos, associado as contusdes
musculares severas, verificadas durante avaliagdo da carcaca, € degeneracdes das
miofibras, observadas em andlise histopatoldgica, foram fatores de extrema
importancia para o aumento de CK e AST (BURNS, 2014).

Estudos realizados por Bernardini et al. (2012) também descrevem aumento
nas atividades de CK e AST em bovinos transportados por longas distancias. Porém,
a CK nem sempre se eleva devido a durag¢ao da viagem, sendo bastante sensiveis a
choques e contusdes que ocorrem durante o transporte (FISHER et al., 2009).

O lactato é utilizado como indicador de atividade fisica e tem sua producéo
elevada tanto no musculo quanto no plasma de animais submetidos a exercicios
intensos e extenuantes, como resultado de um aumento no metabolismo anaerébico
da glicose (KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014). Ainda, as concentragdes
elevadas de lactato também podem estar relacionadas ao estresse comportamental
de animais ao desembarcarem no matadouro (GRUBER et al., 2010).

Em relagdo ao transporte, bovinos conduzidos durante o verdo ou inverno
apresentaram concentracées similares de lactato, indicando que o estresse fisico
nao foi afetado pelo clima (ISHIWATA et al, 2008). Porém, outros autores
descrevem que o0s niveis de lactato de animais transportados durante o verao
demoraram até quatro dias apds o desembarque para retornarem aos valores
iniciais, demostrando que a adaptacado desses animais se torna lenta em épocas
mais quentes (BERNARDINI et al., 2012).

Concentracao de lactato esta correlacionada ao tempo de transporte de vacas
durante o verao e inverno, com pico de producédo apos 8 horas de transporte, e em
touros ao longo do verdo, aumentando significativamente apés 12 horas de
transporte (BULITTA, ARADOM e GEBRESENBET, 2015).

1.2.4.4 Glicogénio hepatico e glicose

No figado encontra-se a maior reserva de carboidrato que pode ser facilmente
mobilizada durante o jejum ou exercicio fisico (MINKA e AYO, 2009). Dessa forma, a

resposta fisioldgica dos animais sera a hiperglicemia, provocada pelo estresse do



22

transporte. Este promove a liberacdo de catecolaminas e glicocortocoides que
estimulam a glicogendlise hepatica (KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014).

Esse aumento da glicemia também esta relacionado a restricdo alimentar ao
longo da viagem, visto que no jejum prolongado ha inibicdo da insulina e ativagao do
glucagon. Consequentemente, ocorre ativacdo da gliconeogénese e glicogendlise
hepéticas e inibicao da sintese de glicogénio e da glicolise no figado (NELSON e
COX, 2014).

Bovinos transportados por cerca de 120 km, apesar de apresentarem
aumento do cortisol, a glicose se manteve estavel, ou seja, a hipercortisolemia ndo
foi suficiente para alterar a glicemia (NJISANE e MUCHENJE, 2017).

Outros trabalhos revelam que nos estagios iniciais do transporte a glicose
ainda permanece alta enquanto o cortisol esta baixo, ou seja, indicando menor efeito
do estresse. Contudo, apds viagem de 800 km até o abatedouro, houve reducao da
glicose e aumento maximo do cortisol devido ao estresse ambiental e esgotamento
fisico (CHULAYO, BRADLEY e MUCHENJE, 2016).

Conforme Earley, Drennan e O’Riordan (2013), maiores concentracoes
plasmaticas de glicose também podem ser observadas na tentativa dos animais se
adaptarem a acidose metabdlica provocada por restricido alimentar e perda de
liquidos durante a viagem.

Diante dessas informacdes, pode-se inferir que a hiperglicemia a curto ou
longo prazo devido ao estresse do transporte indica uma deplegcdo metabdlica
associada a mobilizacdo das reservas de energia (MIRANDA-DE LA LAMA et al.,
2011).

Para um melhor entendimento dos efeitos do estresse ocasionado pelo
transporte e restricdo alimentar sobre o metabolismo dos carboidratos, torna-se
importante quantificar o glicogénio em amostras de tecido hepatico (PELLETIER et
al., 2013).

Diversos métodos tém sido descritos para mensurar a quantidade de
glicogénio presente nos tecidos. Entre eles podemos destacar o método quimico
através do reagente fenol-acido sulfurico que quantifica os agucares dos
polissacarideos, glicoproteinas, proteoglicanos e glicolipideos (DUBOIS et al., 1956).

Existe também a técnica semiquantitativa de analise do glicogénio e que foi
descrita previamente por McManus (1946). Consiste no método de coloracao do
tecido hepatico pelo acido periddico de Schiff (PAS) que marca polissacarideos e
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mucosubstancias, como glicoproteinas, glicolipideos e mucinas nos tecidos
(McMANUS, 1946; NGOKERE et al., 2016).

1.2.5 Glicogénio muscular e pH final (pH,)

A concentracdo muscular de glicogénio no abate é determinada pela
diferenca entre a quantidade de glicogénio sintetizada na fazenda de origem e o que
foi mobilizado como fonte de energia no periodo pré-abate em resposta ao estresse
ou contracdo muscular (McGILCHRIST et al., 2012).

Em bovinos no periodo post-mortem, o nivel de ATP € mantido inicialmente
pela fosfocreatina (fosfocreatina + ADP « creatina + ATP) e, somente apds seu
esgotamento na musculatura é que o glicogénio muscular ira se tornar a sua
principal fonte de energia (ROCA, 2014), produzindo ATP e acido latico por acao
glicolitica, tornando o pH muscular mais acido (RAMOS e GOMIDE, 2007).

A mensuracao do pH final (pH,) é utilizada para avaliar a qualidade da carne
em nivel comercial (VILLARROEL et al., 2001), sendo considerado pH, normal (5,4—
5,79), pH, intermediario (5,8-6,19) e pH, elevado (> 6,2) (WULF et al., 2002).

O limite de pH, para a classificacao de carne DFD (“Dark, Firm, Dry”) é acima
de pH 6,0, no entanto alguns autores consideram DFD a carne com pH a partir de
5,8 (ENGLAND et al., 2016).

A carne DFD possui maior grau de firmeza por menor ativagdo das enzimas
calpaina e calpastatina (JIMENEZ FILHO, 2012), cortes mais escuros por redugao
da oximioglobina (MAGANHINI et al., 2007) e maior retencao de agua nas proteinas
musculares devido ao pH estar distante de seu ponto isoelétrico (GUARDIA et al.,
2005). Além disso, o pH elevado faz com que a carne se torne um meio propicio
para o desenvolvimento de microrganismos deteriorantes (FRANCO et al., 2015).

Maior prevaléncia de carne DFD também esta associada com transportes por
longos periodos e altas densidades nos currais de descanso (ROMERO et al.,
2017). Ainda se observou predominio de carne DFD quando o atordoamento nao foi
efetivo, sendo um resultado inesperado (ROMERO et al., 2017), ja que o estresse no
momento do abate frequentemente acelera o declinio do pH post-mortem
(BOURGUET et al., 2015). Mesmo nao havendo relatos prévios sobre a interacao
entre a eficiéncia do atordoamento e a prevaléncia da carne DFD, isso pode ter
ocorrido pelo estresse e reacado fisica durante o atordoamento, ocasionando
deplecao do glicogénio (ROMERO et al., 2017).
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O aumento das lesbes fisicas, manejo inapropriado e jejum prolongado
podem causar a deplecdo das reservas de glicogénio muscular antes do abate
(STRAPPINI et al., 2010), fazendo com que a dlicélise post-mortem produza
menores concentragdes de acido lactico, mantendo o pH, da carne acima de 5,8
(COOMBES et al., 2014). De acordo com Romero et al. (2013), em 37% dos animais
com pH maior que 5,8 houve correlagcao positiva com a presenca de contusdes e
hematomas. Resultados semelhantes foram obtidos por Strappini et al. (2010)
relatando que hematomas estao significativamente associados ao aumento do pH
nas carcacgas de vacas, bois e novilhas.

Outro fator importante que pode alterar a concentracdo de glicogénio
muscular é a estimulacao elétrica da carcacga. Esta induz a contracado e aceleragao
da glicolise muscular e do declinio do pH (SIMMONS et al., 2008). Esses dados
corroboram com Strydom e Frylinck (2014), os quais referem que a estimulacao
elétrica por 15, 45 e 90 segundos acelera a reducao do pH da carcaca, promovendo
maior amaciamento da carne, minimizando os efeitos do estresse pré-abate.

Em relacdo a categoria animal, ndo foi observada diferenca significativa no
pHy de touros (5,73), vacas (5,88) e novilhas (5,79) transportados por distancias que
variaram entre 200 e 800 km (CHULAYO, BRADLEY e MUCHENJE, 2016). Nao
obstante, outros autores observaram que pH, foi afetado pelo género, com
incidéncia de pH, = 5,8 maior em machos que em fémeas (MACH et al., 2008).

Outra questao que pode impactar na sintese e mobilizacdo do glicogénio é o
temperamento dos animais (VOISINET et al., 1997). Nas fazendas de origem,
bovinos com temperamento agitado tendem a consumir menos alimento aqueles
mais calmos (CAFE et al., 2011), podendo haver redugdo no substrato disponivel
para glicogénese no musculo, refletindo diretamente na reducao das concentracdes
de glicogénio muscular antes do abate (COOMBES et al., 2014).

Ainda, animais agitados tém maior contragdo muscular, estimulando a
mobilizacdo do glicogénio (GRANDIN, 1993), portatnto, associacao desses fatores
pode aumentar a incidéncia de carne DFD (COOMBES et al., 2014). No entanto,
pesquisa avaliando diferentes tipos de comportamento de bovinos (agitado/calmo)
sobre a qualidade da carne demonstrou que as concentracdes de glicogénio e o pH,
nao foram influenciadas pelo comportamento, sugerindo que bovinos de todos 0s
temperamentos tem a mesma probabilidade de desenvolver carne DFD
(McGILCHRIST et al., 2012; COOMBES et al., 2014).
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Capitulo 2. Parametros hematobioquimicos e qualidade fisico-quimica da carne
de bovinos transportados ao frigorifico

RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes distancias de
transporte ao frigorifico sobre o bem-estar de bovinos machos e fémeas durante a
época de chuva e seca, a partir da andlise dos indicadores hematobioquimicos e
fisico-quimicos da carcaga. Foram utilizados 297 bovinos anelorados e mesticos,
sendo 147 fémeas e 150 machos nao-castrados, com médias de peso de 187,5 e
277,5 kg e idade de 24 e 32 meses, respectivamente, provenientes de fazendas do
Estado do Tocantins. Os animais foram alocados em diferentes grupos de acordo
com a condicao sexual, época do ano e distancia percorrida durante o transporte ao
frigorifico: <50 km, 100-200 km, 201-300 km e >300 km. Foram coletadas amostras
de sangue para analises hematobioquimicas e o pH da carcaca foi medido ap6s 24
horas de resfriamento (pH final= pH,). O transporte por longas distancias causa
aumento do hematdcrito e das concentracées de ureia, creatinina e lactato. Ainda,
propicia 0 aumento da atividade sérica da creatina quinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST) e do pH, da carcaca. Alguns parametros
hematobioquimicos foram influenciados pela condicdo sexual, assim, podemos
destacar que os machos apresentaram aumento da creatinina, maiores atividades
séricas de CK e AST e maior pH, da carcaca. As fémeas apresentaram aumento do
hematécrito, elevacdo dos valores da ureia, glicose e lactato. Os animais
transportados durante a época de seca tiveram elevacdo nas concentracbes de
albumina, creatinina, glicose e aumento na atividade sérica da CK e AST. Ja os
animais transportados na época de chuva tiveram aumento da ureia sérica. As
proteinas totais, hematécrito, lactato e pH, foram afetados por ambas as épocas.
Nesse caso, algumas varidveis como qualidade das estradas, percentual de
transporte percorrido em estrada ndo pavimentada, duracdo total da viagem,
distancia de transporte e a capacidade de adaptacao individual dos animais também
tiveram influéncia sobre suas concentracdes sanguineas, prejudicando o bem-estar.
De acordo com os resultados, o transporte por longas distancias interfere no bem-
estar, causando desidratacdo e estresse fisico, resultando em aumento do pH, da
carcaga, contribuindo para formagdo de uma carne DFD. A condicdo sexual
influenciou de forma direta o bem-estar dos animais; os machos foram mais
sensiveis ao estresse fisico e apresentaram maior ocorréncia de lesdées musculares.
Ja as fémeas apresentaram maior reatividade aos efeitos do estresse e menor
capacidade de adaptacdo aos agentes estressores. Os animais transportados
durante a época de seca apresentaram desidratacdo e maior estresse emocional e
fisico. Ja os animais transportados na época de chuva tiveram maiores efeitos do
estresse sobre a degradacao proteica.

Palavras-chave: Indicadores fisiol6gicos, Bem-estar, Clima, Condicao sexual
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Chapter 2. Hemato-biochemical profile and physico-chemical quality of meat in
cattle transported to slaughterhouse

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of transport distance on the welfare
of male and female cattle transported to the slaughterhouse during rainy and dry
season, from the hematological parameters and physicochemical analysis of the
carcass. A total of 297 bovines Nelore and crossbred, being 147 females and 150
non-castrated males, with average weight of 187.5 and 277.5 kg and 24 and 32
months of age, respectively, coming from Tocantins farms. The animals were
allocated in groups according to sex and distance traveled to the slaughterhouse:
<50 km, 100-200 km, 201-300 km and> 300 km. Blood samples were collected
during exsanguination for hemato-biochemical and the pH was measured in carcass
after 24 hours of cooling (final pH = pH,). Transport over long distances cause
increase in hematocrit and urea, creatinine and lactate concentrations. Also increase
of the serum activity of creatine kinase (CK), aspartate aminotransferase (AST) and
the pH, of the carcass. Sex interferes in some hemato-biochemical parameters and
males had increased creatinine, higher serum activities of CK and AST and higher
pH, of the carcass. Females had increased in hematocrit, urea, glucose and lactate
values. The animals transported during the dry season had increase in albumin,
creatinine, glucose, and high serum activity of CK and AST. The animals transported
in the rainy season had increase in serum urea. The total proteins, hematocrit,
lactate and pH, were affected both by dry and rainy season. In this case, some
variables such as road quality, percentage of transport in unpaved road, total travel
time, transport distance and the individual adaptability of the animals also had
influence on their blood concentrations, impairing well-being. According to our
results, transport over long distances interferes with well-being, causing dehydration
and physical stress, resulting in increased pH, of the carcass, contributing to DFD
meat. Sex also interferes with well-being and males were more sensitive to physical
stress and muscle injuries. Females showed greater reactivity to effects of stress and
less capacity to adapt to stressors. Animals transported during the dry season
presented dehydration and increased emotional and physical stress. However, the
animals transported in the rainy season had greater stress effects on protein
breakdown.

Keywords: Physiological parameters, Sexual condition, Weather, Welfare
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2.1 INTRODUCAO

O transporte rodoviério por caminhdes é a maneira mais comum de conducao
dos bovinos aos abatedouros (TARRANT, KENNY e HARRINGTON, 1988), no
entanto, é considerada causa mais importante de estresse, prejudicando o bem-
estar e a saude animal (BULITA, ARADOM e GEBRESENBET, 2015).

O embarque, desembarque, confinamento com ou sem movimentacao,
vibragdes, fatores emocionais como reagrupamento social, ambientes
desconhecidos, variaveis climaticas, privagdo de agua e alimentos sao importantes
potenciais estressores (MIRANDA-DE LA LAMA, VILLARROEL e MARIA, 2014).
Durante o transporte, os animais podem ficar expostos as chuvas e oscilacdes de
umidade e temperatura, visto que os caminhdes ndo oferecem protecao contra as
variaveis climaticas (FRIMPONG et al., 2014).

Esses fatores podem alterar a homeostase na tentativa do organismo em se
adaptar a nova situacdo e buscar novamente o equilibrio, porém, sob essas
condi¢cbes, os animais podem manifestar medo, desidratagdo, fome, aumento da
atividade fisica, fadiga e lesées musculoesqueléticas (FERGUSON e WARNER,
2008). Nao obstante, as respostas fisiolégicas dos animais diante de eventos
estressantes podem reduzir rendimento de carcaga e qualidade fisico-quimica da
carne (ADZITEY, 2011).

Transportes prolongados ou percorridos em longas distancias (CHULAYO,
BRADLEY e MUCHENJE, 2016), modelo ou tipo de veiculo, densidade da carga e
qualidade das estradas e rodovias (HARTUNG, 2003) também sao capazes de
influenciar o bem-estar animal. Além disso, a condicao sexual também pode interferir
no bem-estar durante o transporte, visto que Adzitey (2011) relata que as fémeas
geralmente sdo mais reativas ao estresse, possivelmente devido sua oscilacdo
hormonal mais acentuada em comparacao aos machos (HARD e HANSEN, 1985).
Entretanto, outros pesquisadores mostram que os machos tendem a manifestar
comportamento mais agressivo e serem mais sensiveis ao estresse que as fémeas
durante o transporte (MOTA-ROJAS et al, 2006; MPAKAMA, CHULAYO e
MUCHENJE, 2014).

Os efeitos do estresse durante o transporte sobre a homeostase podem ser
verificados e quantificados por meio de parametros sanguineos (CROOKSHANK et
al., 1979), frequentemente utilizados como indicadores de bem-estar (AVEROS et
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al.,, 2008). Alguns indicadores sdo usados para avaliar quadros de desidratagao,
como as proteinas totais (PT) e aloumina (KNOWLES e WARRISS, 2000), enquanto
que a ureia e creatinina sao utilizadas na analise dos efeitos do estresse fisico em
bovinos (DAS et al., 2012).

Atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK) e aspartato
aminotransferase (AST) sao usadas para avaliagao de lesdo muscular (VALENTINE
e McGAVIN, 2009; ALLISON, 2012) e o lactato pode ser utilizado como parametro
de atividade fisica (KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014).

A glicemia também pode ser avaliada como indicador de bem-estar, visto que
durante exposicao ao estresse fisico e psicoldgico existe aumento dos niveis de
catecolaminas e glicocorticoides (ERIKSEN et al., 2013) que alteram o metabolismo
energético, incluindo a lipdlise, glicogendlise muscular, gliconeogénese (KUCHEL,
1991) e glicogendlise hepatica, elevando a concentracdo de glicose plasmatica
(KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014).

O aumento significativo da atividade fisica, agitacdo, maus tratos e transporte
por longas distancias podem causar a deplecéao das reservas de glicogénio muscular
(GUARDIA et al, 2005), resultando em elevacdo do pH final da carne,
permanecendo entre 5,8 a 6,2; devido a menor concentracdo de &cido lactico
(JIMENEZ FILHO, 2012).

Essa alteragédo produz uma carne conhecida como DFD (Dark, Firm, Dry), que
se apresenta com maior grau de firmeza, (JIMENEZ FILHO, 2012), cortes mais
escuros (MAGANHINI et al., 2007) e com menor suculéncia (GUARDIA et al., 2005)
e que pode ter dificuldade de comercializacao, visto que os consumidores podem
associa-la a carnes com maior tempo de prateleira ou com problemas de
armazenamento (SOTELO et al., 2008).

As avaliagGes dos efeitos do estresse em bovinos de corte sdo importantes,
visto que os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a maneira de
producdo da carne, que inclui condicdes ideais de bem-estar e abate (GRANDIN,
2014; ALVES et al., 2016), além daquelas relacionadas ao manejo e sugerem
necessidade de melhorias no ambiente de produgéo (VERBEKE, 2009). Porém, na
maioria dos casos, as opinides dos consumidores sobre questées de bem-estar
raramente sdo levados em consideracdo (CHULAYO e MUCHENUJE, 2015).

Pelo exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de
diferentes distancias de transporte ao frigorifico sobre o bem-estar de bovinos
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machos e fémeas durante a época de chuva e seca, a partir da analise dos
indicadores hematobioquimicos, como albumina, PT, hematdcrito, ureia, creatinina,
CK, AST, lactato enzimatico e glicose, e analise fisico-quimico da carcaca através do
pHy.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Animais e tratamento

A pesquisa foi previamente aprovada pelo comité de ética-CEUA-UFT (N° do
processo: 23101.000666/2017-81).

Foram utilizados 297 bovinos anelorados e mesticos, sendo 147 fémeas e
150 machos nao-castrados, com médias de peso de 12,5 e 18,5 arrobas e idade de
24 e 32 meses, respectivamente, provenientes de fazendas localizadas no interior
Estado do Tocantins.

Os animais foram transportados por rodovias em datas distintas ao frigorifico,
localizado na regido de Araguaina-TO (7°11°28” de latitude, 48°12’ 26” de longitude)
e que se encontra sob Inspecéo Federal.

A selecéo dos lotes utilizados no experimento foi realizada entre Abril de 2017
e Agosto de 2018, sempre baseada na distancia percorrida da fazenda de origem
até o abatedouro, na condi¢cdo sexual e na época do ano. O percentual percorrido
em estradas nao pavimentadas foi calculado por regra de trés simples, utilizando os
valores da quilometragem total da viagem e daquela percorrida somente em
estradas ndo pavimentadas (Tabela 1).

Os dados climaticos dos periodos de transporte e abates foram obtidos da
Estacdo Climatolégica Principal de Araguaina, localizada na Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia-EMVZ da Universidade Federal do Tocantins-UFT (Tabela
2.1).
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Tabela 2.1. Informagdes sobre temperatura (minima e maxima), umidade, tempo de transporte, quilometragem e
percentual percorrido em estrada ndo pavimentada, e quantidade de bovinos utilizados de acordo com a
condicao sexual, época do ano e distancia percorrida no transporte ao frigorifico localizado em Araguaina-TO,
entre Abril de 2017 e Agosto de 2018.

Numero Distancia % estrada
Condicdo Epoca Temp. Temp. Umidade de Distancia Tempo (km) em nao
sexual min.(°C) méx.(°C) (%) animais (km) (h) estrada ndo  pavimentada
pavimentada
21,8 32,1 87 20 <50 * * *
Chuva 21,8 31,9 86 18 100-200 4:00 30,0 28,57
23,2 30,1 86 18 201-300 5:30 3,0 1,06
23,5 30,5 77 18 >300 6:00 10,0 2,50
Machos  Médias 22,6 31,2 84
17,4 32,8 55 20 <50 0:50 20,0 57,14
Seca 18,7 32,5 68 20 100-200 2:00 3,0 2,43
15,4 33,5 57 18 201-300 7:00 3,0 1,05
20,7 33,7 68 18 >300 6:40 4,0 1,25
Médias 18,1 33,2 62
25,3 29,6 85 18 <50 1:00 10,0 27,77
Chuva 23,0 34,1 77 20 100-200 2:30 10,0 6,25
23,7 30,0 90 20 201-300 * * *
22,3 31,2 81 14 >300 km 7:30 10,0 3,22
Fémeas Mgdias 23,6 31,2 83
25,7 33,7 47 18 <50 0:50 0,3 0,78
Seca 18,8 31,7 55 20 100-200 2:30 0,0 0,00
33,0 33,4 57 18 201-300 3:30 2,0 0,90
17,9 36,5 53 19 >300 5:00 0,0 0,00
Médias 23,9 34,0 53

* Dados nao informados pelo frigorifico.

Quanto a raca, ndao havia padronizacdo por carregamento, ou seja, um
caminhdo poderia transportar somente bovinos anelorados ou mesticos e, ainda,
anelorados e mesticos. Os animais foram alocados em diferentes grupos de acordo
com a condicao sexual e distancia percorrida durante o transporte ao frigorifico: <50
km, 100-200 km, 201-300 km e >300 km.

O tempo de descanso, jejum e dieta hidrica no periodo que antecedeu o
abate foi de aproximadamente 12 horas. No momento do abate, os animais de todos
os grupos foram insensibilizados com pistola pneumatica ou de dardo cativo e
abatidos de acordo com o fluxo normal do abatedouro (BRASIL, 2000).

2.2.2 Colheita das amostras de sangue

O volume de 4 mL de sangue foi obtido individualmente durante a
exsanguinacdo, utilizando tubos BD Vacutainer® identificados, contendo EDTA K2
(BD, NJ, EUA) para avaliacao do hematdcrito, tubos com fluoreto de sddio e EDTA,
para determinagcao da glicemia e lactato enzimatico, e um volume individual de 10
mL em tubos sem anticoagulante e com ativador de coagulo para obtencao de soro
destinado as analises de PT, albumina, ureia, creatinina, CK, AST. Posteriormente,

os tubos foram acondicionados em isopor com gelo reciclavel e remetidos ao
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Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria (LPCV) da EMVZ-UFT, campus de

Araguaina, para o processamento no mesmo dia.

2.2.3 Analises hematobioquimicas

Plasma e soro foram obtidos a partir da centrifugacdo das amostras
(Centrifuga Centribio 80-2B) durante 10 minutos a 3.605 G, servindo para as
analises hematobioquimicas em espectrofotdmetro semiautomatico BIOPLUS S°®
(Bioplus, SP, Brasil) utilizando Kits Comerciais Labtest® (Labtest Diagndstica S.A.,
MG, Brasil).

Para avaliacdo do hematdcrito foi preenchido um tubo capilar com sangue
dos tubos com EDTA K2 até 3% da sua altura e depois fechando uma das
extremidades com massa de modelar. Os tubos capilares foram colocados numa
centrifuga de microhematocrito (Centrifuga de Microhematécrito Centribio H240)
durante 5 minutos a 12175.02 G. Apoés, os resultados foram determinados por uma

régua de leitura especifica para hematécrito.

2.2.4 Medida do pH muscular

A medicdo do pH foi feita no musculo Longissimus lumborum, area que
corresponde ao espacgo entre a 11% e 13? costelas, dentro da camara fria, 24 horas
apos o abate e que corresponde ao pH final (pHy), utilizando o pHmetro portatil pH
Classic Akso® (Akso, Sao Leopoldo, BR).

2.2.5 Analises estatisticas

O delineamento estatistico utilizado para todos os parametros relacionados ao
ensaio foi o delineamento inteiramente casualizado, com parcelas subdivididas,
sendo o fator parcela um arranjo fatorial (4x2 — distancia e condi¢do sexual) e o fator
subparcela as épocas do ano com 18 ou 20 repeticdes por tratamento, sendo as
comparacOes das médias feitas pelo o teste de t a 5% de probabilidade. Seguindo o
modelo estatistico adotado:

Yik =M + Di + S; + DSjj+ €(a)jj + Ex+ EDik + ES + EDSjx + £(p)iju
em que:
“u” € a média geral;
“Dy” é o efeito da distancia de transporte i, i = 1, 2, 3, 4;

“Sj” é o efeito da condi¢do sexual j, j =1, 2;
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“DS;j” é o efeito da interagdo entre distancia de transporte e condigéo sexual;

“e(a)iji” € 0 erro a referente a variagéo aleatoria da parcela;

“Ex” é o efeito da épocado ano k, k=1, 2;

“EDj” é o efeito da intera¢d@o entre distéancia de transporte e época do ano;

“ESik” é o efeito da interacéo entre época do ano e condigdo sexual;

“EDSj” é o efeito da interacdo entre época do ano, distancia de transporte e
condicao sexual;

“e(b)ij” € 0 erro a referente a variacdo aleatoria da subparcela;

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A albumina é um marcador da homeostase proteica, presente em
concentragdes elevadas nos casos de desidratacdo (EARLEY et al, 2012). Isso
ocorre devido a perda de agua do plasma, resultando em hemoconcentracdo e
hiperalbuminemia relativa (ALLISON, 2012). A andlise da albumina ndo mostrou
interacdo entre condicdo sexual e distancia (P= 0,2688). Também nao foram
observadas diferencas nas concentragdes de albumina entre machos e fémeas, em
relacdo as distdncias de transporte (Tabela 2.2), revelando que a albumina em
ambas as condi¢des sexuais ndo é influenciada pela distancia.

Resultados semelhantes foram encontrados por Earley, Murray e Prendiville
(2010), os quais relatam que a albumina ndo se alterou em animais transportados
por distancias que variaram entre 280 e 1192 km.

Tabela 2.2. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigédo sexual (C.S) e época do ano sobre a albumina
em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e Agosto de 2018.

Albumina (2,1-3,6 g/dL)**

Distancias (km) Médias P* Ccv
C.S <50 100-200  201-300 >300 C.S* Distancia C.S x Dist. (%)
Fémea 2,98 2,93 2,99 2,99 2,93A
Macho 2,87 3,00 2,94 2,91 2,97A 0,2409 0,7783 0,2688
Médias 2,92a 2,97a 2,96a 2,95a 2,95
’ Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Distancia Epoca x Dist.
Chuva 2,68bB  2,81bB  2,82bB 3,04aA 2,83
Seca 3,17aA  3,11aA  3,12aA 2,87bB 3,07 <0,0001 0,7783 <0,0001 11,04
Médias 2,92 2,97 2,96 2,95 2,95
, cS Médias -
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 2,87 2,79 2,83B
Seca 3,07 3,06 3,07A <0,0001 0,2409 0,4268
Médias 2,97a 2,93a 2,95

Médias seguidas por letras maiusculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).
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Maiores concentrac¢des sericas de albumina foram verificadas em ambos as
condi¢cbes sexuais durante o periodo de seca (Tabela 2.2), quando as médias de
temperatura e umidade relativa do ar foram de 33,6 °C e 58% (Tabela 2.1),
respectivamente. Assim, o clima seco e com temperaturas elevadas durante o
percurso causam estresse e desidratacdao (MIRANDA-DE LA LAMA et al., 2010), o
que pode levar a uma hemoconcentracdo, aumentando as concentracbes de
albumina.

Houve interacao da concentracao de albumina somente entre época do ano e
distancia de transporte (P<0,0001). Durante o periodo das chuvas, maiores valores
de albumina foram verificados nos animais transportados por >300 km (Tabela 2.2),
provavelmente devido ao estresse (KRIZANOVIC et al., 2008) e/ou desidratacao.
Burns (2014) e Aver6s et al. (2008) também verificaram hiperalbuminemia por
desidratacdo, devido a restricdo hidrica durante o transporte por longas distancias.
Entretanto, no periodo de seca nao foi observado efeito de maiores distancias de
transporte sobre os resultados da albumina (EARLEY, MURRAY e PRENDIVILLE,
2010).

Animais transportados por <50, entre 100-200 e 201-300 km, tiveram maiores
concentragdes de albumina durante a seca (Tabela 2.2), com maior desidratacédo
devido as altas temperaturas e baixa umidade (MIRANDA-DE LA LAMA et al., 2010).

No entanto, os bovinos transportados por >300 km apresentaram albumina
elevada durante a época de chuva (Tabela 2.2), provavelmente por estresse e
desidratacdo mais significativos devido ao maior tempo de viagem e percentual de
transporte em estrada ndo pavimentada (06h45 — 2,86%) em relacao ao grupo de
animais transportados durante a época de seca (05h30 — 0,62%).

Vale ressaltar que a albumina é considerada um importante agente
antioxidante, atuando na proteg¢do celular pela eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e, por isso, a hiperalbuminemia em animais submetidos ao
transporte também pode sugerir resposta do organismo ao estresse (KRIZANOVIC
et al., 2008). Dessa maneira, considerando que os animais estejam desidratados, o
aumento da albumina é relativo e ndo absoluto envolvendo uma resposta ativa do
organismo frente ao estresse.

Na avaliacdo das PT nao foi observada interacdo entre condicdo sexual e
distancia de transporte (P= 0,3715) e, assim como nas concentracdes de albumina,
nao houve diferenga entre machos e fémeas (Tabela 2.3). Portanto, pode-se inferir
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que as PT e a albumina permaneceram estaveis em ambas as condicbes sexuais,
independentemente da distancia percorrida.
Tabela 2.3. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigao sexual (C.S) e época do ano sobre as

proteinas totais (PT) em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e
Agosto de 2018.

PT (6,74-7,46 g/dL)™*

Distancias (km) Médias P* cv
C.S <50 100-200 201-300 >300 C.S Distancia C.S x Dist. (%)
Fémea 8,21 8,04 8,70 8,36 8,33A
Macho 8,36 7,90 8,49 8,28 8,26A 0,3620 <0,0001 0,3715
Médias 8,29b 7,97¢c 8,60a 8,32b 8,29
] Distancias (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Distancia Epoca x Dist.
Chuva 7,82bB 7,89bA 8,42aB 8,59aA 8,16
Seca 8,77aA 8,05bA 8,79aA 8,08bB 8,42 <0,0001 <0,0001 <0,0001 6,85
Médias 8,29 7,97 8,60 8,32 8,29
- C.S Médias P
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 8,35aA 7,98bB 8,16
Seca 8,31bA 8,52aA 8,42 <0,0001 0,3620 <0,0001
Médias 8,33 8,26 8,29

Médias seguidas por letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Em relacdo as distancias, as PT aumentaram significativamente durante o
transporte entre 201-300 km (Tabela 2.3), mostrando que 0s animais desse grupo
exibiram mais intensamente os efeitos da privacao de agua e alimentos (FERREIRA
et al., 2009) desenvolvendo desidratacao (EARLEY et al, 2012). As maiores
distancias de transporte (>300 km) ndo influenciaram as concentragbes de PT
(Tabela 2.3) corroborando com Ishiwata et al. (2008), que também nao verificaram
alteracao nas PT ap0s transporte por 1013,1 km, em relacao aos valores obtidos no
pré-embarque.

No processo de desidratacdo lenta que pode ocorrer durante o transporte, a
perda hidrica se da inicialmente do liquido extracelular (LEC), o que teria um efeito
no aumento das PT. Apds algum tempo, ha uma tentativa de equilibrio do organismo
transferindo liquido intracelular para o LEC (REECE, 2017; STEPHENSON, 2014)
causando uma discreta redugdo na concentracdo sérica de proteinas, o que
explicaria os valores nao tao altos de PT no grupo transportados por >300 km.

Foi verificada interacdo entre distancia de transporte e época do ano
(P<0,0001). Durante o periodo das chuvas constatou-se aumento das PT entre 201-
300 e >300 km (Tabela 2.3), provavelmente pelo maior estresse do transporte,

associado a altas temperaturas (médias de 30,1 e 30,8 °C), umidade elevada
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(médias de 88 e 79%) e restricao hidrica, levando a desidratacdao (WERNER et al.,
2013).

Estudos demonstram que maiores concentracbes de PT podem estar
associados a maior duracado do transporte (EARLEY, MURRAY e PRENDIVILLE,
2010), visto que o tempo de viagem dos animais transportados por 201-300 km
(05h30) e >300 km (06h45) foi superior ao transporte por <50 km (01h00) e 100-200
km (3h15). Os animais transportados por >300 km apresentaram aumento da
concentracdo de PT durante a época de chuva (Tabela 2.3), assim como a
albumina, devido ao maior tempo de restricdo hidrica por viagem longa e maior
percentual de deslocamento em estrada ndo pavimentada.

Entretanto, na época de seca a concentracdo sérica de PT foi maior no
transporte por <50 e entre 201-300 km (Tabela 2.3), possivelmente devido ao efeito
do maior percentual de deslocamento em estrada ndo pavimentada (média de 15%)
em comparagédo as distancias de 100-200 e >300 km (média de 0,92%) associado a
altas temperaturas e baixa umidade principalmente no interior dos caminhdes,
favorecendo o desenvolvimento do quadro de desidratagédo (MIRANDA-DE LA LAMA
et al., 2010).

Nesta pesquisa foi observada interacédo entre época do ano e condi¢cao sexual
(P<0,0001). No periodo de chuva, as fémeas apresentaram maiores valores de
concentracao de PT, enquanto que no periodo de seca houve aumento nos machos
(Tabela 2.3). Estes resultados demonstram que as fémeas foram mais sensiveis ao
estresse por calor causado pelas altas temperaturas e umidade (CINCOVIC et al.,
2017) tornando-as susceptiveis a desidratacdo resultante da perda de liquidos por
mecanismos evaporativos de dissipacdo de calor, como respiracdo e sudoragao
(SOUZA, SALLES e ARAUJO, 2012).

Ja os machos desenvolveram maior susceptibilidade a desidratacdo em
épocas de baixa umidade e altas temperaturas (Tabela 2.3), portanto, fora da zona
de termoneutralidade, causando estresse pelo calor. Nessa situacao, a evaporacao
torna-se o principal processo de perda de calor (FERREIRA et al., 2006)
contribuindo para a desidratacao.

Nas fémeas, as concentragcdes séricas das PT nao diferiram entre os periodos
de chuva e seca. Entretanto, machos transportados na época de seca apresentaram
aumento da concentracdo das PT em relagdo ao periodo de chuva (Tabela 2.3),

provavelmente devido a maior desidratacdo associada ao calor e baixa umidade
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relativa do ar. Além disso, nesse periodo seco houve também maior percentual de
viagens percorridas em estradas ndo pavimentadas (Tabela 2.1).

Na avaliacdo do hematdcrito foi observada interacao entre condicdo sexual e
distancia (P= 0,0428). Nas fémeas, maiores valores do hematécrito ocorreram
durante o transporte por longas distancias (201-300 e >300 km) (Tabela 2.4),
podendo estar relacionado aos mecanismos de estresse, com liberacdo de
catecolaminas que estimulam o bacgo a liberar maior quantidade de hemacias na
circulacdo (PIGHIN et al, 2013). A elevacdo do hematdcrito também pode ter
ocorrido por desidratacdo, devido a restricao hidrica e alimentar ou por perdas
evaporativas (FERREIRA et al, 2009), situacbes bastante comuns durante o

transporte ao frigorifico.

Tabela 2.4. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigcdo sexual (C.S) e época do ano sobre o
hematécrito em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e Agosto
de 2018.

Hematdcrito (24-46%)**

Distancia (km) Médias P* cv
C.S <50 100-200 201-300  >300 C.S Distancia C.S x Dist. (%)
Fémea 35,98cA 38,22bA 40,19aA 38,50abA 38,24
Macho 36,16aA 36,77aA 36,73aB 36,74aB 36,59 <0,0001 <0,0001 0,0428
Médias 36,07 37,51 38,51 37,58 37,41
] Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Distancia Epoca x Dist.
Chuva 37,05bA 35,66bB 40,22aA 37,21bA 37,55
Seca 35,09¢cB 39,27aA 36,71bB 37,90abA 37,27 0,4676 <0,0001 <0,0001 8,71
Médias 36,07 37,51 38,51 37,58 37,41
. C.S Médias P
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 38,88aA 36,25bA 37,55
Seca 37,63aB 36,92aA 37,27 0,4676 <0,0001 0,0120
Médias 38,24 36,59 37,41

Médias seguidas por letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Por outro lado, os valores do hematdcrito nos machos mantiveram-se
inalterados independentemente das distancias de transporte (Tabela 2.4). Em
relacdo as distancias, o hematécrito diferiu entre as condicées sexuais somente em
longas distancias de transporte, entre 201-300 e >300 km, sendo os resultados
maiores nas fémeas em comparacdo aos machos (Tabela 2.4). Esses dados
destacam que fémeas sdo mais sensiveis aos efeitos do estresse e/ou desidratacao,
quando percorrem longos trajetos ao frigorifico.

Houve interacdo entre distancia de transporte e época do ano (P<0,0001).
Durante a época das chuvas, maiores resultados do hematdcrito ocorreram nos
animais transportados por 201-300 km, enquanto que no periodo de seca o

hematocrito aumentou no transporte em distancia menor (100-200 km) (Tabela 2.4).
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Esses resultados expressam que o hematécrito € um pardmetro que pode
oscilar de maneira relevante em diferentes distancias, visto que Warriss et al. (1995),
descreveram que o aumento do hematécrito durante a viagem € rapidamente
revertido quando os animais tém acesso a agua, na chegada ao destino final.
Entretanto, Werner et al. (2013), observaram que o hematdcrito permaneceu
elevado por até 3 semanas ap6s o0 desembarque devido ao estresse crbnico
associado ao transporte e privacao de agua durante 63 horas. Além disso, mesmo a
agua estando disponivel apoés o desembarque, os animais podem nao ter ingerido
imediatamente devido ao novo ambiente, visto que s6 tinham acesso a agua dos
cérregos e ndo estavam habituados a bebedouros.

Ainda, apesar de nao terem sido avaliadas caracteristicas comportamentais
neste trabalho, é possivel que esses animais tenham manifestado comportamento
agressivo e agitado durante o transporte, refletindo diretamente em maior estresse e
aumento do hematdécrito (PIGHIN et al., 2013).

Na regido geografica deste estudo, a principal forma de criacao é extensiva e
pode haver dificuldade em familiarizar os animais com os seres humanos devido o
manejo ser esporadico (HUERTAS et al.,, 2010; ARANTES et al., 2013) Além disso,
83 % dos animais produzidos e abatidos tém predominancia zebuina (ANUALPEC,
2014), os quais podem manifestar comportamento agitado quando confrontados com
diferentes ambientes e interagdes humanas (HEMSWORTH et al., 2011),

Em relacdo as distancias, os bovinos transportados por <50 e 201-300 km
apresentaram elevacao do hematdcrito no periodo de chuva (Tabela 2.4),
provavelmente devido ao maior estresse e/ou desidratacdo, associados aos efeitos
das altas temperaturas e umidade.

Houve interacdo entre condicdo sexual e época do ano (P= 0,0120), com o
periodo de chuva resultando em maiores valores do hematdcrito nas fémeas (Tabela
2.4). Isto pode ter ocorrido por maior percentual de deslocamento das fémeas em
estrada nao pavimentada (12,41%) em relacao aos machos (10,71%), ja que nessa
época a sua qualidade é bastante comprometida, podendo causar mais incbmodo e
estresse aos animais durante a viagem (MIRANDA-DE LA LAMA et al., 2011). Por
outro lado, no periodo de seca as altas temperaturas e baixa umidade néo tiveram

influéncia sobre o hematécrito em ambas as condi¢cdes sexuais.
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As fémeas apresentaram aumento do hematdcrito durante a seca (Tabela
2.4), quando a umidade esta baixa (54%), em comparacdo ao periodo chuvoso
(84%) manifestando maior desidratacao e/ou estresse.

Porém, os machos ndo demonstraram efeitos da época de seca ou chuva
sobre os valores do hematécrito (Tabela 2.4), corroborando com os resultados
obtidos por Farooq et al. (2017), que também nao observaram alteracdo do
hematécrito em bovinos avaliados em clima quente/Umido e quente/seco, devido ao
mecanismo adaptativo em resposta ao estresse por calor.

A creatinina é um indicador frequentemente utilizado na avaliagcao dos efeitos
do estresse fisico ou fungéo da atividade renal em bovinos (DAS et al., 2012), sendo
um produto nitrogenado nao proteico, que tem origem no metabolismo muscular da
creatina ou fosfocreatina (GREGORY et al., 2004).

Foi verificada interagdo da creatinina entre condicdo sexual e distancia
(P<0,0001). Nas fémeas, as maiores concentragbes plasmaticas de creatinina
ocorreram no transporte por >300 km (Tabela 2.5).

Esse resultado pode ter ocorrido por aumento da degradag¢ao nao enzimatica
da creatina muscular durante o estresse fisico (PIGHIN et al, 2013) ou por
desidratacdo, visto que esses animais passaram por maior periodo de restricao
hidrica/alimentar, levando a queda na perfusao renal e diminuicdo da sua depuragao
pelos rins (SRIKANDAKUMAR e JOHNSON, 2004).

Tabela 2.5. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigdo sexual (C.S) e época do ano sobre a
creatinina em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e Agosto de
2018.

Creatinina (1-2 mg/dL)**

Distancia (km) Médias P* cv
C.S <50 100-200 201-300 >300 C.S Dist. C.S x Dist. (%)
Fémea 1,57cB 1,71abB 1,69bcB 1,84aA 1,70
Macho 2,07abA 2,16aA 1,94bcA 1,86cA 2,01 <0,0001 0,0801 <0,0001
Médias 1,83 1,93 1,81 1,85 1,86
’ Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Dist. Epoca x Dist.
Chuva 1,79aA 1,78aB 1,64bB 1,77abB 1,74
Seca 1,87bA 2,07aA 1,99abA 1,92bA 1,96 <0,0001 0,0801 0,0358 15,69
Médias 1,83 1,93 1,81 1,85 1,86
, c.S Médias -
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 1,60 1,89 1,74B
Seca 1,80 2,13 1,96A <0,0001 <0,0001 0,3503
Médias 1,70b 2,01a 1,86

Médias seguidas por letras maiusculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).
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Os machos demonstraram aumento da creatinina nos transportes por <50 e
entre 100-200 km (Tabela 2.5), provavelmente por maior estresse fisico relacionado
ao maior percentual de estrada ndo pavimentada percorrido, com 28,57 e 15,5%,
respectivamente, em relacdo aos machos transportados por 201-300 e >300 km.

Em relacédo as distancias, foi observado que nos transportes por <50, entre
100-200 e 201-300 km, houve aumento da creatinina nos machos, em relagdo as
fémeas (Tabela 2.5). Esse resultado também pode ter ocorrido por maior tempo de
viagem e percentual de transporte em estrada nao pavimentada (28,57, 15,5 e 1,1%,
respectivamente), causando mais estresse fisico.

Entretanto, durante o transporte por >300 km nao houve diferenca nas
concentragcdes de creatinina entre machos e fémeas (Tabela 2.5), provavelmente por
terem sido submetidos a um tempo de vigem e percentual de estradas nao
pavimentadas similares durante o trajeto.

Foi constatada interacdo entre época do ano e distancia de transporte (P=
0,0358). No periodo de chuva, maiores concentragbes de creatinina foram
observadas no transporte por <50 e entre 100-200 km (Tabela 2.5), sendo que
nessas distancias os animais possivelmente desenvolveram maior estresse fisico
por serem transportados por maior percentual em estrada ndo pavimentada (27,77 e
17,41%, respectivamente), em relacédo ao transporte entre 201-300 e >300 km (1,06
e 2,86%, respectivamente).

Contudo, durante a época de seca 0 aumento da concentragdo de creatinina
foi observado somente no transporte entre 100-200 km (Tabela 2.5), provavelmente
tendo com a principal causa a desidratacdo, visto que o hematdcrito e a albumina
também apresentaram maiores valores nessa mesma distancia e época do ano.

A avaliagdo da concentracdo de creatinina nao revelou interagdo entre
condicao sexual e época do ano (P= 0,3503). Maiores valores de creatinina
ocorreram no periodo de seca (Tabela 2.5), assim como a albumina, indicando
algum grau de desidratacdo nos animais transportados nas épocas quentes e com
baixa umidade (PHILLIPS e SANTURTUN, 2013).

Em relagdo a condicdo sexual, os machos apresentaram aumento na
concentragdo plasmatica da creatinina, influenciado provavelmente pelo maior
desenvolvimento da musculatura (SERDAR et al., 2001). Isso ocorre pela ligacao da

testosterona aos receptores musculares, agregando maior quantidade de
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aminoacidos em proteinas e, consequentemente, promovendo o aumento da massa
muscular (DAYTON e WHITE, 2008).

Na andlise da concentracao sérica de ureia foi constatada interacao entre
condicdo sexual e distancia de transporte (P<0,0001). Fémeas e machos
apresentaram elevacado da ureia plasmatica, quando percorrem maiores distancias
(Tabela 2.6).

Tabela 2.6. Efeito de diferentes distancias de transporte, condi¢cdo sexual (C.S) e época do ano sobre a ureia em
bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e Agosto de 2018.

Ureia (6-27 mg/dL)™

Distancia (km) Médias P* cv
C.S <50 100-200 201-300 >300 C.S Dist. C.S x Dist. (%)
Fémea 34,71bA 30,70cA 36,96bA 44,21aA 36,33
Macho 30,65cB 31,55bcA  34,07abB 35,73aB 32,92 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Médias 32,57 31,11 35,56 39,79 34,61
] Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Dist. Epoca x Dist.
Chuva 33,15cA 31,71cA 38,76bA 45,26aA 36,89
Seca 31,99bA 30,55bA 32,18bB 35,05aB 32,40 <0,0001 <0,0001 <0,0001 16,13
Médias 32,57 31,11 35,56 37,79 34,61
, S Médias &
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 38,45 35,37 36,89A
Seca 34,30 30,53 32,40B <0,0001 <0,0001 0,4668
Médias 36,33a 32,92b 34,61

Médias seguidas por letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Elevagbes nas concentragbes ocorrem em razdo de qualquer processo que
aumente o catabolismo proteico, como a hipercortisolemia decorrente do estresse ou
por restricdo alimentar durante o transporte (KNOWLES, WARRISS e VOGEL,
2014). Também pode ocorrer em casos de desidratacdo, quando ha menor taxa de
filtragdo glomerular e, consequentemente, maior reabsor¢do da ureia nos tubulos
proximais, causando azotemia pré-renal (MEUTEN, 2012).

Em relacao as distancias, tanto em curtas (<50 km) quanto em longas viagens
(entre 201-300 e >300 km) as fémeas apresentaram maiores concentragdes de ureia
plasmatica (Tabela 2.6), provavelmente por maior reatividade ao estresse (ADZITEY,
2011), relacionada a oscilagdo hormonal, mais acentuada nas fémeas (HARD e
HANSEN, 1985), principalmente pela acdo do estrégeno que tem efeito importante
sobre o comportamento agitado e agressivo (LAREDO e TRAINOR, 2012). As
fémeas também tiveram aumento do hematdcrito em longas distancias, refletindo
maior sensibilidade ao estresse do transporte.

A avaliagdo das concentragbes séricas da ureia também demonstrou

interacdo entre distancia de transporte e época do ano (P<0,0001). Em ambas as
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épocas do ano, maiores valores da ureia foram verificados durante o transporte por
longas distancias (Tabela 2.6). Assim, animais que percorrem maior trajeto ao
frigorifico passaram por mais tempo sob restricdo hidrica refletindo num quadro de
desidratagdo (MEUTEN, 2012) e também exibiram maiores efeitos do estresse e da
restricdo alimentar sobre a degradacao de proteinas (KNOWLES, WARRISS e
VOGEL, 2014), independentemente se o periodo foi seco (calor e baixa umidade) ou
chuvoso (calor e alta umidade).

Entretanto, a concentracao plasmatica da ureia foi mais elevada nos animais
transportados por maiores distancias (entre 200-300 e >300 km) na época chuvosa.
Nesse caso, pode-se inferir que viagens longas, onde ha maior periodo de restricdo
alimentar, e em periodos de calor e umidade alta causam mais estresse e afetam de
maneira mais significativa a degradacao proteica, em relacao a época de seca.

Os valores reduzidos de ureia também podem ser indicativos de estresse
psicoldgico, visto que existem situacbes em que o estresse severo causa
hipercortisolemia, estimulando a diurese (PARKER et al., 2003). Isso provoca perda
de agua e eletrélitos e, associado ao efeito da hiperglicemia sobre o aumento da
taxa de filtragdo glomerular, ha um maior fluxo tubular nos néfrons, aumentando a
excrecao da ureia, com reducdo de sua concentragdo sérica (MORGAN, RYAN e
BARRATT, 1987). Tal fato demonstra que animal transportado, independente da
distancia, sofre algum tipo de estresse que reflete em alteracdes nas concentracdes
de ureia.

No presente trabalho, os resultados da ureia foram superiores aos valores de
referéncia (KANEKO, HARVEY e BRUSS, 2008) em todos os animais. Assim,
podemos inferir que o efeito do estresse sobre a degradacdo de proteinas e/ou
surgimento de um quadro de desidratagcdo podem ocorrer em ambos as condigdes
sexuais transportados por curtas ou longas distancias nas diferentes épocas do ano.

Nas avaliagbes da atividade sérica da CK, foi verificada interacdo entre
condicao sexual e distancia de transporte (P<0,0001). Nas fémeas, a atividade
sérica da CK foi maior no transporte entre 100-200 km, apresentando reducao em
trajetos mais longos, entre 201-300 e >300 km (Tabela 2.7).
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Tabela 2.7. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigéo sexual (C.S) e época do ano sobre a creatina
quinase (CK) em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e Agosto
de 2018.

CK (35-280 U/L)**

Distancia (km) Médias P* Ccv
C.S <50 100-200  201-300 >300 C.S Dist. C.S X Dist. (%)
Fémea 589bB 1424aA 628bA 846bB 884
Macho 1091bA  1247abA 494cA 1410aA 1064 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Médias 853 1338 563 1141 975
] Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200  201-300 >300 Epoca Dist. Epoca x Dist.
Chuva 946aA 871aB 401bB 683aB 727
Seca 760bA 1782aA 733bA 1537aA 1215 <0,0001 <0,0001 <0,0001 62,88
Médias 853 1338 563 1141 975
, CS Médias -
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 578 872 727B
Seca 1178 1251 1215A <0,0001 <0,0001 0,1130
Médias 884b 1064a 975

Médias seguidas por letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Alta atividade de CK no sangue é indicativa de estresse fisico e lesao
muscular (MPAKAMA, CHULAYO e MUCHENJE, 2014). O aumento da atividade da
CK nos grupos que percorreram distancias curtas (100-200 km), pode ter ocorrido
por estresse fisico adicional durante o periodo de repouso, apdés a chegada ao
frigorifico (MARENCIC et al., 2009) pois nesse momento, 0os animais sao misturados
novamente em um mesmo curral (KENNY e TARRANT, 1987) podendo causar
perturbacao e atividade fisica intensa (PRICE e TENNESSEN, 1981).

Por outro lado, menor atividade sérica de CK em longas distancias (201-300
km e >300 km), pode estar relacionada ao manejo adequado, com animais sendo
bem tratados durante o periodo pré-abate, reduzindo os efeitos do estresse fisico
(BROOM, 2005). Ainda, este dado pode indicar a observancia de um tempo ideal de
descanso nos currais de espera pelo frigorifico, depois de serem descarregados,
importante para animais que percorrem longos percursos (MARENCIC et al., 2009).

Nos machos, a maior atividade sérica da CK ocorreu durante o transporte por
>300 km (Tabela 2.7), corroborando com Chulayo e Muchenje (2017), que referem
aumento da CK em animais transportados por longas distancias. Essa alteracao
ocorre por lesdo muscular, com ruptura da membrana celular durante o transporte
(BAIRD et al., 2012). Aumento da atividade sérica de CK € um indicativo de estresse
relacionado ao manejo e distancia percorrida ao frigorifico (MINKA e AYO, 2010). A
restricdo alimentar e o tempo de espera para o abate sdo fatores que também
podem contribuir para elevar os niveis de CK na circulacdo (TEKE et al., 2014).
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Em relacdo as distancias, machos transportados por <50 km e >300 km
apresentaram maiores valores de CK, em comparacdo as fémeas (Tabela 2.7).
Dessa forma, a condicdo sexual pode interferir na resposta ao estresse e na
atividade sérica da CK, visto que os machos tendem a manifestar comportamento
mais agressivo e serem mais sensiveis ao estresse fisico que as fémeas durante o
transporte (MOTA-ROJAS et al, 2006; MPAKAMA, CHULAYO e MUCHENJE,
2014). Os machos utilizados ndao eram castrados e, por isso, poderiam ser mais
reativos em ambientes instaveis devido ao reagrupamento social durante o periodo
pré-abate, aumentando a agressividade e a probabilidade de lesbes (MOUNIER et
al., 2006).

O comportamento agressivo é bastante complexo e pode ser influenciado por
fatores genéticos, fisiologicos, sociais e ambientais (TRAINOR, KYOMEN e
MARLER, 2006), sendo controlado por mecanismos neuroendécrinos (GOODSON,
2005). Nesse caso, a testosterona € responséavel pela ativacéo de regides cerebrais
(hipotalamicas e limbicas) que desencadeiam a agressividade nos machos
(TRAINOR, KYOMEN e MARLER, 2006).

Entretanto, nas distancias intermediarias, entre 100-200 e 201-300 km, nao
houve diferenca nas atividades séricas da CK entre as condi¢cdes sexuais (Tabela
2.7). Nesse caso, ou as fémeas e machos passaram por condicées semelhantes de
estresse fisico e/ou lesbes musculares, ou os machos foram submetidos a melhores
condicdes de manejo durante o periodo pré-abate e transporte (BROOM, 2005) e
descanso no frigorifico (MARENCIC et al, 2009), minimizando os efeitos
comportamentais sobre os niveis da CK.

Foi observada interacdo da atividade da CK entre distancia e época do ano
(P<0,0001). Na época de chuva, maiores valores de CK foram observados nos
animais transportados por <50, entre 100-200 e >300 km (Tabela 2.7) possivelmente
por terem sido transportados por maior percentual em estrada nao pavimentada (<50
km: 27,8%, 100-200 km: 17,41%, >300 km: 2,86%) em relacdo ao transporte por
200-300 km (1%).

Nesse periodo, as estradas nado pavimentadas ficam em condi¢cbes mais
precarias devido as chuvas, podendo causar mais vibragdes, desconforto,
desequilibrio e estresse (MIRANDA-DE LA LAMA et al, 2011). Dessa forma, ha
dificuldade para os animais manterem a postura corporal no veiculo em movimento,

sendo exigidos fisicamente o suficiente para causar fadiga e exaustao (LAMBERT,



53

ST CLAIR GIBSON e NOAKES, 2005). Essas situacbes podem propiciar lesdes
musculares e/ou estresse fisico, aumentando a atividade sérica da CK (MPAKAMA,
CHULAYO e MUCHENJE, 2014).

Na época de seca, a atividade da CK, bem como da AST, aumentou durante
o transporte entre 100-200 e >300 km (Tabela 2.7), mostrando que esses animais
possivelmente desenvolveram mais lesdes musculares e/ou estresse fisico, em
comparacao aos animais transportados por <50 e entre 201-300 km.

Em relacdo as distancias, animais que percorreram curtos trajetos ao
frigorifico (<50 km) ndo demonstraram influéncia da época do ano sobre os valores
da CK (Tabela 2.7). Entretanto, bovinos transportados entre 100-200, 201-300 e
>300 km, apresentaram aumento da atividade de CK na época de seca (33,3 °C e
58,5% de umidade) em relacao a época de chuva (31,3 °C e 84% de umidade).

Nesse caso, o transporte em periodos com temperaturas elevadas e baixa
umidade estdo associados a diferentes fatores de estresse que afetam a saude dos
animais (MINKA e AYO, 2007), resultando em estresse fisico e, consequentemente,
elevagéo da atividade sérica da CK (MIRANDA-DE LA LAMA et al., 2011).

Nao houve interacdo da atividade da CK entre época do ano e condicao
sexual (P= 0,1130). Como previamente descrito, os resultados da atividade sérica da
CK indicam que o trajeto percorrido ao frigorifico em periodos quentes e secos,
causa maior estresse fisico (fadiga, exaustao). No que se refere a condicao sexual,
maiores valores de CK foram observados nos machos, decorrentes provavelmente
do comportamento mais agitado e agressivo, comparado as fémeas (MPAKAMA,
CHULAYO e MUCHENJE, 2014).

Atividade sérica da CK estava acima dos valores de referéncia (KANEKO,
HARVEY e BRUSS, 2008) em todos os animais deste experimento, ou seja
independentemente da distancia de transporte, época do ano e condicdo sexual, 0s
animais sofreram algum tipo de lesao muscular.

Os resultados da avaliacao da atividade sérica da AST revelam nao haver
interacdo entre condicao sexual e distancia de transporte (P= 0,0780). A AST é uma
enzima presente em concentracdes elevadas nos hepatdécitos e células musculares
(ALLISON, 2012), responsavel por catalisar a transaminagdo do L-aspartato e 2-
oxoglutatarato a oxaloacetato e glutamato (HOFFMANN e SOLTER, 2008), de

extrema importancia no metabolismo de aminoacidos.
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Nas situacbes em que existe algum dano na membrana plasmatica da
miofibra ou necrose das fibras musculares, a AST pode extravasar das células e ser
captada pela corrente sanguinea. Dessa forma, a atividade sérica da AST é usada
como indicador de lesdo muscular (VALENTINE e McGAVIN, 2009).

Do mesmo modo que a CK, a atividade sérica da AST também foi maior nos
machos em relacdo as fémeas (Tabela 2.8), evidenciando o efeito da condicao

sexual sobre o estresse fisico e/ou danos musculares.
Tabela 2.8. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigéo sexual (C.S) e época do ano sobre a aspartato

aminotransferase (AST) em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017
e Agosto de 2018.

AST (78-132 U/L)**

Distancia (km) Médias P* Ccv
C.S <50 100-200 201-300 >300 C.S Dist. C.S x Dist. (%)
Fémea 97,90 128,43 98,18 110,22 109,05B
Macho 117,22 148,68 97,78 136,07 125,05A <0,0001 <0,0001 0,0780
Médias 108,07c 138,30a 97,98c 123,71b 117,13
] Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Dist. Epoca x Trat.
Chuva 102,60abA  116,01aB  91,65bA 104,02abB 103,55
Seca 113,54cA  159,47aA  104,66¢cA 140,73bA 130,25 <0,0001 <0,0001 0,0153 28,96
Médias 108,07 138,30 97,98 123,71 117,13
: cS Médias -
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 93,30 113,53 103,55B
Seca 124,16 136,26 130,25A <0,0001 <0,0001 0,2626
Médias 109,05b 125,052 117,13

Médias seguidas por letras maiusculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Em relagdo as distancias, maiores valores da AST ocorreram no transporte
entre 100-200 e >300 km (Tabela 2.8), assim como os valores médios da CK,
indicando que 0s animais que percorreram essas distancias apresentaram maior
estresse fisico e lesdo muscular.

A AST também pode aumentar por baixa perfusdo sanguinea no tecido
muscular, redug¢do na dissipacdo do calor, hipdxia e fadiga, ocasionados pelo
estresse durante o embarque e transporte (TADICH et al., 2005; LOPEZ et al.,
2006). De acordo com Averés et al. (2008), esses fatos se tornam mais evidentes
quando os animais sdo manejados incorretamente durante o manejo pré- e poés-
transporte.

A interacao da atividade da AST foi significativa para distancia de transporte e
época do ano (P= 0,0153). Durante o periodo chuvoso, a maior atividade sérica da
AST foi observada nos animais transportados entre 100-200 km (Tabela 2.8),
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revelando que em épocas de calor e umidade elevada ndo ha efeito de trajetos
percorridos por maiores distancias sobre a atividade da AST.

Esses resultados corroboram com Ishiwata et al. (2008), que reportam que
animais transportados por longas distancias (1013 km) ndo exibiram alteracdo na
atividade sérica de AST, provavelmente por condicbes apropriadas de transporte,
como baixa densidade de carga, tempo de descanso adequado e fornecimento de
agua e alimento, minimizando os efeitos estressores da viagem.

De forma semelhante a atividade sérica da CK, na época de seca, maior
atividade da AST foi verificada no transporte entre 100-200 e >300 km. Assim,
podemos concluir que esses animais foram submetidos a situacées de maior
fadiga/exaustao e danos musculares.

Nao foi observada interacdo entre época do ano e condigdo sexual (P=
0,2626). Em relacdo a época do ano, maior atividade sérica da AST e também da
CK foi constatada na época de seca em relacdo ao periodo chuvoso (Tabela 8).
Desta maneira, pode-se inferir gue ambientes com baixa umidade e alta temperatura
causam maior estresse térmico, refletindo em maior atividade fisica ou danos
musculares.

O lactato é utilizado como indicador de atividade fisica e tem sua producéo
elevada tanto no musculo quanto no plasma de animais submetidos a exercicios
intensos e extenuantes, como resultado de um aumento no metabolismo anaerdbico
da glicose (KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014).

A analise das concentragdes plasmaticas do lactato demonstrou interagédo
entre condicdo sexual e distancia de transporte (P<0,0001). As fémeas
apresentaram elevacao do lactato a medida que aumentou a distancia de transporte
(Tabela 2.9). Por outro lado, os machos apresentaram maiores valores de lactato no
transporte por <50 km, enquanto nos transportes acima de 100 km a concentracao
do lactato se manteve estavel em niveis mais baixos (Tabela 2.9).
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Tabela 2.9. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigédo sexual (C.S) e época do ano sobre o lactato
enzimatico em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e Agosto de
2018.

Lactato enzimatico (5-20 mg/dL)**

Distancia (km) Médias P* cv
C.S <50 100-200 201-300 >300 C.S Dist. C.S x Dist. (%)
Fémea 91,56¢B 110,07bA  123,31aA  116,95abA 110,50
Macho 104,62aA 86,08bB 86,86bB 80,94bB 89,98 <0,0001 0,2533 <0,0001
Médias 98,43 98,38 105,58 98,16 100,14
] Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Dist. Epoca x Dist.
Chuva 106,07aA  104,02aA  113,82aA 89,78bB 103,98
Seca 90,79bB 93,02abA  96,88abB  105,41aA 96,42 0,0255 0,2533 0,0032 28,83
Médias 98,43 98,38 105,58 98,16 100,14
, CS Médias e
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 118,89aA 89,48bA 103,98
Seca 102,46aB 90,45bA 96,42 0,0255 <0,0001 0,0099
Médias 110,50 89,98 100,14

Médias seguidas por letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Resultados semelhantes foram descritos por Bulitta, Aradom e Gebresenbet
(2015) que verificaram crescimento linear das concentragdes de lactato em vacas,
associado a maiores distancias e tempos de transporte, devido as atividades
musculares extenuantes e prolongadas.

Alguns fatores devem ser levados em considera¢do ao analisarmos os niveis
de lactato plasmatico. Dentre estes, animais transportados em boas condi¢des
fisicas e nutricionais, com reservas adequadas de glicogénio muscular, podem
minimizar a sintese de lactato em resposta aos agentes estressores (MIRANDA-DE
LA LAMA et al., 2010). Dessa forma, as vacas eliminadas do rebanho de cria (vacas
de descarte), por serem consideradas uma categoria de baixa eficiéncia alimentar no
sistema produtivo de corte, normalmente sdo terminadas em pastagens com
variagdes qualitativas e quantitativas durante o ano (MOURA et al., 2013), fato que
pode refletir em condicao nutricional inferior aos machos e, consequentemente, em
maior susceptibilidade das fémeas apresentarem elevacdo da concentracao
plasmatica do lactato.

Outro fator importante € a capacidade de adaptacdo dos animais durante o
transporte. Isso pode acontecer por reducdo do efeito da distancia na sintese de
lactato, devido a adaptacdo as condicoes adversas, expressando menor estresse.
Assim, ha menor liberacdo de catecolaminas e reducdo na quebra do glicogénio
muscular (CHACON et al., 2005). Esses dados podem explicar o fato dos machos
transportados por maiores distancias nao terem apresentado efeito significativo na

producéao de lactato.
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Em relacao as distancias, no transporte por <50 km maiores niveis de lactato
foram verificados nos machos enquanto que nas demais distadncias o lactato
aumentou nas fémeas (Tabela 2.9). Isso mostra que, em curtas distancias os
machos sdo mais susceptiveis aos efeitos do estresse sobre a sintese de lactato
que as fémeas.

Houve efeito significativo da interacdo entre distancia e época do ano nas
concentracdes do lactato (P= 0,0032). Na época de chuva, maiores concentragdes
de lactato ocorreram no transporte por <50, entre 100-200 e 201-300 km, reduzindo
no transporte por >300 km (Tabela 2.9). Assim, pode-se inferir que nos periodos de
calor e alta umidade (31,2 °C e 83%), os animais transportados por longas
distancias (>300 km) manifestaram menos os efeitos do estresse sobre a produgao
de lactato.

Trabalhos constataram reducao do lactato apds o transporte por 300 km, em
comparacdo com valores obtidos antes da viagem, provavelmente por maior
atividade e estresse fisico durante o embarque (CAFAZZO et al., 2012).

Por outro lado, na época de seca a producao de lactato foi maior nos animais
transportados por >300 km. Dessa forma, o transporte percorrido por trajetos
maiores ao frigorifico, nos periodos de temperaturas elevadas e baixa umidade (33,3
°C e 58,5%), causa maior estresse fisico, resultando em aumento da concentracéo
de lactato plasmatico. Os resultados do estudo corroboram com Uetake et al. (2009),
que descrevem elevacao do lactato em bovinos apds serem transportados por
longas distancias (média de 306,9km).

Houve interacdo do lactato entre época do ano e condicdo sexual (P=
0,0099). As fémeas apresentaram maiores valores de concentracao de lactato em
comparacao aos machos, tanto na época de chuva quanto na de seca (Tabela 2.9),
provavelmente por serem mais reativas ao estresse (ADZITEY, 2011) devido as
maiores variacbes hormonal (HARD e HANSEN, 1985), independente da época do
ano. O baixo valor comercial das fémeas em relagdo aos machos (VAZ et al., 2014),
pode torna-las mais susceptiveis ao manejo inadequado por parte dos vaqueiros
(ROMERO, GUTIERREZ e SANCHEZ, 2012), colaborando para o estabelecimento
do estresse fisico e aumento na sintese de lactato.

Na comparagao entre as fémeas transportadas nas distintas épocas do ano,
verificou-se aumento do lactato durante a época de chuva (Tabela 2.9),
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provavelmente por terem sido transportadas por maior percentual em estrada nao
pavimentada (12,41%) que na época de seca (0,84%).

Outras pesquisas descrevem aumento significativo do lactato em animais
transportados por estrada ndao pavimentada, possivelmente por maior exigéncia
energética necessaria para adaptacado as vibragcdées e solavancos, gerando mais
estresse (TADICH et al., 2009). Nessas condicdes, ha maior liberagdo de adrenalina
e, consequentemente, aumento na degradagéao do glicogénio muscular e na sintese
de lactato (BOND, CAN e WARNER, 2004).

O lactato nao diferiu nos machos durante as épocas de chuva e seca (Tabela
2.9). Resultados semelhantes foram encontrados por Ishiwata et al. (2008), com
bovinos machos transportados durante o verdo e inverno, apresentando
concentragdes similares de lactato, indicando que ndo ha efeito dos diferentes
periodos do ano sobre a quebra do glicogénio muscular e sintese do lactato.

Em relacdo as concentragdes plasmaticas de glicose, foi observada interacao
entre condicao sexual e distancia de transporte (P<0,0001). Nos machos, maiores
concentracdes de glicose ocorreram no transporte por <50 km, enquanto que nas
fémeas isso foi observado no transporte por <50, entre 100-200 e 201-300 km,
reduzindo quando foram transportadas por >300 km (Tabela 2.10).

Tabela 2.10. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigdo sexual (C.S) e época do ano sobre a glicose
em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e Agosto de 2018.

Glicose (45-75 mg/dL)**

Distancia (km) Médias P* cv
C.S <50 100-200 201-300 >300 C.S Dist. C.S x Dist. (%)
Fémea 209,06aA  206,83aA 216,68aA  154,15bA 198,10
Macho 185,23aA  156,60bB  157,75bB  163,19abA 166,09 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Médias 196,52 182,36 188,01 158,87 181,93
] Distancia (km) Médias P*
Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Dist. Epoca x Dist.
Chuva 188,76aA  190,76aA 157,92bB  134,90bB 169,45
Seca 204,27aA  174,38bA  219,77aA  179,59bA 194,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001 28,07
Médias 196,52 182,36 188,01 158,87 181,93
, 5 Médias &
Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 165,86aB 172,94aA 169,45
Seca 229,05aA 159,42bA 194,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Médias 198,10 166,09 181,93

Médias seguidas por letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.

* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

** valores de referéncia para a espécie bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

A hiperglicemia provavelmente estd relacionada a resposta inicial durante o
estresse do transporte, pelo aumento na liberacdo de catecolaminas

(adrenalina/noradrenalina) e glicocorticoides (cortisol) na circulagdo. Estes
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hormbnios estimulam glicogendlise hepatica, elevando a glicose plasmatica
(KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014). A hiperglicemia também pode ocorrer por
inibicdo da insulina e liberacdo do glucagon durante a restricdo alimentar.
Consequentemente, ha ativacdo da gliconeogénese e glicogendlise hepaticas,
inibicdo da sintese de glicogénio e da oxidacado da glicose pela glicolise no figado
(NELSON e COX, 2014).

Resultados semelhantes foram encontrados por Chulayo, Bradley e Muchenje
(2016), que relatam aumento da glicose plasmatica nos animais transportados por
<200 km e reducao naqueles transportados entre 200-400 e 400-800 km.

Esta variacdo ocorre porque nos estagios iniciais do transporte, a glicose
tende a permanecer alta. Contudo, apds viagem mais distante (200-400 e 400-800
km), os animais apresentam reducdo da glicose plasmatica devido ao estresse
ambiental e esgotamento fisico (CHULAYO, BRADLEY e MUCHENJE, 2016).

Em relacao as distancias de transporte, ndo houve diferenca na concentracao
plasmatica da glicose entre machos e fémeas transportados por curtas (<50 km) e
longas (>300 km) distancias. No entanto, nos transportes por distancias
intermediarias (100-200 e 201-300 km), as fémeas apresentaram aumento da
glicose plasmatica em relagcdo aos machos (Tabela 2.10).

Nesses casos, pode ter havido influéncia do tempo de transporte sobre a
glicemia. Os machos e fémeas transportados por <50 km (fémeas = 55 min. e
machos = 50 min.) e >300 km (fémeas = 06h15 e machos = 06h20) tiveram tempo
de viagem semelhante (Tabela 2.1) e, por isso, os efeitos do estresse do transporte
sobre a glicemia foram similares.

Por outro lado, o tempo de transporte das fémeas que percorreram entre 100-
200 km (02h30) e 201-300 km (03h30) foi menor que dos machos (03h00 e 06h15,
respectivamente). Assim, o maior periodo de tempo que 0s machos permaneceram
em viagem pode ter sido suficiente para desencadear aumento na utilizacdo da
glicose como fonte de energia e, consequentemente, reducao da glicemia (SHAW e
TUME, 1992).

Houve interacdo entre época do ano e distancia de transporte na avaliacao da
glicose (P<0,0001). Durante a época de chuva, a concentracdo de glicose
plasmatica foi maior no transporte por <50 e entre 100-200 km, reduzindo entre 201-
300 e >300 km (Tabela 2.10), indicando que o aumento da glicemia devido ao
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estresse ocorre em distancias mais curtas, com redugdo em longas distancias por
exaustao fisica (CHULAYO, BRADLEY e MUCHENJE, 2016).

Animais transportados por <50 e entre 100-200 km, percorreram maior
percentual em estrada nao pavimentada (27,77% e 17,41%, respectivamente) em
relacdo ao transporte entre 201-300 e >300 km (1,06% e 2,86%, respectivamente).

Na época de seca, houve oscilagdo da glicemia entre as diferentes distancias.
Maiores valores da glicose foram verificados nos animais transportados por <50 e
entre 201-300 km devido ao estresse (KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014) e sua
reducao no transporte entre 100-200 e >300 km, provavelmente por maior exaustao
(CHULAYO, BRADLEY e MUCHENJE, 2016) e requerimento da glicose como
substrato energético (SHAW e TUME, 1992). Diferentes tipos e gravidades do
estresse aos quais 0s animais sao submetidos tém efeito significativo na oscilacao
da glicemia (RAMIN, 1995).

A glicemia observada no presente trabalho esta acima dos valores de
referéncia (KANEKO, HARVEY e BRUSS, 2008), em todos os grupos. Isso revela
que, independente da distancia, os animais sofrem efeitos significativos do estresse
no metabolismo de carboidratos.

Em relacdo as distancias, no transporte por <50 e entre 100-200 km a
concentracao de glicose foi similar na época de chuva e seca (Tabela 2.10), ou seja,
em viagens mais curtas os animais ndao sofrem influéncia da época do ano sobre a
glicemia. Entretanto, nos transportes entre 201-300 e >300 km maiores niveis de
glicose ocorreram durante a época de seca, que tem como caracteristicas
temperaturas elevadas e baixa umidade. De acordo com Minka e Ayo (2007), o
transporte de bovinos durante periodo quente e seco foi uma atividade incomum
para 0s animais, causando mais estresse e, consequentemente, prejudicando a
saude e a produtividade, e que podem ter contribuido para o aumento da glicemia
nesses animais.

Houve interacdo significativa entre condicdo sexual e época do ano
(P<0,0001). Durante a época de chuva, a glicose nao diferiu entre machos e fémeas
(Tabela 2.10), corroborando com Chulayo, Bradley e Muchenje (2016).

Entretanto, na época de seca, maiores valores da glicose ocorreram nas
fémeas, possivelmente por serem mais susceptiveis ao estresse (ADZITEY, 2011)
em periodo quente/seco. Ainda, a redugao da glicose plasmatica nos machos, nesse
mesmo periodo, pode estar associada a exaustao fisica (CHULAYO, BRADLEY e
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MUCHENJE, 2016), pois percorreram a distancia em maior tempo (04h10) que as
fémeas (03h00).

Em relagdo a condigdo sexual, ndo houve diferenca na glicemia entre os
machos transportados na época de chuva e seca. Esses dados concordam com
Scharf et al. (2010), que relatam nao haver efeito da época do ano no nivel de
glicose em bovinos Bos indicus submetidos ao estresse por calor, sugerindo um
equilibrio cal6rico em racas termicamente adaptadas.

Foi observada interagdo do pH, entre condicdo sexual e distancia
(P<0,0001). Nas fémeas, o pH, aumentou significativamente durante distancias
curtas (<50 km) e intermediarias (201-300 km) (Tabela 2.11).

Tabela 2.11. Efeito de diferentes distancias de transporte, condigdo sexual (C.S) e época do ano sobre o pH final

(pHu) da carcaga em bovinos transportados ao frigorifico localizado em Araguaina-TO, entre Abril de 2017 e
Agosto de 2018.

pHy
Distancia (km) Médias P* cv

C.S <50 100-200 201-300 >300 C.S Dist. C.S x Dist. (%)
Fémea 5,83aA 5,68bB 5,84aA 5,77abB 5,78
Macho 5,78bA 5,98aA 5,73bB 5,90aA 5,85 0,0069 0,4726 <0,0001
Médias 5,80 5,82 5,78 5,84 5,81

; Distancia (km) Médias P*

Epoca <50 100-200 201-300 >300 Epoca Dist. Epoca x Dist.
Chuva 5,71bB 5,83aA 5,83aA 5,66bB 5,76

Seca 5,89bA 5,82bcA 5,73cB 5,99aA 5,86 <0,0001 0,4726 <0,0001 3,56
Médias 5,80 5,82 5,78 5,84 5,81

. €S Médias P

Epoca Fémea Macho Epoca C.S Epoca x C.S
Chuva 5,76aA 5,76aB 5,76

Seca 5,79bA 5,93aA 5,86 <0,0001 0,0069 0,0023
Médias 5,78 5,85 5,81

Médias seguidas por letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas diferem a 5% de probabilidade de erro tipo 1 pelo
teste t-Student.
* probabilidade de erro tipo 1 pelo teste F.

A mensuracao do pH final (pH,) é utilizada para avaliar a qualidade da carne
em nivel comercial (VILLARROEL et al., 2001), sendo considerado pH, normal (5,4-
5,79), pH, intermediario (5,8-6,19) e pH, elevado (>6,2) (WULF et al., 2002). O limite
de pH, para a classificagdo de carne “Dark, Firm, Dry” (DFD) é acima de 6,0; no
entanto, alguns autores consideram DFD a carne com pH a partir de 5,8 (ENGLAND
et al., 2016).

Durante as operagdes pré-abate, os animais sdo expostos a uma série de
potenciais estressores que podem comprometer o bem-estar, saude e desempenho
(MIRANDA-DE LA LAMA, VILLARROEL e MARIA, 2014). Nesse ponto, inicia-se
uma cascata de reacbes no organismo, com ativacdo do sistema simpatico

adrenomedular e do eixo hipotalamo pituitaria adrenal, aumentando os niveis de
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catecolaminas e glicocorticoides (ERIKSEN et al., 2013) que alteram o metabolismo
energético, incluindo a lipdlise, glicogendlise muscular e a gliconeogénese
(KUCHEL, 1991).

Portanto, fémeas transportadas por <50 e entre 201-300 km, apresentaram
maior degradacdo do glicogénio no musculo (GUARDIA et al., 2005) e a glicélise
post-mortem produziu menores concentragdes de acido lactico, elevando o pH, da
carne (JIMENEZ FILHO, 2012).

Maiores resultados do pH, em animais que percorreram trajetos mais curtos,
podem estar relacionados ao menor tempo de adaptacdo as novas condi¢cdes
durante o transporte, fazendo com que os animais cheguem ao frigorifico com
baixas reservas de glicogénio (SANZ et al., 1996).

As fémeas transportadas por longas distancias (>300 km) (Tabela 2.11)
exibiram pH, dentro dos valores considerados normais (WULF et al, 2002),
corroborando com Morais et al. (2015), que também nao encontraram impacto de
maiores distancias de transporte sobre o pH, de fémeas bovinas. Esses dados
mostram que o nivel de estresse relacionado ao transporte é variavel e depende das
situagdes que prevalecem durante a viagem (TARRANT, 1990).

Segundo Tarrant e Grandin (1993), existem outros fatores associados ao
transporte e a distdncia pode nao ser necessariamente o fator mais importante em
relacdo ao bem-estar animal. Viagens curtas em condi¢gdes precarias podem
prejudicar mais os animais do que trajetos longos em rodovias com boas condi¢des
de transporte.

Nos machos, houve aumento do pH, no transporte por 100-200 e >300 km
(Tabela 2.11). Esses resultados concordam com Romero et al. (2017), que relatam
maior pH, associado com transportes por longos periodos (= 300 km, entre 8 e 9 h
de viagem).

Maiores distancias de transporte e jejum prolongado podem causar deplecao
das reservas de glicogénio muscular antes do abate (STRAPPINI et al., 2010) e,
consequentemente, menores concentracdes de acido lactico, mantendo o pH, da
carne acima de 5,8 (COOMBES et al., 2014).

Em relacdo as distancias, o pH, nao diferiu entre a condicdo sexual no
transporte por <50 km (Tabela 2.11), revelando que o género nao interfere nos

valores de pH em curtas distancias. Resultados semelhantes foram relatados por
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Chulayo, Bradley e Muchenje (2016), que ndao observaram diferenca do pH, entre
bovinos machos e fémeas durante o transporte ao frigorifico.

Entretanto, em longas distancias de transporte (>300 km) os machos
apresentaram maiores valores do pH, (Tabela 2.11), provavelmente por
apresentarem comportamento mais agitado que as fémeas (KREIKEMEIER, UNRUH
e ECK, 1998), levando a fadiga muscular e reducdo das reservas de energia por
degradacao do glicogénio muscular antes do abate (MINKA e AYO, 2010).

Outros estudos revelam maiores valores do pH, em machos em relagdo as
fémeas (MARENCIC et al., 2012), associados aos niveis hormonais, diferengas no
temperamento e reatividade frente ao estresse pré-abate (TATUM, GRUBER e
SCHNEIDER, 2007).

Também observamos interacdo do pH, entre distancia e época do ano
(P<0,0001). No decorrer da época de chuva, caracterizada por umidade e
temperaturas elevadas (médias de 84,1% e 31,3°C), foi constatado que o pH,
aumentou em distancias intermediarias (100-200 e 201-300 km) em relacdo as
curtas (<50 km) e longas distancias (>300 km).

Nesse mesmo contexto, estudo realizado por Mach et al. (2008), descrevem
que maiores distancias de transporte nao interferem no pH,, sugerindo que o
estresse fisico e psicologico nado foi intenso o suficiente para afetar negativamente a
quebra do glicogénio muscular e o pH,.

Assim, podemos inferir que animais transportados por <50 km e >300 km
sofrem menos efeitos dos periodos quentes e Umidos sobre as reservas de
glicogénio muscular e, consequentemente, sobre o pH, da carne.

Entretanto, na época de seca o pH, foi maior nos animais transportados por
>300 km (Tabela 2.11), indicando maior estresse no transporte em longas distancias
sob temperaturas elevadas e baixa umidade (médias de 33,3°C e 58,5%), associado
ao maior periodo de restricdo alimentar e exaustdo fisica (quebra do glicogénio
muscular) (STRAPPINI et al., 2010).

Esses resultados concordam com Marenci¢ et al. (2012), os quais reportam
que animais transportados por longas distancias (1300 km) sob altas temperaturas e
baixa umidade (médias de 23°C e 62,54%), apresentaram maiores valores de pH,
em decorréncia de maior exigéncia fisica.

Em relacao as distancias, ndo houve diferenca significativa nos resultados do
pHy entre época de chuva e seca no transporte por 100-200 km (Tabela 2.11). Nao
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obstante, os animais transportados por 201-300 km sdao mais susceptiveis aos
efeitos do periodo quente/imido, aumentando a degradacdo das reservas
musculares de glicogénio e do pH,, enquanto que os animais transportados por <50
e >300 km sofreram mais estresse fisico (exaustdo muscular) no periodo
quente/seco, refletindo na incidéncia de carne DFD.

Foi verificada interagéo significativa entre época do ano e condicédo sexual (P
= 0,0023). Na época de chuva, ndo houve diferenca nos resultados do pH, entre as
condi¢cbes sexuais (Tabela 2.11), permanecendo dentro dos valores considerados
normais.

Porém, na época de seca o pH, foi maior nos machos em relagdo as fémeas,
e também, aos machos transportados na época de chuva, indicando maior
sensibilidade as alteracbes comportamentais e reagdao ao estresse (TATUM,
GRUBER e SCHNEIDER, 2007) durante o transporte no periodo quente/seco,
causando maior fadiga e consumo do glicogénio muscular (MINKA e AYO, 2010),
tendo como resultado pH, (ENGLAND et al., 2016).

Em relagdo a condigao sexual, os valores do pH, foram similares nas fémeas
transportadas na época de chuva e seca. Dessa maneira, sugere-se que o periodo
quente/seco e quente/Umido nao interfere nos efeitos do estresse do transporte
sobre a glicogendlise muscular, produzindo uma carne com pH, considerado normal
(WULF et al., 2002).

2.4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o transporte por
longas distancias interfere no bem-estar, causando maior desidratacao e estresse
fisico que contribui para o surgimento de lesdes musculares, além causar maior
deplecdo do glicogénio muscular resultando em aumento do pH, da carcaca,
contribuindo para formagéao de uma carne DFD.

A condigao sexual também interfere no bem-estar e os machos, por terem
comportamento mais agitado, foram mais sensiveis ao estresse fisico e as lesdes
musculares. Ja as fémeas apresentaram maior reatividade aos efeitos do estresse e
menor capacidade de adaptacao aos agentes estressores psicologicos.

Os animais transportados durante a época de seca, sob altas temperaturas e
baixa umidade, apresentaram desidratacdo e também demonstraram maior estresse

emocional e fisico.
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Alguns indicadores hematobioquimicos foram afetados tanto pela época de
seca quanto pela época de chuva. Nesse caso, variaveis como qualidade das
estradas, percentual de transporte percorrido em estrada ndo pavimentada, duracéao
total da viagem, distancia de transporte e a capacidade de adaptacao individual dos

animais também tiveram influéncia sobre o bem-estar.

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstram a necessidade de aprimorar as condicoes de
transporte principalmente em viagens distantes e de longa duracado. Isso pode ser
feito através de capacitacdo dos condutores em boas praticas de bem-estar no
transporte de bovinos, melhorias nas condicdes das rodovias, principalmente as nao
pavimentadas durante épocas de chuva, maiores cuidados no manejo durante o
transporte com os animais, sobretudo os machos, pois se mostraram mais sensiveis
ao estresse fisico.

Apesar de néao ter sido avaliada infraestrutura e o manejo dos animais nas
fazendas e frigorificos, sempre sdo necessarias melhorias nas instalacoes (currais,
rampas de embarque e desembarque) e aprimorar o treinamento de vaqueiros, pois
as instalagdes em condicbes precarias e manejo inadequado podem refletir
negativamente no bem-estar dos animais e na qualidade da carne, gerando
prejuizos econdmicos. Assim, essas orientagcdes tém por objetivo minimizar os
efeitos do estresse e manter o bem-estar até o momento do abate, colaborando para
producéo de carnes de melhor qualidade.
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Capitulo 3. Métodos de mensuracao do glicogénio hepatico em bovinos:
analise de correlacao

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer correlagdo entre a técnica colorimétrica e o
método de coloracédo pelo acido periédico de Schiff (PAS) para quantificacdo do
glicogénio, possibilitando a utilizagdo de ambas a técnicas na mensuracdo do
glicogénio hepatico. Foram utilizados 297 bovinos, sendo 147 fémeas e 150 machos
nao-castrados, anelorados e mesticos, provenientes de fazendas localizadas no
interior Estado do Tocantins. Os animais foram transportados por rodovias em datas
distintas ao frigorifico, localizado na regido de Araguaina. Foram coletadas amostras
de 5 cm? de figado apds a evisceracdo na linha de abate, embaladas em saco
plastico, devidamente identificados e refrigerados logo apdés a coleta.
Posteriormente, amostras de 1 cm? do figado foram fixadas em formol 10%
tamponado para analise histoquimica e o restante foi congelado em freezer a -20°C
para determinagdo bioquimica do glicogénio. Para analise histoquimica do
glicogénio foi feita a coloragdo do tecido pelo acido periédico de Schiff (PAS)
enquanto que para a avaliagdo bioquimica foi utilizado método colorimétrico
segundo metodologia de Dubois et al. (1956). Para comparagcao dos resultados do
conteudo de glicogénio obtidos pelo método colorimétrico e 0 método de coloracao
pelo PAS, foi realizada uma andlise de correlagdo simples. O nivel de significancia
considerado foi de 95%. Os resultados demonstram ndo haver correlacao
significativa (R?= 0,29) entre o método colorimétrico e a coloragdo de PAS para
quantificacdo do glicogénio hepatico. Assim, pode-se concluir que a analise
bioquimica pelo método colorimétrico, por se tratar de um método quantitativo, deve
ser a metodologia de escolha a ser aplicada para quantificacdo do glicogénio
hepéatico na rotina laboratorial.

Palavras-chave: Andlise bioquimica, Método colorimétrico, PAS, Quantificacéo
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Chapter 3. Methods to measure the liver glycogen in cattle: correlation analysis
ABSTRACT

The aim of this study was to establish correlation between the colorimetric technique
and the periodic-acid Schiff (PAS) staining method for quantification of glycogen,
allowing the use of both techniques in the measurement of liver glycogen. A total of
297 bovines Nelore and crossbred, being 147 females and 150 non-castrated males,
coming from Tocantins farms. The animals were transported by road on different
dates to slaughterhouse of the Araguaina. Samples of 5 cm? of liver were collected
after evisceration in slaughter line, packed in plastic bag, identified and refrigerated
immediately after collection. Then, 1 cm? samples of liver were fixed in 10% buffered
formalin for histochemical analysis and the remainder frozen in a freezer at -20 °C for
biochemical analysis of glycogen. For the histochemical analysis, the tissue was
stained by periodic-acid Schiff (PAS) while to biochemical evaluation was used
colorimetric method according to Dubois et al. (1956). A simple correlation analysis
was performed to compare the glycogen content results obtained by the colorimetric
and the PAS staining method. The significance level considered was 95%. Our
results show no significant correlation (R® = 0.29) between the colorimetric method
and the PAS staining for liver glycogen quantification. Thus, it can be concluded that
the biochemical analysis by the colorimetric method, because it is a quantitative
method, should be the methodology of choice to be applied for quantification of
hepatic glycogen in the laboratory routine.

Keywords: Biochemical analysis, Colorimetric method, PAS, Quantification
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3.1 INTRODUCAO

O glicogénio é um polimero de glicose altamente ramificado presente em
grandes concentracdes no figado (SULLIVAN et al., 2015) e no musculo esquelético
(GOFF, 2017). No figado, o glicogénio & constituido por unidades de glicose que
formam uma cadeia linear através das ligacées a-(1—4). Estas cadeias estado
conectadas através de pontos de ramificacdo em ligagbes a-(1—6) para formar
particulas “B” de glicogénio bastante ramificadas (20 nm de didmetro) e que podem
se ligar e formar particulas ainda maiores (100-200 nm) (SULLIVAN et al., 2014).

Além do tecido hepatico e muscular, o glicogénio esta presente também no
coracdo (BESFORD et al, 2012), cérebro (BROWN, 2004) e tecido adiposo
(JURCZAK et al., 2007), servindo como fonte de armazenamento de energia
(SULLIVAN et al., 2015), e sua quantidade no figado depende de diferentes estados
hormonais, metabodlicos e fisioldgicos (SHOKRI-AFRA, OSTOVAR-RAVARI e
RASOULI, 2016), podendo ser rapidamente mobilizado em resposta a hipoglicemia
(SULLIVAN et al., 2015), estresse (KNOWLES, WARRISS e VOGEL, 2014) e
exercicios fisicos (MINKA e AYO, 2009).

Alteracdes nas concentracbes de glicogénio também podem ocorrer em
diversas condi¢des patoldgicas, como na doenga do armazenamento de glicogénio,
adenocarcinoma, doenca de Paget mamaria e sarcoma alveolar (NGOKERE et al.,
2016). Por isso, é importante quantificar o glicogénio em amostras bioldgicas para se
obter melhor entendimento sobre a importancia do metabolismo do glicogénio em
todo o corpo e em nivel celular (PELLETIER et al., 2013).

Diversos métodos tém sido descritos para mensurar a quantidade de
glicogénio presente nos tecidos. Entre eles podemos destacar o método quimico
através do reagente fenol-acido sulfurico que quantifica os agucares dos
polissacarideos, glicoproteinas, proteoglicanos e glicolipideos (DUBOIS et al., 1956).

A técnica é simples e sensivel para avaliar pequenas quantidades de
acucares e seus derivados que foram separados por cromatografia (RASOULI,
OSTOVAR-RAVARI e SHOKRI-AFRA, 2014) e, ainda, pode ser usada para
mensurar o total de aglucares em misturas ou amostras bioldgicas (SAHA e
BREWER, 1994).

As amostras de figado podem ser utilizadas para analise logo apés a coleta
(GHAFOURI e RASOULI, 2016) ou podem ser congeladas e analisadas
posteriormente (SHOKRI-AFRA, OSTOVAR-RAVARI e RASOULI, 2016).
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Em todos os métodos para quantificacdo do glicogénio o tecido sofre um
processo de digestao por calor em meio acido ou alcalino (VIES, 1954) promovendo
a hidrélise do glicogénio em glicose (ALONSO et al., 1995). Entretanto, existem
algumas alteracoes teciduais que podem dificultar a andlise do glicogénio, as quais
se podem destacar a autdlise, ligacao as proteinas, precipitacdo e contaminacao de
fracoes (SHOKRI-AFRA, OSTOVAR-RAVARI e RASOULLI, 2016).

Além dos métodos quantitativos supracitados, existe também a técnica
semiquantitativa de anadlise do glicogénio e que foi descrita previamente por
McManus (1946). Consiste no método de coloracdo do tecido pelo acido periddico
de Schiff (PAS) que marca polissacarideos e mucosubstancias como glicoproteinas;
glicolipideos e mucinas nos tecidos (McMANUS, 1946; NGOKERE et al., 2016).

O PAS promove a oxidacdo da glicose pelo acido periddico produzindo
aldeidos, os quais reagem com o reagente de Schiff resultando em uma cor purpura-
magenta em tecidos previamente fixados em solucdo de formalina tamponada a
10% ou Bouin (NGOKERE et al., 2016). Além do PAS, outras coloragdes podem ser
empregadas para marcagao do glicogénio como Prata Hexamina e Carmim de Best
(ZAKOUT, SALIH e AHMED, 2010).

Andlise comparativa entre as técnicas de avaliacdo de glicogénio tem por
objetivo verificar a precisdo da estimativa histologica do teor de glicogénio a partir
das analises quimicas (GRAFFLIN, MARBLE e SMITH, 1941).

Ainda na década de 60, alguns trabalhos buscaram investigar correlacéo
entre diferentes técnicas de avaliacao de glicogénio em tecidos como na placenta
(PADYKULA e RICHARDSON, 1963), cérebro (GUTH e WATSON, 1968) e figado
de ratos (LESKE e MAYERSBACH, 1969). Contudo, sdo escassas as publicacdes
sobre o referido assunto, principalmente na espécie bovina.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer correlacdo entre a técnica
colorimétrica e o método de coloragdo por PAS para quantificacdo do glicogénio

hepatico, possibilitando a utilizagdo de ambas a técnicas na rotina laboratorial.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Animais e tratamento

A pesquisa foi previamente aprovada pelo comité de ética-CEUA-UFT (N° do
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processo: 23101.000666/2017-81). Foram utilizados 297 bovinos, sendo 147 fémeas
e 150 machos nao-castrados, anelorados e mesticos, provenientes de fazendas
localizadas no interior Estado do Tocantins. Os animais foram transportados por
rodovias em datas distintas ao frigorifico, localizado na regidao de Araguaina-TO,
(7°11°'28” de latitude, 48°12'26” de longitude) e que se encontra sob Inspecao
Federal.

A selecdo dos lotes utilizados no experimento foi realizada, entre Abril de
2017 e Agosto de 2018, identificada pela data de chegada do lote e abate, e a
quantidade de animais transportados por caminhao.

O tempo de descanso, jejum e dieta hidrica, no periodo que antecedeu o
abate, foi de aproximadamente 12 horas. No momento do abate, animais de todos
os grupos foram insensibilizados com pistola pneumatica ou de dardo cativo e
abatidos de acordo com o fluxo normal do abatedouro (BRASIL, 2000).

3.2.2 Coleta e acondicionamento das amostras de figado

Foram coletadas amostras de 5 cm? de figado, apds a evisceragéo na linha de
abate, embaladas em saco plastico devidamente identificados e refrigerados em
seguida. Posteriormente, 1cm? das amostras foram fixadas em formol 10%
tamponado para andlise do glicogénio pela coloracdo do PAS e o restante foi
congelado em freezer a -20°C para determinagdo do glicogénio pelo método
colorimétrico (DUBOIS et al., 1956). As analises foram feitas no Laboratério de

Morfo-fisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais-UFT-EMVZ.

3.2.3 Coloracao pelo acido periédico de Schiff (PAS)
3.2.3.1 Processamento das amostras

As amostras de figado fixadas em formol 10% tamponado foram clivadas em
2-3 mm e colocadas em cassetes histolégicos. Logo apds, iniciou-se a bateria de
processamento pela desidratacao tecidual em éalcool (70%, 80%, 90%, absoluto | e
II), seguida pela clarificagdo ou diafanizagcao no xilol (xilol | e Il) e infiltragdo em
parafina na estufa a 60 °C (parafina | e Il), finalizando pela inclusao dos tecidos em
parafina para confeccao dos blocos histoldgicos.

Em seguida, os blocos foram seccionados em micrétomo Leica RM 2235°

(Leica Microsystems, Heerbrugg, Suica) numa espessura de 3 pum, colocados em
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banho-maria (em torno de 40 °C) para promover a distensdo dos cortes, e coletados
com lamina de vidro. As laminas com o corte foram colocadas em placa aquecedora
por alguns minutos e levadas a estufa a 60 °C para remog¢ao da parafina e melhorar
a adesao do corte a lamina.

3.2.3.2 Protocolo de coloracao

As laminas, colocadas em berco para coloracdo, passaram pelo processo de
desparafinizacdo em xilol | (15°) e Il (5°) e hidratacdo em concentragdes
decrescentes de alcool: absoluto (1’), 95% (30”), 80% (30”), 70% (1’). Em seguida,
as laminas ficaram por 1 minuto em agua corrente.

Na primeira etapa da coloracdo, as laminas permaneceram por 15 minutos no
acido periédico e lavadas em agua corrente. Ja na segunda etapa, as laminas foram
colocadas no reagente de Schiff por 45 minutos e na agua corrente por 2 minutos.

Por fim, ap6s a secagem na estufa a 60 °C, as laminas passaram pelo
processo de clarificacao no xilol, onde permaneceram até o momento da montagem

ou selagem.

3.2.3.3 Quantificacao do glicogénio

Para quantificacdo do glicogénio foi utilizado o software livre Imaged e
laminas histoldgicas de figado coradas em acido periddico de Schiff (PAS), para
evidenciagcdo do glicogénio. De cada lamina histoldégica foram feitas 5 imagens
aleatorias, totalizando 1485 imagens, captadas pelo programa computacional LAS
EZ® acoplado ao microscépio dptico Leica DM500® (Leica Microsystems, Heerbrugg,
Suica) em objetiva de 40x.

No Imaged utilizou-se da funcao Color Threshold para delimitar a matiz, a
saturacao e o brilho das imagens buscando isolar o glicogénio positivo em PAS de
coloragdo magenta dentro da amplitude demonstrada abaixo:

* Hue (Matiz): minimo 0 \ maximo 215
e Saturation (Saturacao): minimo 100 \ maximo 255
» Brightness (Brilho): minimo 0 \ maximo 187

Assim o programa cria uma mascara em preto e branco delimitando as
regides positivas na amplitude estabelecida, dessa forma eliminando os outros
componentes da imagem, restando apenas o glicogénio.
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Em seguida foi utilizada a funcao “measure” (medir) para computar em pixels
a quantidade de glicogénio e os valores de cada imagem foram lancados em uma
planilha de Excel para analise. Para automatizar o trabalho foi utilizada a funcao
macro do proprio programa, rodando todas as imagens de forma simultanea.

3.2.4 Analise do glicogénio hepatico pelo método colorimétrico

3.2.4.1 Digestao do tecido hepatico

Para o preparo do padrao foi necessario dissolver 1,8 g de glicose anidra em
100 mL de agua destilada, dos quais 100 pL foram transferidos para 3 tubos com o
objetivo de se obter os resultados do padréo em triplicata.

Das amostras de figado congeladas foram retiradas 100 mg de tecido e
colocados em tubos com 1 mL de hidréxido de potassio (KHO) e levados ao banho-

maria com agua fervente (100 °C) durante 10 minutos, juntamente com os padroes.

3.2.4.2 Extracao pelo etanol

Logo apdés a digestdo do tecido hepatico, 200 uL de cada amostra/padrao
foram transferidos para tubos contendo 3 mL de etanol 70% e misturados no vértex
por 5 segundos em alta velocidade. Apds, 100 uL de sulfato de potassio (K2SOs)
foram adicionados aos tubos, posteriormente homogenizados, mantidos em repouso
por 5 minutos até ocorrer a floculacdo e misturados no vortex em alta velocidade.

Na sequéncia, os tubos foram centrifugados (Centrifuga Centribio 80-2B)
durante 3 minutos a 3.605 G. Ao final da centrifugacdo, foi desprezado o
sobrenadante (fracdo liquida), permanecendo apenas o material precipitado (fracao
sélida) na forma de granulos aderidos a parede dos tubos. Foram adicionados 2 mL

de agua destilada aos tubos e levados ao vértex para homogenizagéo.

3.2.4.3 Método colorimétrico utilizando reagente fenol-acido sulfurico

De acordo com a metodologia descrita por Dubois et al. (1956), logo apés a
homogenizacao, 500 pL de fenol a 4,1% e 2 mL de &cido sulfurico (H2SO4) foram
acrescidos aos tubos, previamente colocados em banho de gelo, e homogenizados
no vortex, produzindo uma solugcdo de cor amarelo-laranja. Ao final, foram
transferidos 380 uL da solu¢do numa microplaca com 96 pocos para leitura em 480
nm no espectrofotdmetro Biochrom® Asys UVM340 (Biochrom Ltd., Cambridge, UK)
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e 0s resultados, expressos em absorbancias, serdo utilizados para calcular as

concentragdes de glicogénio.

3.2.4.4 Quantificacao do glicogénio

O célculo para quantificacao do glicogénio foi feito numa planilha de Excel
onde estdo inseridos diferentes valores: peso da amostra, absorbancia da amostra,
absorbancia do padrao, volume do padrdo, volume da amostra/padrao pipetado na
microplaca de leitura, volume de agua destilada usada para ressuspender a amostra
e volume do homogenizado, que é o volume da amostra digerida com KOH. A
férmula utilizada foi a seguinte:

(((((((((AbsAm*100/AbsPad))*VolAgua/VolAm))/VolHom))/PesoTec))/1000)

* AbsAm: absorbancia da amostra
* AbsPad: absorbancia do padrao
« VolAgua: volume de agua
* VolAm: volume da amostra
* VolHom: volume do homogenizado
* PesoTec: peso do tecido hepatico
A partir desse calculo, os resultados do glicogénio foram expressos em

umol/g de tecido hepatico.

3.2.4.5 Analise estatistica

A distribuicdo dos dados continuos foi testada pelo teste Shapiro-Wilk e os
dados foram normalizados quando necessario. Todos os dados foram analisados
por ANOVA seguido de mudltiplas comparacdes entre as médias (teste, Tukey
Kramer HSD) usando Software JMP (8.1.0; SAS Institute Inc., Cary, NC). Para
comparacdo dos resultados do conteudo de glicogénio obtidos pelo método
colorimétrico e o método de coloracdo pelo PAS, foi realizada uma analise de
correlagao simples. O nivel de significancia considerado foi de 95%.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise comparativa de técnicas quimicas e histologicas tem por objetivo
verificar a precisdao da estimativa do teor de glicogénio no figado (GRAFFLIN,
MARBLE e SMITH, 1941). Os resultados demonstraram ndo haver correlagao
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significativa (R®= 0,29) entre o método colorimétrico e a coloragdo pelo PAS para
quantificacao do glicogénio hepatico (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Resultado da analise de correlagdo e dos valores médios da quantificagao do glicogénio
hepatico pelo método colorimétrico, expresso em pumol/g, e pela coloragdo em acido periédico de
Schiff (PAS), através da andlise das imagens pelo software Imaged, com resultados expresso em
pixels.

Glicogénio hepético

Correlacao*

Método colorimétrico Coloragao pelo PAS
(umol/g) (Pixels)
Médias 90,26 66855,91 R%= 0,29

* Andlise de correlagao simples, com nivel de significancia considerado de 95%.

Assim, o ponto inicial de discussao deve abordar as peculiaridades de cada
técnica. O método colorimétrico, utilizando reagente fenol-acido sulfarico, é sensivel
para determinar quantidade de acucares e derivados por cromatografia e também é
usado para medir o teor total do glicogénio em amostras biologicas (SAHA e
BREWER, 1994). Para realizacao dessa analise, o tecido passou primeiramente por
um processo de digestao e posterior extracao do glicogénio.

A digestao do tecido hepatico foi feita com KOH em &gua fervente, pois se
obtém concentracdes totais de glicogénio (RASOULI e LEHNER, 2004) ao contrario
de outras técnicas, como a digestao por acido tricloroacético ou por dgua quente ou
fria, que ndo conseguem determinar completamente o glicogénio do tecido, visto que
parte do glicogénio permanece na fracao proteica desnaturada e nao consegue ser
recuperado, mesmo apds varios processos de digestao (BLOOM et al., 1951).

Para a extracdo do glicogénio foi utilizado etanol que atua rapidamente na
precipitacdo e purificacdo do glicogénio em amostras de tecido que sofreram
digestao pelo KOH (KERLY, 1930; GOOD, KRAMER e SOMOGYI, 1933). Essas
informacdes revelam que a metodologia de analise quantitativa escolhida fornece
resultados confiaveis das concentragbes de glicogénio hepatico.

Ja a utilizagdo da coloracao pelo PAS para analise microscépica do tecido
hepatico, opostamente ao método colorimétrico, revela informagdes sobre a
distribuicao de glicogénio no hepatdcito, que pode estar difundido ou concentrado
em uma determinada parte da célula. Assim, apesar da coloracao pelo PAS estimar
diferencas no acumulo de glicogénio, ela ndo é considerada uma analise quantitativa
(DRURY, 1981; PELLETIER et al., 2013).

Trabalhos anteriores empregaram a coloragcdo pelo PAS com intuito de
analisar somente a distribuicao do glicogénio hepatico, por regido metabdlica e area
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circulatoria, através de uma técnica utilizando grade de estudo morfolégico aplicando
aumento original de 200x (SOARES FILHO, KANAAN e GUZMAN-SILVA, 2011).
Entretanto, no presente estudo, a proposta nao foi analisar a area de distribuicdo do
glicogénio e sim a utilizacdo de uma metodologia que pudesse permitir estimativa da
quantidade total de glicogénio por analise de imagens obtidas de laminas de tecido
hepatico, coradas por PAS em aumento original de 400x, utilizando o software
Imaged.

Esse software cria uma mascara em preto e branco que elimina outros
componentes da imagem, restando apenas o glicogénio (Figura 1). Por fim, o
programa computa a quantidade de glicogénio expressa em pixels por imagem.

Figura 3.1. Avaliagdo do glicogénio hepatico de bovinos. (A) Bovino, figado, coloracdo pelo
acido periédico de Schiff com marcagcado dos granulos de glicogénio no citoplasma dos
hepat6citos em cor parpura-magenta, PAS, 40X. (B) Bovino, figado, imagem do figado
corado pelo acido periodico de Schiff (PAS) apds a analise pelo software Imaged, criando
uma méscara em preto e branco que elimina outros componentes da imagem, restando
apenas o glicogénio. O programa computa a quantidade de glicogénio expressa em pixels
por imagem, PAS, 40X.

Em relagdo a comparacao das técnicas de determinacdo do glicogénio,
pesquisas anteriores buscaram demonstrar correlacao entre técnicas quantitativa e
semi-quantitativa, porém, ndo obtiveram sucesso. Os pesquisadores relatam que a
estimativa histolégica do conteddo de glicogénio no figado em comparacdo a
determinacdo quimica foi aproximada e nao totalmente confiavel (GRAFFLIN,
MARBLE e SMITH, 1941).

Os resultados deste trabalho discordam de Leske e Mayersbach (1969),
Cardell, Larner e Babcock (1973) e Hammad, Striffler e Cardell (1982) que
verificaram uma boa correlagdao entre 0 método colorimétrico (processo de digestao
tecidual por KOH e extracao pelo etanol) e o método histoquimico (coloracao pelo
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PAS) na avaliacao do glicogénio hepatico em ratos e/ou camundongos submetidos a
um esquema de alimentacao controlada.

No entanto, alguns fatores devem ser levados em consideracdo nessa
discussdo. Entre eles, podemos destacar que a correlacao foi determinada apenas
pela comparacao dos resultados obtidos em percentual de glicogénio hepatico pelo
método colorimétrico com a observacdo visual da presenca de granulos de
glicogénio intensamente marcados nos hepatécitos pelo método histoquimico
(LESKE e MAYERSBACH, 1969; CARDELL, LARNER e BABCOCK, 1973;
HAMMAD, STRIFFLER e CARDELL, 1982). Entretanto, no presente trabalho, foi
utilizada analise estatistica para comparar os resultados do método colorimétrico
(umol/g de tecido hepatico) e da coloragdo pelo PAS (quantidade de pixels por
imagem) e, por isso, podem ter sido mais confiaveis.

O numero de repeticoes é outro fator importante no delineamento
experimental e, em nosso estudo foram utilizados 297 animais, enquanto nos
apanhados da literatura, os autores utilizaram apenas 48 (LESKE e MAYERSBACH,
1969) e 52 ratos (CARDELL, LARNER e BABCOCK, 1973) e 85 camundongos
(HAMMAD, STRIFFLER e CARDELL, 1982). Além disso, para analise de glicogénio,
através da coloracao pelo PAS, foram feitas 5 imagens de cada lamina histolégica
referente a uma repeticdo, totalizando 1485 imagens, sendo uma quantidade de
imagens analisadas muito superior aos trabalhos supracitados que utilizaram uma
imagem por amostra.

As repeticbes tém por objetivo estimar os efeitos das causas aleatérias e
aprimorar as estimativas dos efeitos dos tratamentos, e melhorar a estimativa das
médias. Assim, quanto maior o numero de repeticoes, mais exatas serdo as
estimativas (PIMENTEL GOMES, 2009). Essas informagdes sustentam o fato de que
a precisdao dos resultados obtidos neste trabalho pode ser mais significativo que
aqueles alcancados pelos demais pesquisadores (LESKE e MAYERSBACH, 1969;
CARDELL, LARNER e BABCOCK, 1973; HAMMAD, STRIFFLER e CARDELL,
1982).

A conservagado das amostras utilizadas em nosso estudo, os fragmentos de
figado para analise quantitativa do glicogénio (método colorimétrico) foram coletados
na linha de abate e imediatamente colocados em uma caixa térmica com gelo e
encaminhados ao laboratério onde foram congelados a -20 °C para posterior
analise, segundo metodologia descrita por Dreiling et al. (1987). Essa temperatura
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de congelamento, —-20 °C, mantém o conteudo de glicogénio estavel no tecido
hepatico por até 3 meses (SHOKRI-AFRA, OSTOVAR-RAVARI e RASOULI, 2016).

Essa forma de conservagao difere em alguns pontos dos métodos utilizados
por Leske e Mayersbach (1969), Cardell, Larner e Babcock (1973) e Hammad,
Striffler e Cardell (1982), os quais primeiramente congelaram as amostras de figado
rapidamente em gelo seco ou nitrogénio liquido logo apds a coleta e, posteriormente
armazenavam-na a -80 °C.

A analise semi-quantitativa do glicogénio realizada neste trabalho (analise
histoquimica através da coloragdo pelo PAS, utilizou fragmentos de figado fixados
em formol 10% tamponado, diferindo das técnicas de fixagdo utilizadas por Leske e
Mayersbach (1969) que empregaram o acido tricloroacético e solucdo de Carnoy, e
Cardell, Larner e Babcock (1973) e Hammad, Striffler e Cardell (1982) que utilizaram
o método de fixagdo por substituicdo de congelamento utilizando o fluido de
Rossman, de acordo com a modificacao de Peyrot da técnica de Lison para andlise
de glicogénio (PEARSE, 1968).

Portanto, ha grande variedade de metodologias para fixacdo de amostras de
figado, porém, alguns fixadores apresentam maior capacidade de preservacao
tecidual para determinagéo do glicogénio.

De acordo com Kugler e Wilkinson (1964), as solu¢cdes de Carnoy e Rossman
apresentam inconsisténcia na preservacdo das amostras, e Leske e Mayersbach
(1969) relatam reducado na demonstracao histoquimica de glicogénio em amostras
fixadas pela solucdo de Carnoy. No entanto, Ngokere et al. (2016) sugere, para
avaliacdo do conteudo de glicogénio hepético pelo PAS, fixar as amostras com
formol 10% tamponado.

Esse método de fixacao para coloracado pelo PAS ja foi utilizada em varias
outras pesquisas para analise do glicogénio hepatico, tanto em humanos (LAKE,
1970) quanto em ratos (HAYNES, HALL e CLARK, 1983; SOARES FILHO, KANAAN
e GUZMAN-SILVA, 2011), coelhos (NGOKERE et al., 2016), dromedarios (SIDDIG,
ABDALLA e ISMAIL, 2015) e bovinos (BURNS et al.,2014), com o objetivo de manter
preservados os tecidos em um estado mais préximo possivel da sua condicao real
(WARMINGTON, WILKINSON e RILEY, 2000).

Para demonstracdo do glicogénio, a fixacdo adequada do tecido é de suma
importancia, pois ira determinar a qualidade da sua marcacgao pelo corante. Estudos

mais recentes relataram que a fixacdo do figado em formol 10% revelam bons



87

resultados para marcacao de glicogénio através da coloracéo pelo PAS e isso pode
ser explicado pela étima atividade do formol, nessa concentracdao, em fixar o
glicogénio associado as proteinas (ZAKOUT, SALIH e AHMED, 2010).

O processo de fixagcdao ocorre pela formacao de ligacoes cruzadas entre o
formol e a lisina, impedindo a alteragdo do tecido e a perda de atividade quimica
celular (HOPWOOQOD, 1996).

A escolha pela fixagdo das amostras por formol 10% tamponado neste estudo
foi pela melhor conservacao e, consequentemente, maior exatiddo nas analises e
resultados de glicogénio hepatico.

O modelo estatistico empregado para analise de comparagédo dos resultados,
namero de repeticbes e método de conservacao das amostras, foram importantes
para inferirmos que os resultados obtidos no presente estudo possam ter sido mais
precisos e confidveis em comparagcao aos de Leske e Mayersbach (1969), Cardell,
Larner e Babcock (1973) e Hammad, Striffler e Cardell (1982) para quantificacdo do
glicogénio hepatico.

A comparagao do método colorimétrico com o de coloragao pelo PAS nessa
investigagdo permitiu evidenciar auséncia de correlagdo significativa para a
quantificacdo do glicogénio hepatico, portanto, uma metodologia ndo pode ser
realizada em detrimento da outra. Assim, o método colorimétrico fornece uma
concentracdo média de glicogénio para um grande numero hepatécitos, enquanto na
coloragao pelo PAS a marcagédo do glicogénio se concentra em uma determinada
regiao do Iébulo hepatico, sendo menos representativa da concentracao total de
glicogénio (PELLETIER et al., 2013).

3.4 CONCLUSOES

E importante quantificar o glicogénio em amostras bioldgicas para entender
melhor a importancia do metabolismo do glicogénio em todo o corpo e no nivel
celular. De acordo com os resultados, a andlise bioquimica pelo método
colorimétrico, por se tratar de um método quantitativo, deve ser a metodologia de
escolha a ser aplicada para quantificacdo do glicogénio hepatico na rotina
laboratorial.
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