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ABSTRACT

Eight Holstein dairy cows in mid lactation and fed on rotational grazing were
selected aimed at studying the effects of grass supplementation with 320g fish oil
(OP) upon cow performance and milk fatty acids (AG,) profile. Particularly, the
experiment looked for a residual effect of OP on milk fat content (TB) and on some
bioactive AGs, like conjugated linoleic acid (CLA), trans-vacenic acid (C18.1 trans-
11-TVA) and omegas n-3 acids (C20:5, EPA and C22:6, DHA). Cow’s performance
data and milk samples were collected immediately before the experiment commenced
(PEXP), on the last day (212 d) of OP supplementation period (POP) and during four
successive periods of 10 days following OP whithdrawal (P1, P2, P3 and P4). OP
supplementation significantly (P< 0.05) decreased the estimated dry matter intake,
milk fat content (less 13.4 g Kg ~") and milk fat yield. No effect was detected in milk
production, milk protein content, milk protein yield and live weight. While the
concentration on milk fat of stearic acid (C18:0), short (C6:0 to C12:0) and medium
chain (C14:0 to C16:0) AG, was depressed (P< 0.05), the concentrations of oleic
acid cis/trans isomers, CLA, linolenic acid (C18:3 n-3), EPA and DHA significantly
(P< 0.05) increased. However, transfer efficiency of EPA and DHA from fish oil to
milk fat was very low (1.5%). There was no effect of OP on oleic (C18:1 cis-9) and
linoleic (C18:2 cis-9, cis-12) acids of milk. OP decreased (P< 0.05) the
hipercholesteremic fraction (AG, C12:0, C14:0 and C16:0 ) of milk fat and increased
(P< 0.05) in total C18:1 and omega n-3. No residual effect of OP was expressed,
exception made on the very long chain fatty acids i. e. > C20, EPA, DHA and DPA
(C22:5 n-3) whose concentrations on milk was kept high over the forty-day post-
treatment period.

Key-words: conjugated linoleic acid (CLA), dairy cows, fatty acids, omega n-3,
pasture




Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano Xll, N® 1 (2005)

EFEITO DIRECTO E RESIDUAL DA SUPLEMENTACAO COM
OLEO DE PEIXE SOBRE OS CONJUGADOS DO ACIDO
LINOLEICO (CLA), OMEGAS N-3 E OUTROS ACIDOS GORDOS
DA GORDURA DO LEITE DE VACAS LEITEIRAS EM PASTOREIO

RESUMO

Seleccionaram-se 8 vacas leiteiras de raga Holstein, em fase média da lactagao
e exploradas em regime de pastoreio rotacional, com o objectivo de estudar a
influéncia da suplementagao com 320 g de éleo de peixe (OP), sobre a performance
e o perfil dos acidos gordos (AGs) da gordura do leite. Fizeram-se colheitas de
dados experimentais e de amostras de leite no periodo pré-experimental (PEXP),
no ultimo dia (212 dia) do periodo de suplementagao com OP (POP) e em 4 periodos
intervalados de 10 dias, apoés retirada do OP da dieta (P1,P2,P3,P4), para estudar o
eventual efeito residual da suplementagdo com OP, sobre o teor butiroso (TB) do
leite e de alguns AGs bioactivos da gordura do leite, como os conjugados do acido
linoleico (CLA), trans-vacénico (C18:1 trans-11 — TVA) e 6megas da familia n-3
(C20:5, EPA e C22:6, DHA). A suplementagao com OP decresceu significativamente
na estimativa da ingestdo, no TB do leite (- 13,4 g kg ') e na produgéo de gordura
(P<0,05), nao exercendo efeito significativo sobre a produgao de leite, teor proteico,
producao de proteina e peso vivo (P>0,05). Decresceram significativamente (P<0,05)
na gordura do leite as concentragées dos AGs de cadeia curta (C6:0 a C12:0), de
cadeia média (C14:0 a C16:0), acido estearico (C18:0) e aumentaram
significativamente (P<0,05) as concentragbes dos diversos isébmeros cis/trans do
acido oleico, CLA, &cido linolénico (C18:3 n-3), EPA e DHA. Contudo, a eficiéncia
de transferéncia dos EPA e DHA do 6leo de peixe para a gordura do leite foi muito
baixa (1,5 %). Nao exerceu efeito significativo sobre os teores em acido oleico (C18:1
cis-9) e linoleico (C18:2 cis-9, cis-12) da gordura do leite. A suplementagao com OP,
decresceu significativamente (P<0,05) nos totais parciais da fracgao
hipercolesterémica (C12:0, C14:0 e C16:0) e aumentou significativamente (P<0,05)
no total C18:1 e dmegas da familia n-3. S6 se verificou um efeito residual da
suplementagcao com OP sobre as concentragées na gordura do leite dos AGs de
cadeia muito longa (> C20), EPA, DHA e DPA (C22:5 n-3), que se mantiveram acima
do PEXP durante os 4 periodos de colheita, eventualmente devido ao efeito da
presenga da farinha de peixe no alimento concentrado.
Palavras-chave: acidos gordos, conjugados do acido linoleico (CLA), 6megas n-3,

pastoreio, vacas leiteiras
INTRODUGCAO

As gorduras e 6leos tém sido usualmente adicionadas as misturas de
concentrados, com vista a aumentar a densidade energética da dieta, permitindo
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que as vacas leiteiras de elevada producéo, possam exprimir todo o seu potencial
produtivo, sobretudo na fase inicial da lactagéo. Mais recentemente, a inclusao
de lipidos sobretudo insaturados na dieta, tem como objectivo principal alterar a
composicao do perfil dos acidos gordos (AGs) da gordura, melhorando o valor
nutricional e dietético do leite, bem como as suas propriedades fisicas. Pretende-
se através da manipulag¢éo alimentar da vaca, diminuir a fracgéo hipercolesterémica
da gordura do leite (AGs saturados de cadeia média) e aumentar na fracgao dos
AGs mono e polinsaturados e em determinados acidos gordos bioactivos, como
os conjugados do 4cido linoleico (CLA), acido trans-vacénico (TVA) e 6megas n-
3, melhorando a imagem deste produto animal junto dos consumidores (Ney,
1991; Baer et al., 2001).

A gordura edivel dos ruminantes é a principal fonte na dieta humana de
acido rumeénico (cis 9, trans 11-C18:2), o principal isomero do CLA, que € produzido
por ac¢ao de algumas estirpes de bactérias ruminais sobre o &cido linoleico da
dieta e ainda, por acgéo da enzima b°-desaturase sobre o TVA nos tecidos dos
animais e humanos (Salminen et al., 1998; Griinari e Bauman, 1999). O TVA
também é produzido em quantidades significativas no rumen, por biohidrogenagéao
dos &cidos linoleico e linolénico alimentares (Griinari e Bauman, 1999). As
propriedades biolégicas do CLA estido actualmente sob intensa investigacao,
estando ja bem estabelecidas as suas potentes propriedades preventivas da
carcinogénese com modelos animais e células humanas cultivadas in vitro,
modeladoras sobre o sistema imunitario, de diferenciagéo celular e do metabolismo
lipidico (revisdo de Bessa et al., 2000). Ip et al. (1999) provaram que a
suplementac¢do com pequenas doses de manteiga, proveniente de leite de vaca,
naturalmente enriquecido em &cido ruménico, diminuia em 50% a incidéncia de
tumores mamarios em ratinhos.

Algumas das virtudes das dietas ricas em acidos gordos 6mega-3 sédo a
prevencao de desenvolvimento de tumores (Willett,1997) e de doengas
cardiovasculares em humanos (Daviglus et al., 1997).

A suplementacao com 6leo de peixe (e outros produtos marinhos) a vacas
leiteiras, € mais eficaz no enriquecimento da gordura do leite em CLA e 6megas
n-3, do que dleos vegetais em doses semelhantes (Chilliard et al., 2000). O seu
efeito sobre a performance e o perfil de AGs da gordura do leite de vacas
alimentadas com ragdes completas de mistura, esta bem estudado (revisdo de
Chilliard et al., 2001). Contudo, existe pouca informacao disponivel sobre a sua
influéncia em vacas leiteiras exploradas em regime de pastoreio.

3



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano Xll, N® 1 (2005)

Com este trabalho pretendeu-se estudar o efeito directo e residual da
suplementacao com 6leo de peixe (sardinha) sobre a performance e o perfil dos
AGs da gordura do leite de vacas leiteiras em pastoreio.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

O ensaio ocorreu no final da Primavera (inicio de Junho acabando no final
de Agosto) e teve uma duragéo de 71 dias. Foi delineado em 3 fases: a primeira
fase (periodo pré-experimental) com 10 dias de adaptagéo ao tratamento pastoreio
+ 4 kg de concentrado (PEXP); a segunda fase (2° periodo) com 21 dias de
suplementacéo com 320 g de éleo de sardinha por vaca e dia (POP) e a terceira
fase com a duracdo de 40 dias em que foi retirado o 6leo de peixe (OP) do
concentrado. Nesta terceira fase, retiraram-se amostras de leite em 4 periodos
consecutivos espagados de 10 dias (P1, P2, P3 e P4), afim de estudar o eventual
efeito residual do OP, sobre a composigéo do leite e o perfil dos AGs da gordura.

Animais

Utilizaram-se 8 vacas multiperas em lactagcao de raga Holstein. Os animais
foram seleccionados poucos dias antes do inicio do ensaio de acordo com a fase
de lactacao, (134 + 25 dias de lactagdo), producéo de leite (21 £ 2,6 Kg),
composigéo do leite (TB: 36,8 + 2,1 g kg') e (TP: 32,2 £ 1,7 g kg™') e peso vivo
(556 + 47 kg).

Alimentos

As vacas foram confinadas em pastagens da Granja Universitaria, situadas
a uma altitude aproximada de 390 m, que consistiam numa consociagéo de
graminea-leguminosa, onde as espécies dominantes eram o azevém perene € 0
trevo branco.

O concentrado utilizado foi constituido por uma mistura de farinha de milho,
farinha de cevada e de farinha de peixe, nas proporgcdes de respectivamente,
500:340:160 (g Kg' peso fresco). A farinha de peixe possuia um teor lipidico
residual de aproximadamente 4%. O concentrado utilizado no periodo de
suplementacao com OP, foi formulado nas proporgdes de 460:300:160:80 (g Kg-
! peso fresco), respectivamente por f. milho, cevada, f. peixe e 6leo de peixe, de
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modo a que cada vaca ingerisse 320 g de OP por dia. Num trabalho anterior,
verificamos que a suplementagcao com OP n&o exerceu efeito residual sobre os
O0megas n-3 da gordura do leite. Neste ensaio pretendemos testar a inclusao de
farinha de peixe no concentrado sobre um eventual efeito residual naqueles acidos
gordos.

Maneio e medi¢coes

Recorreu-se ao sistema de pastoreio rotacional, em que o intervalo entre 2
turnos de pastoreio sucessivos foi de aproximadamente 25 dias, onde as vacas
pastoreavam a um encabecamento fixo de 3 vacas por ha. O concentrado foi
administrado na sala de ordenha, em partes equitativas, nas ordenhas da manha
e da tarde. Todas as vacas dispuseram de agua ad libitum.

A avaliagéo da ingestéo individual de erva na pastagem (média por cada
periodo de medic¢des) foi determinada atravées do método baseado na performance
animal (MAFF,1975). Para tal, teve-se em conta as necessidades em energia
metabolizavel (EM) dos animais, determinadas pelo somatdrio das necessidades
de manutengéo, producéo e composicao do leite (Tyrrel e Reid, 1965) e variagéo
do peso vivo. A este somatério de necessidades deduziu-se a EM fornecida pelo
concentrado, e dividiu-se pelo valor energético da pastagem (EM Kg MS). As
necessidades de manutencdo, acresceu-se 15% para a actividade fisica no
pastoreio e deslocagdes diarias dentro do plano de maneio estipulado e exposicéo
as condicdes naturais do meio ambiente.

Foram colhidas amostras de pastagem 2 vezes por dia, uma de manha e
outra a tarde, cortando pequenos bocados de erva do topo da pastagem em 20
sitios ao acaso, durante 2 dias em cada periodo. O concentrado também foi
amostrado durante 2 dias em cada periodo. As vacas foram pesadas em cada
periodo, durante 2 dias consecutivos, sempre apos a ordenha da manha, nos
ultimos dias de cada periodo de medicao.

A producgao de leite individual (ordenha da manha e da tarde) dos animais
experimentais foi medida durante 5 dias consecutivos, determinados nos 6
periodos. No ultimo dia de cada periodo de medicdes, retiraram-se amostras de
leite individuais, da ordenha da manha e da tarde, para andlise da gordura e
proteina. As amostras foram de seguida misturadas proporcionalmente a producéao
da manha e tarde e, prontamente, congeladas para posterior determinacéo dos
acidos gordos da gordura do leite.
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Metodologia analitica

Analise quimica dos alimentos e do leite

A determinacao da Matéria Seca (MS), Cinza Bruta (CB), Proteina Bruta
(PB) e Gordura Bruta (GB) dos alimentos foi feita de acordo com a A.O.A.C.
(1995). As amostras foram secas a uma temperatura de 65 °C numa estufa com
circulagdo de ar, até peso constante. De seguida, foram moidas num moinho de
martelos com crivo de malha de 1mm. A CB foi determinada por incineragao numa
mufla eléctrica a 550 °C, durante 12 h. O azoto total foi determinado pelo método
de Kjeldahl, utilizando o selénio como catalizador. A PB foi determinada
multiplicando a % N por 6,25. A GB ou Extracto Etéreo (EE) foi extraida com éter
de petréleo, por extracgéo a quente durante 1h 30 minutos, no Soxhlet. A fibra da
parede celular vegetal definida pelas fracgées do NDF e ADF e a lenhina ADL
foram determinadas de acordo com os métodos propostos por Goering e Van
Soest (1970). Os teores butiroso e proteico do leite foram determinados por infra-
vermelhos (Milkoscan 605, Foss Electric, Hillrod, Denmark).

Extraccéao de lipidos em amostras de alimentos

A composicao e quantificagdo dos AGs nos alimentos foi realizada pelo
método da metilacio acida proposto por Sukhija e Palmquist (1988). Fez-se a
extracgéo e transesterificagdo num s6 passo com uma solugao de HCL metandlica
a temperatura elevada.

Extraccéo de lipidos em gordura de leite

A extracgéo foi feita segundo o método de Folch et al. (1957). Apds obtengéo
do extracto lipidico, fez-se a metilagao (transesterificacdo). Depois da extracgao
lipidica e ainda antes de os componentes lipidicos poderem ser analisados por
cromatografia gasosa, foi necessario converté-los em derivados néo polares e de
baixo peso molecular (Christie, 1994).

A solucao obtida apds a extracgéo pode conter até cerca de 50mg de lipidos;
esta foi diluida em 1ml de tolueno seco num tubo ao qual se adicionou 0,5ml de
padrao interno C19:0 metil-éster (2mg/ml). Adicionou-se 2ml de metéxido de sddio
em metanol anidro 0,5M. Esta mistura foi deixada a repousar durante uma hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 0,1ml de acido acético glacial
e bml de agua ultra-pura a solucao. Os ésteres metilicos foram extraidos através
de duas lavagens com hexano, sendo adicionados 5 ml de hexano a mistura, que
depois foi agitada no vortex e centrifugada durante 5 min. a velocidade de 2500
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rpm. Das duas fases obtidas, a fase organica foi retirada com ajuda de uma pipeta
de Pasteur e colocada num tubo contendo 1g de sulfato de sédio anidro. Ao que
restou no tubo, voltou-se a fazer uma segunda lavagem com hexano repetindo o
mesmo passo da primeira lavagem e retirando a fase organica para o tubo com
sulfato de sédio anidro. Depois, fez-se uma centrifugagao rapida para separar o
hexano do sulfato de sédio anidro, no qual o hexano foi retirado para outro tubo,
vai a evaporar em corrente de azoto (N45) a 42 °C até ficar com um volume de 1
a 1,5ml de solugao, do qual foi transferido para viais apropriados para analise de
cromatografia gasosa.

Cromatografia gasosa

A identificagé@o dos &cidos gordos foi feita tendo como base o seu tempo
de saida da coluna (tempo de retengédo) e comparando ao tempo de saida de um
acido gordo conhecido. O cromatdgrafo utilizado foi um Hewlett Packard HP 5890
A Séries I, equipado com um detector de chama ionizante (FID) e um sistema de
injecgdo automatica. Utilizou-se uma coluna capilar de silica: CP — Sil 88 (100m
x 0,25 x 0,20 mm; Chrompack CP 7489). A fase mével foi o azoto (N60) e o gas
de arraste o hélio. O split ratio foi de 1:20. Atemperatura da coluna foi de 175 °C
durante 200 min. O injector operava a 250 °C e o detector a 280 °C. Numa primeira
fase, os picos dos cromatogramas devem ser identificados de acordo com o
tempo de retencédo e por comparagdo com alguns acidos gordos (Sigma e
Matreya), de acordo com o estabelecido pelo esbo¢o da Norma Portuguesa —
Documento de Trabalho (1996). Também foram feitas coeluicées das amostras
com &acidos gordos padrao para identificagdo correcta dos isémeros do C18:1.
Numa segunda fase, procedeu-se a determinagao da percentagem de AGs
identificados no total de lipidos, também de acordo com o esbog¢o da Norma
Portuguesa acima referenciada. Segundo este documento, nao é obrigatério o
uso de factores de correcgéo, mas estes devem ser usados quando se pretende
uma maior exactidao de resultados.

Andlise estatistica

O programa de estatistica utilizado foi o SAS (1989) — Statistic Analysis
System, version 6. Os resultados sao apresentados como Médias Quadradas
Minimas (LSM). Os dados foram submetidos a uma analise de variancia (medidas
repetidas) para avaliar o efeito dos periodos na performance e perfil dos AGs da
gordura do leite. A diferenca entre médias foi determinada pelo teste de Sheffé.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao quimica e em acidos gordos dos alimentos

A composigao quimica da pastagem e do concentrado esta presente no
Quadro I. Os valores da MS da pastagem, foram elevados e aumentaram ao
longo do ensaio, devendo considerar-se normais para ervas desta época do ano.
A seca que se faz sentir em Julho-Agosto, € factor responsavel pelo decréscimo
do valor nutritivo da pastagem, estando associada a um aumento significativo na
percentagem de massa deiscente, com decréscimo na massa foliar verde e na
relacdo folha/caule. Esta composicao da pastagem é responsavel pelos valores
baixos em PB e EE e elevados em fibra.

A composicao em &cidos gordos da pastagem, dos concentrados e do
6leo de peixe esta presente no Quadro Il. O concentrado apresenta teores mais
elevados do que a pastagem, nos seguintes AGs: C16:0, C18:0, C18:1 cis-9,
C18:2, enquanto a pastagem possui teores mais elevados nos AGs: C14:0; C16:1
cis-9; C18:3. A pastagem é uma boa fonte de acido linolénico, o alimento
concentrado de &cido linoleico e o éleo de peixe em polinsaturados de cadeia
longa, sobretudo em C20:5 n-3 e C22:6 n-3, respectivamente EPA e DHA.

O concentrado utilizado neste ensaio, apresenta pequenas concentragdes
de EPA, DHA e DPA (maior concentra¢ao) devido a incluséo de farinha de peixe

Quadro | - CoMPOSIGAO QUIMICA DA PASTAGEM E DOS CONCENTRADOS (% de MS).

Pastagem Concentrado
PEXP POP P1,2 P3,4 SOP COP
MS (g 100 g') 19,9 18,7 22,2 26,7 87,6 89,8
CB 7,2 8,6 8,5 7,6 3,4 3,1
PB 14,6 16,6 15,5 15,4 15,3 14,2
NDF 63,9 57,9 57,3 57,8 - -
ADF 35,8 32,2 32,1 32,0 3,1 2,7
ADL 4,2 3,8 4,0 3,6 - -
GB 1,7 1,9 1,7 1,8 3,7 11,0

MS- matéria seca; CB-cinza bruta; PB-proteina bruta; ADF- fibra insolivel em detergente &cido;
ADL- fibra insolivel em H,SO,; NDF- fibra insollvel em detergente neutro; GB- gordura bruta;
PEXP-periodo pré-experimental; POP — periodo suplementagdo com 6leo de peixe; P1, P2, P3,
P4 - periodos; SOP- concentrado sem 6leo de peixe; COP- com 6leo de peixe misturado no
concentrado.
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na mistura, como fonte de N de baixa degradabilidade reticulo-ruminal. O processo
de extraccao dos 6leos de peixe por pressao retira fundamentalmente os lipidos
de reserva (triglicéridos contidos nas células adiposas), deixando grande parte
dos fosfolipidos estruturais na farinha de peixe, mais ricos em acidos polinsaturados
de cadeia longa da familia n-3 (Mateos et al., 1996). Assim, a composicdo em
AGs dos lipidos contidos nos éleos e na farinha de peixe s&o diferentes, como
pode ser inferido da analise do Quadro .

Performance animal

Os resultados referentes ao efeito do tratamento e periodos de amostragem
sobre a estimativa da ingestao e dos diversos parametros da producao animal
estdo presentes no Quadro lll. A suplementagdo com éleo de peixe decresceu
significativamente na estimativa da ingestao (P<0,05), relativamente ao periodo
pré-experimental em aproximadamente 15%. Esta tendéncia é consistente com
resultados de outros autores com ragcdes completas de mistura (Doreau e
Chilliard, 1997; Whitlock et al., 2002) ou com dietas a base de silagem de erva

Quadro Il — ComposigAo bos AGs (g 100g"' AGs) DA PASTAGEM (MEDIA POR PERIODOS), CONCENTRADO COM
OLeO DE PEIXE(COP) E DO OLEO DE PEIXE.

Pastagem Concentrado COP Oleo Peixe
C14:0 16,15 1,97 4,56 6,11
C16:0 9,26 16,9 16,3 15,4
C16:1 cis-9 1,09 0,95 4,87 7,05
C18:0 0,87 3,49 3,18 2,76
C18:1 cis-9 14,95 21,2 13,7 9,94
C18:2 n-6 8,99 45,36 29,68 1,46
C20:0 - - - 0,24
C18:3 n-3 33,9 2,47 2,98 3,81
C20:4 n-6 - - - 1,05
C20:4 n-3 - - - 1,04
C20:5 n-3 (EPA) - 0,99 9,11 14,51
C22:5 n-3 (DPA) - 3,93 2,65 1,85
C22:6 n-3 (DHA) - 1,26 9,88 14,71
Outros 27,7 3,01 17,2 19,28

COP- concentrado com 6leo de peixe misturado
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(Keady et al., 2000). Donovan et al. (2000) referem uma diminuicido na ingestao
de MS de 19 e 32,2 % para inclusbes de respectivamente 2 € 3% de OP na dieta
de vacas leiteiras, sugerindo que o decréscimo na ingestdo aumenta em funcao
da quantidade de OP suplementada. A penalizacao na ingestédo é maior quando o
OP é infundido no rimen do que quando é infundido no abomaso (Doreau e
Chilliard, 1997). Contudo, e de acordo com estes autores, a infusdo no abomaso
decresceu 10% na ingestao, sugerindo a existéncia de um efeito metabdlico. O
decréscimo na ingestao associado ao decréscimo na degradagao ruminal da fibra
parece pouco provavel, porque a suplementagdo com OP aumenta a digestibilidade
da MO e da fibra da dieta (Doreau e Chilliard, 1997; Keady et al., 2000). E possivel
que o processo de biohidrogenacao dos AGs de cadeia muito longa presentes no
OP, produzam AGs especificos que inibem a ingestao. Parece razoavel admitir-
se que o OP decresce na ingestéo por acgao de efeitos especificos no ecosistema
reticulo-ruminal e no metabolismo do animal.

A suplementagdo com OP decresceu ligeiramente na producgéo de leite,
sem contudo atingir a significancia estatistica. Como os animais experimentais
estavam numa fase avangada da lactacdo e a disponibilidade de pastagem
decresceu, a produgéo de leite baixou linearmente ao longo do ensaio, com
especial relevo para o ultimo periodo de colheita. Estes resultados vém confirmar
estudos realizados por Donovan et al. (2000) e Whitlock et al. (2002), nos quais

Quadro Ill — EFEITO DO TRATAMENTO SOBRE A ESTIMATIVA DA INGESTAO (kg MS dia™') E PERFORMANCE ANIMAL

PEXP POP P1 P2 P3 P4 EPM
Ingestao 16,42 13,90 15,9% 14,33° 15,2 13,0 0,24
PL (kg dia®) 21,0 19,4 19,9% 18,1 18,3°  148° 0,22
TB(gkg') 36,8 23,6 33,12 36,2% 36,1 39,6 0,87
PG (g dia') 7592 4520 6862 610%° 657%  522° 19,86
TP (g dia’) 32,2 30,3 31,3 30,7 31,7 328 0,29
PP (g dia') 6642 579 6542 5180 575%  429° 15,90
PV (kg) 556 551 548 556 568 561 5,07

PL — producéo leite; TB — teor butiroso; PG — produgéo gordura; TP — teor proteico; PP — produgéo
de proteina; PV — peso vivo; Kg — kilos; g — gramas; PEXP — periodo pré-experimental;
POP — periodo 6leo de peixe; P1,P2,P3,P4 — periodos; EPM — erro padrdo da média; Médias
com indices diferentes (* °) apresentam diferencas significativas entre si (P<0,05)
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referem que a tendéncia da producéo de leite é baixar a elevadas quantidades de
suplementagao com OP. Em contraste, Chilliard € Doreau (1997 b) e Keady et al.
(2000) apresentaram aumentos significativos na producéao de leite, mesmo em
casos em que a ingestao voluntaria decresceu, 0 que sugere que a eficiéncia
alimentar podera ter aumentado, devido provavelmente ao aumento da
digestibilidade da MO e ou do valor energético da dieta por influéncia do OP.
Neste contexto, Doreau e Chilliard (1997) e Keady et al. (2000), apresentaram
resultados inesperados, que referem aumentos significativos na digestibilidade
da MO e do NDF de dietas baseadas em silagens de milho e de erva ministradas
avacas leiteiras, em associagao directa com a inclusdo de OP.

A suplementagao com OP exerceu efeito significativo muito acentuado sobre
o teor butiroso do leite, provocando um decréscimo de 13,2 g kg™'. Num ensaio
realizado na pastagem, com um nivel de suplementagao igual, com éleo de
sardinha, o decréscimo na gordura do leite foi 11,4 g kg™ (Rego et al., 2005). O
forte efeito depressivo sobre o teor butiroso do leite de vaca provocado pela
suplementacédo com OP, é um dado adquirido, como revisto por Chilliard et al.
(2001). Apés a retirada do OP da dieta o TB aumentou para valores semelhantes
ao periodo pré-experimental, aumentando significativamente (P<0,05) no dltimo
periodo de colheita, provavelmente devido ao efeito duma menor diluicdo num
menor volume de leite. Por este resultado, poderemos concluir que o efeito residual
do OP sobre 0 TB do leite ndo se fez sentir, ja que 10 dias apds a sua retirada da
dieta o TB voltou para um valor idéntico ao do periodo pré-experimental. Certos
autores referem que esta diminuicdo no TB do leite se devera a uma variedade
de mecanismos que podem afectar a sintese de gordura na glandula maméria,
dos quais podemos referir a baixa eficiéncia na transferéncia dos AGs de cadeia
longa do OP para o leite (Givens et al., 2000), a reducéo da capacidade de captagéo
de outros AGs pela glandula mamaria devido a ac¢do destes AGs existentes no
OP (Storry et al., 1974) e ao decréscimo na sintese de novo dos AGs de cadeia
curta e média na glandula mamaria (Chilliard e Doreau, 1997a).

Neste trabalho, a adigédo de OP a dieta nao exerceu efeito significativo
sobre o TP do leite, que se manteve constante nos diversos periodos de colheita
ao longo do ensaio (Fig. 1). Contrariamente ao verificado neste ensaio, a inclusao
de OP na dieta de vacas leiteiras tende a decrescer o TP do leite (Cant et al.,
1997; Offer et al., 1999). Este decréscimo parece ser proporcional a quantidade
de OP suplementada (Keady et al., 2000; Rego et al., 2005). Esta diminuicado no
TP do leite é sobretudo devida a fraccdo da caseina, € a suplementagdo com
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metionina protegida, de uma dieta com OP restabelece o TP e a caseina do leite
para valores idénticos ao tratamento controle (Chilliard e Doreau, 1997b). Este
efeito negativo do OP sobre o TP do leite, verificou-se sobretudo em ensaios
onde a ingestdo voluntaria foi negativamente afectada, provavelmente na
sequéncia de alteragdes das fermentacdes ruminais com diminuicao da sintese
de proteina microbiana. Outros trabalhos (AbuGhazalech et al., 2002; Whitlock
etal., 2002), nao encontraram um efeito significativo da adicdo de OP sobre o TP
do leite.

Os teores butiroso e proteico do leite, estao ilustrados na Fig. 1, parauma
melhor visualizagdo da sua evolugéo ao longo dos diversos periodos de colheita.
A producgédo de sélidos (gordura e proteina) € o reflexo da sua concentra¢do no
leite e da produgédo de leite. Assim, a producéo de gordura decresceu 307 g dia™
em associagcédo com a adi¢cdo de OP a dieta, voltando aos valores normais 10 dias
apoés a sua retirada da dieta. A produgéo de proteina apresentou uma evolugao
semelhante ao decréscimo verificado na producgéo de leite.

Os tratamentos ndo exerceram efeito significativo sobre o peso vivo dos
animais experimentais, embora se verifigue uma tendéncia para decrescer
associado ao efeito da suplementacado com o OP, provavelmente na sequéncia
do seu efeito inibidor sobre a ingestao voluntéria.

Composi¢ao dos AGs da gordura do leite
A composicao dos &cidos gordos da gordura do leite esta presente no
Quadro IV. Genericamente podemos inferir da sua observacgao, que a suplemen-

Evolucao do TB e TP ao longo do ensaio

32 —+—TB (g/kg)
30 1 —=— TP (g/dia)

PEXP P.OP P1 P2 P3 P4

Periodos

Figura 1 — Evolugéo dos teores butiroso (TB) e proteico (TP) do leite ao longo dos periodos.
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tacdo com OP diminui significativamente (P<0,05) as concentragdes na gordura
do leite de todos os AGs de cadeia curta (C6 a C12) e as concentragdes dos AGs
saturados de cadeia média (miristico, C14:0 e palmitico, C16:0). Estes resultados
sdo indicativos que o OP inibe a sintese de novo na glandula mamaria dos AGs
de cadeia curta e média saturados. A concentracao de acido estearico (C18:0)
decresceu significativamente (P<0,05) em associacdo com a suplementagdo com
OP. A adicao de OP n&o provocou um decréscimo na concentracao do 4cido
oleico (C18:1, cis-9) neste ensaio, como seria de esperar em fun¢édo dos resultados
da bibliografia (revisdo de Chilliard et al., 2001). De um modo geral, esta
suplementacao com OP provocou acréscimos significativos em alguns AGs de
cadeia média (C16:1 cis-9; C17:0; C17:1) e incrementou significativamente
(P<0,05) dos diversos isémeros cis/trans do acido oleico, com especial relevo
para o acido trans-vacénico (C18:1, trans-11 - TVA). A suplementagédo com 6leo
de peixe aumentou significativamente (P<0,05) as concentragées de CLA na
gordura do leite (1,27 para 2,42 g 100 g' AGs) e dos dmegas n-3, principalmente
as concentragdes de EPA, DHA e do C18:3 n-3.

Em relacdo aos AGs de cadeia curta e média na gordura (C6:0 a C16:0) do
leite verifica-se uma grande diminuicdo apdés a suplementagcdao com OP,
confirmando resultados de ensaios anteriores (Donovan et al., 2000; Keady et al.,
2000), a qual sugere que a diminui¢cdo da sintese de novo na glandula mamaria
dos AGs de cadeia curta e média dever-se-a ao efeito inibidor da presenca de
AGs de cadeia longa e muito longa (> C20) presentes no OP (Chilliard et al.,
2000).

O decréscimo na concentracao do 4cido estearico na gordura do leite, por
efeito da suplementacao com OP, é confirmado por dados de outros autores (Baer
et al., 2001; Chilliard et al., 2001; Whitlock et al., 2002). A produgao de acido
estearico no rumen diminui em dietas suplementadas com OP, que inibe a acgao
das bactérias do grupo B, responsaveis pela biohidrogenagéo do TVA a acido
esteédrico (AbuGhazaleh et al., 2002).

Em relagdo a alguns totais parciais (Quadro V) pode-se verificar que neste
ensaio aumentam significativamente os niveis de AGs monoinsaturados (total
C18:1) e o total de dmegas n-3, no periodo de suplementagdo com OP, enquanto
afraccéo dos hipercolesterolémicos diminui, o que vem melhorar o perfil dos AGs
no gque concerne ao valor dietético do leite.

Um dos objectivos deste estudo foi o de examinar a duracao do efeito do
6leo de peixe nos periodos seguidos a sua suplementacgao, principalmente sobre
o conteldo em CLA e 6megas-3 da gordura do leite.
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Da analise da Fig. 2, é possivel verificar a evolugao do efeito da
suplementacao com 6leo de peixe no contelido em CLA e TVA (C18:1 trans-11)
nos varios periodos registados. Pode-se constatar que as concentracées de CLA

Quadro IV — EFEITO SOBRE O PERFIL DOS ACIDOS GORDOS DA GORDURA DO LEITE (g 100g™ AGs).

PEXP POP P1 P2 P3 P4 EPM
C6:0 1,47° 1,182 1,48° 1,39° 1,42° 1,192 0,043
c8:.0 0,92 0,552 0,88¢ 0,81¢ 0,914 0,70° 0,023
C10:0 2,07¢ 1,182 2,014 1,83°¢ 2,024 1,47° 0,059
Ci12:0 2,574 1,632 2,514 2,29¢ 2,554 1,87° 0,066
C14:0 10,6° 7,842 10,55¢ 9,77° 10,58¢ 8,292 0,186
C15:0 1,28° 1,052 1,39¢ 1,06° 1,37¢ 0,932 0,045
C16:0 25,7° 23,82 27,8° 25,5° 28,0°¢ 23,42 0,473
C16:1 cis-9 1,952 2,24° 2,13c 1,972 2,062 2,020 0,057
C17:0 0,702 0,79 0,722 0,83° 0,702 0,83° 0,015
C18:0 12,1° 9,492 9,962 12,6° 10,32 13,1° 0,357
Isémeros C18:1
trans-6 a -8 0,302 0,420 0,282 0,292 0,282 0,272 0,030
trans-9 0,242 0,542 0,282 0,242 0,232 0,292 0,031
trans-10 0,242 0,59 0,342 0,382 0,412 0,362 0,060
trans-11 2,392 4,080 2,642 2,072 2,252 2,542 0,218
trans-12 0,302 0,900 0,322 0,272 0,252 0,162 0,063
cis-9 23,6 23,32 22,32 24,1¢ 22,12 26,6 0,49
cis-11 0,182 0,51° 0,262 0,182 0,162 0,222 0,050
cis-12 0,432° 0,56° 0,382 0,482 0,432 0,51 0,037
cis-13 0,082 0,11° 0,092 0,082 0,092 0,082 0,005
C18:2 n-6 0,992° 0,952 1,050 1,10%d 1,084 1,169 0,029
C20:0 0,26° 0,474 0,232° 0,29¢ 0,222 0,31¢ 0,013
C18:3 n-3 0,512 0,74° 0,57° 0,552 0,59° 0,54 0,018
CLA 1,272 2,42° 1,53° 1,142 1,382 1,312 0,106
C20:4 n-6 0,072 0,11¢d 0,082° 0,134 0,09°¢ 0,092 0,007
C20:4 n-3 0,022 0,10¢ 0,04° 0,05° 0,04° 0,05° 0,006

C20:5 n-3 (EPA) 0,072 0,15° 0,14° 0,14 0,1120 0,112 0,010
C22:5 n-3 (DPA) 0,102 0,16% 0,14bed 0,17¢ 0,12a° 0,14%¢ 0,010
C22:6 n-3 (DHA) 0,062 0,13 0,15¢% 0,16° 0,10° 0,11*c 0,008
Outros 7,212 11,8° 7,702 7,952 7,112 7,53 0,351

EPM — erro padrdo da média; Médias com indices diferentes (* ® 9 apresentam diferencas
significativas entre si (P<0,05); PEXP- periodo pré-experimental antes da suplementagcdo com
6leo de peixe; POP-periodo suplementagdo com 6leo de peixe; P1,P2,P3,P4 — periodos.
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e TVA sofrem uma evolugao praticamente paralela, com um grande aumento apés
a suplementacdo com OP, baixando nos periodos seguintes para valores
semelhantes ao periodo pré-experimental. Esta evolugao média é semelhante
entre as concentracdes de TVA e CLA na gordura do leite e demonstra a relacao
precursor:produto entre estes AGs na glandula mamaria. O OP é mais eficaz do
que iguais quantidades de 6leos vegetais, em acrescer na concentragdo de CLA
na gordura do leite (Chilliard et al., 2000). Nao sendo o OP uma boa fonte de AGs
polinsaturados em C18, actua sobre o processo de biohidrogenacgéao inibindo a
conversdo do TVA em &acido estearico, de modo que o primeiro se acumula no
raimen em quantidades consideraveis, sendo posteriormente utilizado na glandula
mamaria como precursor para a sintese endégena de CLA (Griinari et al., 2000).

Este paralelismo entre os dois AGs € confirmado pela forte relagao
encontrada entre eles (R?=0,834; P<0,05; n=48), presente na Fig. 3. Estarelacao
entre 0 TVA e o CLA na gordura do leite é confirmada por diversos autores, para
uma enorme variedade de dietas (revisdo de Chilliard et al., 2001). Esta relagao
reflecte a sintese end6gena de CLA na glandula mamaria e uma relagao precur-
sor/produto entre estes dois AGs. Estudos de infusdo p6s-ruminal, com vacas
leiteiras, sugerem que sensivelmente 65 % do CLA presente na gordura do leite é
sintetisado na glandula mamaria por acgéo da D°-desaturase, utilizando o TVA
como precursor (Griinari et al., 2000).

Quadro V — EFEITO SOBRE 0S SOMATORIOS PARCELARES DE CLASSES DE ACIDOS GORDOS DA GORDURA DO LEITE

(g 100 g' AGs).

PEXP POP  Pi P2 P3 P4 EPM
Total C18 39,80 405° 368  40,6° 364°  442° 0,526
Total C18:1 27,80 31,00 269°  28,1%  262: 310> 0,473
Total n-6 1,25¢ 1,06 1,060  1,13®  122¢ 1,47 0,031
Total n-3 0752 1,18 099  1,02c 092° 089 0,026

Hipercolesterolémicos 38,92 33,30 40,92 37,6 41,12 33,6° 0,616
Hipocolesterolémicos 26,62 27,82 25,82 27,320 25,42 30,0° 0,442

Relagéo CLA/trans11 0,532 0,60° 0,582° 0,552 0,60° 0,512 0,021

EPM — erro padrdo da média; Médias com indices diferentes (* ® < 9) apresentam diferencas
significativas entre si (P<0,05); PEXP- periodo pré-experimental antes da suplementagdo com
6leo de peixe; POP- periodo de suplementagédo com 6leo de peixe; P1,P2,P3,P4 — periodos;
Hipercolestrerolémicos (C12:0 + C14:0 + C16:0); Hipocolestrerolémicos (n-3 + n-6 + C18:1 cis-
9, CLA);
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Os limites inferior e superior nas concentracdes de CLA na gordura do leite
das vacas, foide 0,83 -2,06 e 1,72-3.04 g 100 g' AGs, respectivamente no periodo
pré-experimental e de suplementacdo com OP. Esta ampla variacao individual
nos teores em CLA da gordura do leite, com diferentes dietas é confirmada por

Evolugao do CLA e C18:1 trans-11

4,5
4
3,5 1
3
2,5 —+—CLA
2 —&— C18:1 trans-11
1,5 1
1
0,5

Antes  oleo 10d 20d 30d 40d

Periodos

Figura 2 —Evolugao das concentragdes na gordura do leite em CLA e TVA (C18:1 trans-11) ao
longo dos periodos.

C18:1,t11

Figura 3 — Relagdo entre as concentragdes na gordura do leite de TVA (C18:1,t11) e de CLA
(n=48).
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resultados de Rego et al. (2004). Verificamos ainda neste ensaio, que alguns
animais respondem melhor do que outros a suplementacdo com OP,
provavelmente por diferengas individuais nos padrdes de biohidrogenagao ruminal
e na actividade da enzima D®-desaturase na glandula mamaria. A Fig. 4 representa
a evolucado nas concentragdes médias de EPA, DPA e DHA ao longo do ensaio.

Verifica-se que existe um efeito residual da suplementagao com OP, sobre
as concentragdes dos 3 AGs na gordura do leite, que persiste, por um periodo de
até 40 dias apds a sua retirada da dieta das vacas. A persisténcia residual do
efeito OP neste ensaio, podera ter sido mascarada pelo facto de no alimento
concentrado ter sido incorporado farinha de peixe, que possui AGs de cadeia
muito longa na sua composi¢cao, embora em pequenas quantidades.

A eficiéncia de transferéncia do EPA e do DHA do OP para a gordura do
leite foi muito baixa neste ensaio, sendo contudo, superior para o DPA. Foi de
1,5% para o EPA e DHA e de 8,5% para o DPA. Os valores de transferéncia deste
ensaio, sdo inferiores aos apresentados por Chilliard et al. (2001), que apontam
para valores de 4% para EPA e DHA e de 30% para o DPA. Esta baixa transferéncia
do EPA e DHAdo OP para a gordura do leite, deve-se a biohidrogenagao ruminal
destes AGs e a sua incorporacao preferencial nos fosfolipidos e ésteres de
colesterol, substratos pouco utilizados na glandula mamaria, em comparagao
relativa com os triglicerideos (Offer et al., 1999).

Evolucao de EPA, DPA e DHA ao longo do ensaio

0,19
0,17 A
0,15 A
0,13 A —+—EPA
0,11 - —=— DPA
0,09 - —&—DHA
0,07 A
0,05 -
0,03 T T T T T

Antes 6leo 10d 20d 30d 40d

Periodos

Figura 4— Evolugéo das concentragdes na gordura do leite em EPA, DPA e DHA ao longo dos
periodos.
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No Quadro VI apresentamos uma matriz de correlacées de alguns AGs
entre si e com o TB do leite, referentes a dados do periodo pré-experimental e de
suplementacao com OP (n=16). Os AGs de cadeia curta e média (C6 a C16:0) e
o acido estearico apresentam uma elevada correlacido positiva com o TB do leite,
enquanto para os AGs de cadeia longa e muito longa (C18:1 a C22:6) a correlacao
com o TB é negativa e de grandeza média, com excepgao dos AGs oleico e
linoleico. Estas correlagfes positivas entre o TB do leite e os AGs de cadeia curta
e média e negativas com os AGs de cadeia longa, nomeadamente TVA, CLA,
EPA, foram confirmadas por resultados recentes de Loor et al. (2003), em estudos
com vacas suplementadas com OP.

Quadro VI — MATRIZ DE CORRELAGOES ENTRE ALGUNS AG'S DA GORDURA DO LEITE E O TEOR BUTIROSO (n=16).

B C8:0 C12:.0 C16:0 c18:0 C18:1,t10 C18:1,t11 CLA
C8:0 0,90

C12:0 0,905 0,99

C16:0 0,545 0,56 0,60

C18:0 0,78 0,78 0,80 0,34

C18:1,110| - 0,57 -042 -046 -025 - 0,75

C18:1,t111| - 0,69 -0,66 -068 -0,62 -0,74 0,73

CLA - 0,81 -08 -086 -0,63 - 0,88 0,68 0,905

EPA -067 -065 -067 -0,33 -0,73 0,74 0,715 0,70

Todos os coeficientes de correlagéo superiores a 0,50 sao significativos (P<0,05).

CONCLUSOES

Dos resultados deste ensaio conclui-se que a suplementagado com 320 g
de OP de vacas leiteiras em pastoreio ndo afecta a produgao de leite e o teor
proteico. O efeito sobre o decréscimo no teor butiroso do leite € muito eficiente, o
que num futuro préximo podera vir a revelar-se uma vantagem, relacionada com
a qualidade do leite e com o problema de imposi¢cdo da quota leiteira. A
suplementacdo com OP exerce uma profunda alteragao sobre o perfil dos AGs
da gordura do leite, enriqguecendo-a em componentes bioactivos desejaveis, como
os conjugados do acido linoleico (CLA) e émegas da familia n-3 e diminuindo na
fraccao hipercolesterémica, aumentando eventualmente o seu valor dietético junto
dos consumidores mais esclarecidos.
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STUDY OF DAILY MILK YIELD DATA. PART I: The daily deviation
and the milking interval
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ABSTRACT

Milk recording is essential for herd management and genetic improvement in
dairy cattle. In recent works, the total milk yield of the lactation has been replaced by
the test-day yield and this represents the base information for lactation curves study’s
and for genetic parameters estimation with test-day models. The electronic
identification and the automatic record of the individual milking allows to know the
daily milk yield, opening new perspectives for investigation. The daily yield of 145
lactations were analyzed. The 1t and 3 lactations were the less and the more
productive (6582 kg and 7608 kg). The highest production was 12192 kg with 424
days in milk and occurred in a 4" lactation. The study of 68434 bi-daily records of
milk yield, corresponding to 34217 days in milk of the all considered lactations,
evidenced the tendency of the morning milking to be higher than the afternoon milking
in 1.91£3.9 kg. This trend remains with the data classified by lactation number or
farm. The time of milking is one of the explicatory factors of this difference because
the length of the day-time interval between milkings significantly influenced the yield
difference between the two daily milkings.

Key-[lwords: dairy cattle, daily data

ANALISE DE DADOS DIARIOS DA PRODUCAO DE LEITE.
Parte I: A variacao diaria e o intervalo entre ordenhas

RESUMO

Nos bovinos leiteiros o registo da producao de leite é essencial para o maneio
da exploragdo bem como para o melhoramento genético. A analise da produgao
total de leite da lactagao tem vindo progressivamente a dar lugar a apreciagao da
produgéo de leite do dia de teste ou contraste, que constitui a informag&o base para
o estudo da curva de lactagéo e para a estimativa de parametros genéticos com
modelo de contrastes. A identificagdo electronica animal e o registo automatico da
produgéo individual de leite torna disponivel a produgéao diaria de leite, abrindo outras
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perspectivas de investigagdo. Foram analisadas as produgdes didrias de 145
lactagdes e verificou-se que as ordens de lactagdo 1 e 3 foram as menos e mais
produtivas (6582 e 7608 kg). A maior produgdo foi de 12192 kg em 424 dias e
registou-se numa vaca na ordem de lactagdo 4. Da anadlise de 68434 registos bi-
diarios de producéo de leite, correspondentes a 34217 dias de lactacdo constata-se
a tendéncia para a ordenha da manhé apresentar produgdes superiores a ordenha
da tarde em cerca de 1,9+3,9 kg de leite. Esta tendéncia mantém-se considerando
os dados classificados quer por ordem de lactagao quer por exploragdo. A hora de
ordenha é um dos factores explicativos desta diferenga porque a duragao do intervalo
diurno entre ordenhas afectou de forma significativa a diferenga produtiva registada
entre as duas ordenhas diérias.

Palavras-chave: bovinos leiteiros, dados diarios

INTRODUCAO

Os estudos realizados nos ultimos 20 anos sobre a producgéo leiteira em
bovinos sofreram uma metamorfose em termos de unidade experimental ou
observagéo, em que a produgéo total de leite da lactagdo tem vindo progressi-
vamente a dar lugar a producao de leite do dia de teste ou contraste. S&o disto
exemplo as inUmeras publicagdes sobre curvas de lactagdo (Wood, 1976, 1980;
Pérochon et al., 1996; Scott et al., 1996; Tozer e Huffaker, 1999; Tekerli et al.,
2000; Silvestre et al., 2003b, 2003c) bem como a estimativa de parametros
genéticos com modelos de contrastes (Varona et al., 1998; Strabel e Misztal,
1999; Jamrozik et al., 2001; Guo et al., 2002; Petim-Batista et al., 2002; Schenkel
etal., 2002; Silvestre et al., 2002; Vasconcelos et al., 2002).

Por outro lado, o sistema de produgéo de leite tem vindo a apresentar niveis
crescentes de industrializagcdo, concentragéo e intensificacdo. Actualmente, a
incorporagédo de tecnologia nesta actividade vai muito além da maquina de
ordenha. Aidentificagc&o electrénica dos animais, o registo automatico da producéo
individual de leite e a presencga de um computador na exploragao ja fazem parte
do quotidiano de muitas exploracées em Portugal. A ordenha robética € uma
realidade crescente em muitos paises tais como Holanda, Alemanha, Franga,
Inglaterra, Canadé e os Estados Unidos (Kruip et al., 2000; Peeters e Galesloot,
2002). Este equipamento possibilita o livre acesso do animal ao ponto de ordenha
o que permitira que no futuro o estudo da producéo diéria de leite inclua novos
parametros a investigar.

Com o trabalho que aqui apresentamos pretendemos fazer uso de
informacao disponivel em exploragbées comerciais com identificagdo animal
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electronica e registo automatico da producgéo de leite, 0 que ainda ndo esta a ser
completamente explorado em termos técnico-cientificos. O trabalho € apresentado
em duas partes sendo objectivo da 12 parte estudar a variacao da producgéo de
leite entre ordenhas, ao longo da lactacéo e ao longo do ano.

MATERIAL E METODOS

Recolha e edicao dos dados

Com o objectivo de recolher dados diarios da produgao de leite procedeu-se
a um levantamento de exploragdes de bovinos leiteiros que satisfizessem este
requisito. Para o efeito, em Margo de 1999 iniciamos uma série de saidas para o
campo, sendo o Minho a nossa area de acgao.

No nosso sistema de recolha de dados entraram 4 exploragdes que
designamos porL, P, Qe C. Na primeira recolha de dados consideraram-se apenas
as lactagbes em que o sistema informatico ainda retivesse os registos pelo menos
até ao 5 ° dia de lactagao. A maioria das lactagdes em curso ha mais de um més,
na data da primeira recolha, ndo puderam ser consideradas. Com o avangar do
tempo e & medida que ocorriam secagens e novos partos, o numero de lactagoes
em controle foi aumentando e acabou por retratar, nas ultimas recolhas, a dimensao
dos efectivos em producéo. Assim, a data da ultima recolha (Maio de 2001),
encontravam-se em curso 78, 51, 53 e 30 lactagcbes nas exploragées L, P,Qe C,
respectivamente. Na recolha dos dados foram vérios e de génese diversa os
obstéculos a ultrapassar. Vamos referir apenas alguns de indole técnica:

T O sistema informatico da explorac&o L n&o estava preparado para a mudanca
de ano 1999/2000 o que implicou uma actualizagdo do sistema que se traduziu
na nao recolha de dados durante 5 ordenhas.

T O colar electrénico de identificacdo de uma vaca que saia da exploragao passava
para um animal novo que entrasse, pelo que acontecia em duas recolhas
consecutivas 0 mesmo numero de identificacdo corresponder a animais
diferentes.

t Algumas vacas nao terminavam a lactagéo porque eram refugadas.

1 A organizagéo da informagéo dos sistemas informaticos nao se encontra
configurada para a recolha e exportacao de dados mas sim para apresentar
alguns resultados Uteis para o maneio da exploragéo, tais como producoes
parciais e totais, intervalos entre partos, datas previstas de secagem e parto,
datas de inseminacao e acgdes veterinarias.
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T Os dados em bruto exigiam bastantes manipulagées até atingirem uma forma
tratavel.

Em Maio de 2001 encontravam-se 145 lactacdes terminadas de 140 vacas
cuja distribuicao por exploracao e ordem de lactacao se encontra no Quadro |. O
namero de lactagdes € superior ao nimero de vacas porque em 5 dos animais
dispomos de duas lactagdes consecutivas (4 casos de 12 e 22 lactacdo e 1 caso
de 52 e 62 lactagao). A exploracao L contribui com 46% das lactagbes terminadas.
Na classe ordem de lactagao 5 incluem-se todas as lactacbes de ordem 5 ou
superior. Na ordem de lactagao 1 estéo 1/3 das lactagdes.

O ficheiro das produgdes diarias de leite das 145 lactagdes apresenta 87810
registos de producédo em 45194 dias de lactagcao (Quadro Il). Seria de esperar
que o numero de registos de producéao fosse o dobro dos dias com producgao, o
que corresponde a uma situagéo de duas ordenhas por dia. Porém, o Quadro Il
mostra que ocorrem entre 1 a 5 registos de produgao de leite por vaca e por dia.
Um registo vaca/dia surge por duas causas:

1 Na exploracéo P o sistema informatico registou durante alguns dias a soma
das duas ordenhas diarias e ndo o valor de cada uma delas.

Quadro | - DISTRIBUIGAO DAS 145 LACTAGOES TERMINADAS POR EXPLORAGAO E ORDEM DE LACTAGAO (OL).

Exploracao OL 1 OL2 OL 3 OL 4 OL5 Total
L 31 18 10 3 5 67
P 11 13 6 6 7 43
Q 2 3 1 1 5 12
C 5 6 8 3 1 23
Total 49 40 25 13 18 145

Quadro Il - RESuMO DO FICHEIRO DAS PRODUGOES DIARIAS DE LEITE DAS 145 LACTAGOES.

Dias com producao 45194
Registos de produgao 87810
um registo vaca/dia 6977
dois registos vaca/dia 68434
trés registos vaca/dia 10848
quatro registos vaca/dia 1476
cinco registos vaca/dia 75
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I E pratica antes da secagem proceder apenas a uma ordenha por dia, durante
alguns dias.

Identificamos também duas causas para ocorrerem mais do que dois registos
por vaca e por dia:

T A exploracdo L procedeu durante algumas semanas a 3 ordenhas por dia.

I E muito frequente a mesma ordenha apresentar mais do que um registo de
producéo de leite. Esta situagéo é identificada como uma repeticdo da mesma
ordenha e apresenta geralmente valores muito baixos.

A edicao dos dados foi feita com os programas Visual FoxPro 6.0 (1998) e

Access (2002) e na analise estatistica foi usado 0 S.A.S. V8. (1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producao total e duracao da lactacao

No Quadro Il encontra-se um resumo dos valores reais da duragédo da
lactagao, producéo total e producao aos 305 dias para as 145 lactagdes. Embora
os dados da producéo de leite apresentem uma casa decimal, apresentamos os
resultados arredondados as unidades. Do Quadro Ill retira-se que as 145 lactagdes
apresentaram uma variagao da produgéo total por ordem de lactagao de acordo
com a bibliografia (Rowlands et al., 1982; Stanton et al., 1992; Barash et al.,
1996; Friggens et al., 1999) em que as ordens de lactacéo 1 e 3 foram as menos
e mais produtivas (6582 e 7608 kg em termos totais; 6053 e 7366 kg aos 305
dias, respectivamente). A maior produgéo (12192 kg, em 424 dias) registou-se

Quadro Il - PRODUGAO REAL TOTAL (KG), PRODUCAO A0S 305 DIAS (KG) E DURAGAO REAL (DIAS) DAS 145

LACTAGOES.

Duragédo da lactagao Producao real total Producgéo real 305 dias
olf n Média dp Min Max Média dp Min Max Média dp Min Max
49 336 49 210 434 6582 1841 3482 10209 6053 1486 3145 8852
40 318 61 203 461 7446 1931 2726 11208 7050 1702 2726 11172
25 311 42 222 391 7608 2035 4666 11685 7366 1886 4604 10962
13 297 59 202 424 7440 2213 3347 12192 7207 1876 3347 10024

5 18 303 61 196 403 7485 1577 5082 10865 7232 1489 5082 10672
Total 145 319 55 196 461 7186 1929 2726 12192 6804 1723 2726 11172

—_

A WD

TOrdem de lactagao.
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numa vaca na ordem de lactacdo 4 e da exploracao P. A duracéo real da lactacédo
apresentou a maior média na ordem de lactacdo 1 (336 dias), sendo os valores
seguintes tendencialmente decrescentes, resultado muito préximo daquele por
nds encontrado nos contrastes nacionais (Silvestre et al., 2003a).

Estudo da produgéo de leite das ordenhas diarias

Quando nos referimos a produgéo de leite do dia estamos em boa verdade
a apresentar a soma dos quilos de leite de todas as ordenhas do dia, que
normalmente s&do duas, nao distinguindo as quantidades produzidas pela ordenha
da manha@ e pela ordenha da tarde. Neste ponto do trabalho efectudamos o estudo
da produgéo de leite por ordenha e que passamos a denominar por produgéo de
leite da ordenha da manha e produgéo de leite da ordenha da tarde. Analisdmos
também a hora de realizagdo das ordenhas (ponto subsequente). Esta abordagem
prende-se com o objectivo de outro trabalho em que se estudaram os métodos
de contraste A4 e At4. Ora como o método de contraste At4 apenas recorre a uma
das ordenhas do dia, este estudo contribui para perceber melhor as repercussdes
desta metodologia.

Os dados em andlise neste ponto sdo os 68434 registos bi-diarios,
correspondentes a 34217 dias de lactagao (Quadro Il). A representagao gréafica
da distribuigdo destas observagdes por dias julianos, encontra-se na Fig. 1, onde
se constata o registo de cerca de 100 produgdes de leite diarias (200 ordenhas)
por dia juliano.

O Quadro IV apresenta resultados referentes as produgdes diarias de leite
da ordenha da manha e da ordenha da tarde, por ordem de lactacéo, por
exploragdo e no total. Procedeu-se também a comparagcdo de médias para
observagoes ao pares. No referido quadro constata-se a tendéncia para a ordenha
da manha apresentar produ¢des superiores a ordenha da tarde uma vez que a

150 ~
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Figura 1. Distribuigcdo das observagdes por dias julianos.
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Quadro IV - COMPARAGAO DA PRODUGAO LEITE DA MANHA (pm) COM A PRODUGAO LEITE DA TARDE (PT), VALORES

EM kg.
pm pt pm-pt

Critério ' N Média dp Média dp Média dp t Sig.
1 12051 10.9 4.2 9.3 3.7 1.6 34 513 **
2 9262 12.7 5.1 10.7 4.5 2.0 39 506 **
3 5723 13.1 6.6 11.4 5.9 1.7 47 276
4 2849 13.8 6.4 11.2 5.4 2.6 44 318 ™
5 4332 13.4 5.7 11.3 4.8 2.1 36 385
C 7075 10.5 5.4 9.9 5.3 0.6 5.1 9.8 ***
L 15081 11.2 4.5 9.9 4.3 1.3 3.2 499
P 8273 15.9 5.5 11.5 4.9 4.4 3.1 131.8 ***
Q 3788 12.0 4.5 11.2 4.5 0.9 2.1 251
total 34217 12.3 5.4 10.4 4.7 1.9 39 894

" Ordem de lactagao (1, 2, 3, 4, 5) e exploragéo (C, L, P, Q).

média das diferencas entre ambas é de 1,9+3,9 kg de leite. Esta tendéncia mantém-
se considerando os dados classificados quer por ordem de lactagdo quer por
exploracdo. Porém, em 7239 dos 34217 dias de lactacdo em estudo (21%) verifica-
se o inverso, ou seja, é a ordenha da tarde a mais produtiva.

As diferencgas entre ordenhas repercutem-se na estimativa da produgao diaria
feita a partir de uma sé ordenha por dia, sobre-estimando e sub-estimando
consoante se recorre a producdo da manha ou a producgdo da tarde,
respectivamente. Este aspecto é ilustrado na Fig. 2 que mostra a produgéo de
leite da ordenha da manha e da ordenha da tarde ao longo do ano.

Dias julianos

Figura 2. Produgéo de leite didria (Pdia), produgéo de leite da ordenha da manha (pm) e produgéo
de leite da ordenha da tarde (pt) ao longo do ano.
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O periodo do ano em que esta diferenca é menos perceptivel corresponde
ao intervalo 135 a 195 dias julianos (fins de Maio, Junho e Julho). Podemos ainda
observar na Fig. 2 que as maiores produgoes média diarias (na ordem dos 25-26
kg) ocorrem sensivelmente entre os dias julianos 60 e 210 (Margo a Julho).

A Fig. 3 obtém-se da classificagéo dos dados em dias de lactagdo. Daqui
resulta com clareza, em termos graficos, que também ao longo da lactagédo a
producao de leite da ordenha da manha é superior a produgéo de leite da ordenha
da tarde. E ainda visivel nesta figura a forma classica da curva de lactagéo. As
Fig. 2 e 3 sdo coadjuvadas pela comparagédo de médias para observagdes ao
pares, para cada dia do ano (365) e para cada dia de lactagéo (305). Resultam
770 testes que dada a sua extensdo sao resumidos na Fig. 4 e para mais detalhes
consultar Silvestre (2003).
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Figura 3. Produgéao de leite da ordenha da manha (pm) e da ordenha da tarde (pt) ao longo da
lactagao.

A observacao da Fig. 4 permite constatar que a diferenga entre a producao
da manh& e a producéo da tarde é, de uma forma predominante, altamente
significativa (P<0,001), tanto para dias julianos como para dias de lactacéo.
Ressalva-se contudo a excepgao do periodo de 135 a 195 dias julianos, o que
esta de acordo com a Fig. 2.

ns ns

0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300

Dias julianos Dias lactagdo

Figura 4. Diferencas entre pm e pt por dias julianos (lado direito) e diferengas entre pm e pt por
dia de lactagdo (lado esquerdo).
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Estudo da hora da ordenha

Na perspectiva de identificar factores explicativos das diferengas entre a
producdo da ordenha da manha e a producdo da ordenha da tarde, vamos
apresentar uma breve andlise a hora de ordenha. Neste ponto em particular
eliminamos todos os registos de ordenha sem hora e restringimos, apés uma
andlise preliminar, a hora da ordenha da manha e a hora da ordenha da tarde aos
intervalos 6-12 e 14-24, o que implicou uma reducao de 34217 para 26245 dias
de lactagdo com 2 ordenhas por dia.

O Quadro V resume os resultados referente a hora de ordenha. Como seria
de esperar as diferentes exploragdes reflectem nesta caracteristica praticas de
maneio diversas. Testamos a hipétese da duragéo do periodo entre a ordenha da
manhé e a ordenha da tarde ser maior ou igual a 12 (hora_ot - hora_om 2 12),
tendo esta sido rejeitada em todas as exploragdes e também no total.

Conclui-se que o intervalo nocturno entre ordenhas é superior ao intervalo
diurno e observa-se ainda que as explorag¢des C e P que apresentam o maior e
menor intervalo diurno entre ordenhas, ocupam uma posi¢ao inversa no que se
refere ao diferencial produtivo entre ordenhas apresentado anteriormente (Quadro
IV). Assim, a exploragédo C que é a que apresenta um intervalo entre ordenhas
mais proximo de 12 também é a que apresenta a menor diferenga entre a produ¢ao
de leite das duas ordenhas diarias. De igual forma, € na exploragdo P que o
intervalo diurno entre ordenhas é menor e a diferenga da producgao de leite entre
a ordenha da manha e a ordenha da tarde € maior.

Quadro V - HoRA DA ORDENHA DA MANHA (hora_om), HORA DA ORDENHA DA TARDE (hora_ot) E DIFERENCA

(dif).
hora_om hora_ot dift . .

Exploragdo N Média  sd Média sd  Meéda  sd vose
C 7048 82 04 199 07 117 08 -2622 *

L 8017 79 08 187 15 108 1.5 -70.84 *

P 7392 79 05 179 05 9.9 05 -360.84 ***

Q 3788 95 06 211 10 115 09 -31.01 **
Total 26245 82 0.8 194 15 109 1.3 -139.72 **

T dif = hora_ot - hora_om (duragdo do periodo diurno entre ordenhas).

*H,: hora_ot - hora_om z 12.
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A Fig. 5 mostra os valores médios, por dia juliano, da hora das ordenhas da
manha e da tarde, bem como, da duragao do periodo diurno entre ordenhas.
Constata-se que, em termos médios, a ordenha da manha decorre entre as 8 e
9h e a ordenha da tarde é realizada no periodo compreendido entre as 19 e 20h,
sem oscilagdes dignas de registo ao longo do ano. Todavia, destacamos o periodo
de dias julianos de 135 a 195 em que ocorre uma aproximagéo ao valor 12 do
periodo diurno entre ordenhas, o que implica uma situacéo de equidistancia horaria
entre ordenhas ao longo dos dias. Este podera ser um dos factores a contribuir
para a proximidade produtiva entre a ordenha da manh@ e a ordenha da tarde
que ja haviamos identificado neste periodo do ano, aquando da discusséo da
producgéo de leite das ordenhas da manha e da tarde ao longo do ano.

Seguindo o critério apresentado por L et al. (2000), apresentamos no
Quadro VI o resultado da classificacdo dos dados em 4 grupos de intervalos
diurnos entre ordenhas e distinguindo primiparas (ol1) de multiparas (ol>1). Neste
quadro é evidente que as maiores diferengas de producgédo de leite entre as
ordenhas diarias ocorre quando o intervalo diurno entre ordenhas € menor, tanto
para primiparas (3,4 kg) como para multiparas (4,4).

A forma como o intervalo entre as duas ordenhas diarias afecta a producao
de leite resulta da combinag&o de duas varidveis que evoluem de forma inversa
no tempo e que séo a secregdo lactea e a pressao no ubere. Segundo Webster
(1987) a producao de leite diaria € maximizada com o intervalo entre ordenhas de
12 h para que o aumento de pressao dentro do Ubere n&o limite a taxa de secrec¢ao
do leite. Schmidt e Van Vleck (1974) referem que as primiparas sdo mais afectadas
pelo prolongamento do intervalo entre ordenhas porque, por terem um Ubere mais

Ordenha da tarde

Ordenha da manha

1 61 121 181 241 301 361

Dias Julianos

Figura 5. Hora da ordenha da manha, hora da ordenha da tarde e duragéo do periodo diurno
entre ordenhas.
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pequeno do que as multiparas, sofrem um maior aumento de pressao no Ubere
por unidade de leite.

No Quadro VI ndo se observa que as maiores producdes diarias ocorram
em intervalos entre ordenhas préximos de 12 h. Contudo, verifica-se que a menor
producéo diaria de leite em primiparas (19,5 kg) ocorre no intervalo diurno entre
ordenhas menor que 10h e deve-se essencialmente a menor produgéo da ordenha
da tarde. Importa aqui ressalvar que os resultados do Quadro VI sdo obtidos a
partir de dados de campo, pelo que néo esta garantida a distribuicao aleatéria
das vacas pelos referidos intervalos, o que contribui para mascarar o efeito em
estudo.

Sintetizando, nos métodos de contraste A4 e At4 a producao total da lactagao
obtém-se a partir do somatério das producdes parciais dos periodos entre
contrastes. Considera-se que a producéo diaria de leite dentro destes periodos é
igual a média das producdes didrias dos contrastes que os delimitam. Como no
método de contraste At4 a ordenha registada ora é a da manha ora é a da tarde
e de esperar um efeito de compensagéao entre a esperada sobre e sub estimagao
da producao diaria de leite. Excepgéo feita aos periodos iniciais e finais da lactagéo
em que so6 existe um contraste. Os resultados da Parte Il deste trabalho contribuem
para a apreciagao desta conjectura.

Quadro VI -PRODUGAO DE LEITE DAS ORDENHAS DIARIAS CLASSIFICADAS EM 4 INTERVALOS ENTRE ORDENHAS.

Int. diurno’ <10 10-10.5 10.5-11 > 11

n med dp n med dp n med dp n med dp

pm 1949 11.4> 42 1233 124® 4.4 1379 11.1°® 4.2 3611 10.4° 4.1
Ot pt 1949 8.1° 3.3 1233 9.4° 3.5 1379 9.3* 3.5 361110.0° 4.1
pdia 1949 19.5° 6.9 1233 21.82 7.4 1379 20.4> 7.1 361120.4° 7.4

Pm 4068 14.4°> 57 2903 14.82 59 2507 12.0° 5.6 859511.6° 5.2
ol>1* Pt 4068 10.0° 4.3 2903 11.22 4.7 2507 9.9° 4.7 859511.1¢ 5.1
Pdia 4068 24.4° 9.5 2903 26.08 10.2 2507 21.99 9.6 859522.7¢ 9.4

pm-pt (ol1) 1949 3.42 3.0 1233 3.0° 3.0 1379 1.7¢ 2.8 3611 0.4¢ 3.7
pm-pt(ol>1) 4068 4.4 3.5 2903 3.6° 3.0 2507 2.1° 3.7 8595 0.4¢ 4.1

abed - Na mesma linha valores com diferentes notagdes sdo significativamente diferentes (P<0,5).
Tintervalo diurno entre ordenhas. T Primiparas. ¥ Multiparas. pm — Produgéo de leite da ordenha

da manha. pt — Producéo de leite da ordenha da tarde. pdia — Producéo de leite do dia.
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CONSIDERACOES FINAIS

A anadlise de 68434 ordenhas bi-diarias leva-nos a concluir que a producao
de leite diaria resulta do contributo nao equitativo da producao das ordenhas da
manha e da tarde. A representacdo em termos graficos da producao das ordenhas
de acordo com o dia de lactacao traduz de forma evidente a maior producao da
ordenha da manha em relagcdo a ordenha da tarde. No entanto, quando
classificamos as ordenhas por dia juliano a diferenca ja ndo foi tdo evidente,
sendo perceptivel um efeito sazonal a ter em consideragdo. Concluimos ainda
que a duragao do intervalo diurno entre ordenhas afecta de forma significativa a
diferenca produtiva registada entre as duas produgdes diarias. Importa referir
que a hora de ordenha é uma expressao do maneio, pelo que apresenta
especificidades ao nivel da exploragéo. A diferenga produtiva entre ordenhas e o
intervalo entre ordenhas sdo aspectos menos tratados na bibliografia o que na
nossa opinido nao significa que sejam de baixa importancia. Traduz antes a
auséncia de informagéo que possibilite a sua analise. Avulgarizagdo da recolha
automéatica de dados na sala de ordenha contribuira para a inverséao deste cenario.
E desejavel que surjam outros trabalhos, baseados num maior volume de
informacao, que critiquem e complementem os resultados aqui apresentados.
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STUDY OF DAILY MILK YIELD DATA. Part ll: Testing schemes
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ABSTRACT

The A4 and At4 milk testing schemes were compared using a daily milk yield
database with 145 complete lactations. In each individual lactation the methods A4
and At4 were simulated. The study of other sampling criteria, since 4 the 44 test-
days per lactation, were also made. In both methods the estimate average lactation
length was in accordance with the true values, which was the expected result. The
total milk yield estimate by the two testing schemes is approximately 500 kg higher
(P<0.05) than the true milk yield. On the other hand, the statistical difference between
the total milk yield estimate by the two methods was not significant (P>0.05). As a
consequence of daily milk yield dispersion, when the A4 method was repeated, the
difference between the two simulations was 80+423 kg. The comparisons made
between ranking lists of estimate and true yields show a highly significant dependence.
Therefore, even with some individual discrepancy, the lactation’s rankings were
similar. As expected, the increase of the interval childbirth-1¢t test-day as well as the
increase of the interval between test-days, amplifies the estimate error. The daily
milk production tends to follow the typical shape of the lactation curve (global aspect).
However, oscillations occur in the daily production (local aspect) because the cow’s
performance can be momentarily affected by transitory factors. Those deviations
show irregular duration and intensity and are able to influence the lactation curve
study when just a few test day records are available, as is the case of the monthly
test day recording scheme.

Key-words: dairy cow, testing schemes

ANALISE DE DADOS DIARIOS DA PRODUGCAO DE LEITE.
Parte Il: O contraste A4, At4 e outras periodicidades de
recolha de dados

RESUMO

Neste trabalho foram comparados os métodos de contraste A4 e At4 tendo por
base dados didrios de producédo de leite de 145 lactagbes. Procedeu-se ainda a
investigacéo de outros critérios de amostragem que variaram entre 4 e 44 contrastes
por lactacdo. A estimativa da producéo total de leite em ambos os métodos de
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contraste foi superior a produgéo total real em cerca de 500 kg (P<0,05). Por outro
lado, a diferenca entre as duas estimativas de produgao de leite nédo foi significativa.
A repeticdo do método A4 permite concluir que a aplicagdo do mesmo método aos
mesmos dados deu origem a estimativas de produgdo de leite que diferiram em
801423 kg, destacando-se a elevada variabilidade dos resultados. As listas de
ordenacédo produtiva das lactacbes mostraram uma dependéncia altamente
significativa, embora tenham apresentado alguma discrepancia ao nivel individual.
De acordo com o esperado, o aumento do intervalo parto-1°contraste e do intervalo
entre contrastes incrementa o erro de estimativa da produgao de leite da lactagao.
A produgéo de leite de cada ordenha revela desvios pontuais, de duragao e
intensidade variaveis, capazes de condicionar o estudo da forma global da curva de
lactagdo quando se dispde de poucos registos diarios, como é o caso do contraste
mensal.

Palavras-chave: bovinos leiteiros, dados diarios

INTRODUCAO

A periodicidade mensal de recolha de dados na industria leiteira encontra-
se difundida em todo o mundo e é indissociavel, enquanto fonte de informacgéo,
do melhoramento genético da vaca leiteira. Em Portugal sdo seguidos os métodos
de contraste A4 e At4 regulamentados pela Portaria n® 1066/91 que pode ser
consultada em www.abln.com.pt, sendo também possivel encontrar informagéao
detalhada sobre este assunto no endereco www.icar.org. Devido a pressoes,
essencialmente economicistas, tém sido efectuados estudos para o
desenvolvimento de alternativas ao método A4 (Wiggans, 1981; Liu et al., 2000).
Neste sentido, o método At4 tem sido objecto de intensa investigagdo no sentido
de constituir uma alternativa (Wiggans, 1981; Lee e Wardrop, 1984; DelLorenzo e
Wiggans, 1986; Cassandro ef al., 1995; Meinert et al., 1996; Liu et al., 2000).

Neste ponto do trabalho, o nosso objectivo consistiu em expor uma analise
comparativa entre os métodos A4 e At4. Pretendemos comparar as estimativas
de produgéo obtidas com a produgao real, quer em termos médios quer em termos
de afectacao da ordenacao produtiva. Pretendemos também trazer a discusséo
outras periodicidades alternativas de registo da producéo de leite.

MATERIAL E METODOS

Simulacao do contraste mensal

A recolha e edicédo dos dados aqui utilizados encontra-se descrita ha primeira
parte deste trabalho (Analise de dados diarios da producao de leite. Parte I: A
variacao diaria e a hora de ordenha). Para cada uma das 145 lactacdes simulou-
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se uma série de dias de lactacao recorrendo a uma rotina de nimeros aleatérios
de forma a satisfazer a condicao de o primeiro valor da série estar compreendido
entre 5 e 38 e 0s seguintes encontrarem-se dentro de intervalos consecutivos de
26 a 33 dias. Com estes dados mensais pretendemos simular os métodos de
contraste A4 e At4.

Sucintamente, no método A4 sdo registadas mensalmente as produgdes
das duas ordenhas diarias enquanto que pelo método At4 € apenas registada, de
forma alternada, uma das ordenhas do dia. Este valor € multiplicado por 2 para
se estimar a produgéo diaria. O calculo da produgéo total vai ser executado com
o método de Fleischman, como vem preconizado na portaria supramencionada.
O método de Fleischman baseia-se no principio de que a produgao diaria entre
dois contrastes é constante e igual a média dos mesmos.

Os registos mensais simulados das 145 lactagdes apresentam 2976 registos
de producao referentes a 1540 dias de lactacdo. Com 1, 2, 3 e 4 registos vaca/dia
encontram-se 252, 2306, 366 e 52 registos, respectivamente. Os casos de um
registo vaca/dia na exploracao P e que ndo correspondam a finais de lactagbes
foram desdobrados em dois. Os casos de 3 e 4 registos vaca/dia foram também
convertidos em 2 registos vaca/dia atendendo a hora de ordenha e a existéncia
de repeti¢cdes da mesma ordenha. O ficheiro das produgdes mensais passou a
ter 3080 linhas correspondentes aos 1540 dias de lactacao.

Atendendo aos critérios preconizados pelos métodos de contraste A4 e At4
foi calculada a produgéo de leite total do dia. Atendemos ainda ao critério de que
se considera a vaca seca quando a produgao de leite num dia é inferior a 2 litros,
o que fezcom que fossem eliminadas duas produgdes do fim da lactacao obtidas
pelo método At4. Procedeu-se a comparacao de médias para observagdes ao
pares (S.A.S., 1999). Os pares em cada caracteristica testada s@o constituidos
pelos valores real e estimado pelo que se trata de observagdes relacionadas, de
que resultam amostras em que ndo se verifica a condicio de independéncia, o
que torna o teste referido adequado (Daniel, 1991). Realizdmos ainda a
comparagdo da posicdo ocupada por cada lactagao na lista da produgao real
versus produgédo estimada, tendo também sido calculado o coeficiente de
correlacdo de Spearman.

Simulacao de outros critérios de contraste
Para realizar a simulacao de outros critérios de contraste procedemos a
amostragem de 32 séries de contrastes por lactacao (no ponto anterior efectuamos
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apenas uma série de contrastes por lactacdo). Como critérios de amostragem
consideramos 4 intervalos parto — 1¢ contraste (8, 30, 60 e 90 dias) e 8 intervalos
entre contrastes numa base semanal (7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56 dias), pelo
que foram constituidos 32 grupos de contrastes. O Quadro | resume o nimero de
contrastes por lactacdo em cada um dos grupos e evidencia a diversidade do
namero de observagdes por lactagdo. Assim, o nimero de contrastes por lactacao
desce no sentido do aumento do intervalo parto — 1° contraste e do aumento do
intervalo entre contrastes, verificando-se uma variagdo, em termos médios, de 44
contrastes por lactacéo até 4. Procedemos ao calculo pelo método de Fleischmann
da duragdo da lactagao, producgao total e produgao aos 305 dias para as 145x32
séries de contrastes.

Quadro | - RESUMO DO NUMERO DE CONTRASTES POR LACTAGAO (N=145) PARA 0S 32 CRITERIOS DE AMOSTRAGEM
DE CONTRASTES POR LACTACAO.

Intervalo entre Intervalo Parto — 12 contraste (dias)®

contrastes (semanas) Int 8 Int_30 Int_60 Int_90
1 4418 4018 3618 3218
2 2214 20+4 18+4 1614
3 15+3 14+3 1243 1143
4 1142 10+2 9+2 8+2
5 9+2 812 8+2 7+2
6 811 7+1 6+1 6+1
7 7+1 61 6+1 5+1
8 61 61 5+1 441

TInt_8, Int_30, Int_60, Int_90 - Intervalo parto — 12 contraste com a duragao de 8, 30, 60 e 90
dias, respectivamente.

Pretendemos neste ponto do trabalho estudar as repercussées do intervalo
parto — 12 contraste e do intervalo entre contrastes sobre a precisio da estimativa
da duracéo da lactacdo e da producao da lactagdo. Utilizamos o desvio padrao
da diferenca entre valores reais e estimados como critério de quantificar a precisdo
da estimativa. Este critério foi também utilizado por Norman et al. (1999) em
circunstancias semelhantes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Simulacao dos métodos de contraste A4 e At4

O método de contraste A4 estda amplamente divulgado por todo o mundo
(ICAR, 1995). Contudo, no sentido de promover a redugéo de custos, o0 método
At4 tem vindo a constituir uma alternativa. Citando o exemplo da Alemanha, o
método At4 aumentou de 2,2% (antes de 1999) para 17,8% (depois de 1999) dos
contrastes (Liu et al., 2000). Em dados do contraste leiteiro nacional encontramos
a proporcao de A4/At4 de 45/55 (Silvestre, 2003).

O Quadro Il resume os resultados referentes a estimativa da duragdo da
lactacao, producgdo total e produgéo aos 305 dias das 145 lacta¢des obtidas no
ficheiro das produgdes mensais, de acordo com os tipos de contrastes A4 e At4.
A estimativa da duragao da lactagao apresentada no Quadro Il coincide, em termos
médios, com a duragdo real da lactacao. Este é o resultado esperado porque a
diferenca entre a duragéo da lactacao real e a duracdo da lactagdo estimada
varia entre —14 e 18 dias, uma vez que se considera a lactagao terminada 14 dias
apoés o ultimo contraste com produgéo. Todavia, no que se refere a produgao de

Quadro Il. - ESTIMATIVA DA DURAGAO DA LACTAGAO (dias), PRODUGAO TOTAL (Kg) E PRODUGAO A0S 305 DIAS
(kg) DAs 145 LACTAGOES OBTIDAS A PARTIR DOS CONTRASTES a4 E at4.

Duragédo da lactagao Produgéo total Produgéo aos 305 dias
MCt o N Média dp Min Max Média dp Min Max Média Dp Min Max
A4 1 49 336 47 216 448 7105 1956 3540 11206 6510 1527 3271 9373

A4 2 40 319 62 198 458 7982 1879 3560 11330 7532 1635 3560 11330
A4 3 25 311 40 227 390 8215 2061 5399 11884 7967 1936 5399 11872
A4 4 13 297 59 193 421 7968 2154 3416 12133 7711 1840 3416 9953
A4 5 18 304 60 185 411 7813 1807 5230 11505 7518 1724 5230 11297

A4 T' 145 319 54 185 458 7703 1977 3416 12133 7276 1756 3271 11872
At4 1 49 336 47 216 448 7161 1956 3485 10976 6560 1546 3211 9234

At4 2 40 319 62 198 458 8028 1926 3294 11352 7558 1673 3294 11352
At4 3 25 310 41 227 390 8177 1941 4916 11722 7934 1830 4916 11722
At4 4 13 297 59 193 421 8087 2236 3300 12455 7819 1903 3300 10135
At4 5 18 304 60 185 411 7854 1812 5397 11604 7544 1755 5397 11291
At4 T 145 319 54 185 458 7744 1974 3294 12455 7307 1757 3211 11722

T Método de contraste; ¥ Ordem de lactagéo; f Total.
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leite, a estimativa da producgao total é superior a producéo total realem 517 € 558
kg para os contrastes A4 e At4, respectivamente. Para a producéo aos 305 dias a
referida diferenca é de 472 e 503 kg. Estes valores serdo discutidos mais a frente.

Note-se que as estimativas apresentadas no Quadro Il so obtidas a partir
de 1212 contrastes por lactagdo (cerca de 24 e 12 ordenhas, para o contraste A4
e At4, respectivamente). A periodicidade de cerca de 30 dias na recolha de dados
do contraste leiteiro nacional implica que em cada 60 ordenhas realizadas se
conhega o registo de duas ou uma ordenha, consoante é aplicado o contraste A4
ou At4. Assim, pretendemos retratar o fenémeno bioldgico do total da secrecao
lactea desde 5 dias apds o parto até a secagem recorrendo a uma amostra que
representa 3,8% ou 1,9% das ordenhas da lactagao (Quadro lll).

Numa perspectiva sumaria e indicativa, o erro cometido ao estimar a produgao
de leite pelos métodos de contraste A4 e At4 implicou, nos nossos dados e em
termos médios, um erro de sobre-estimagao na ordem dos 7% o que, nesta linha
de abordagem, parecera um bom resultado. Mas é de realgar que no método At4,
em que a dimensao da amostra é metade da utilizada no método A4, o acréscimo
na percentagem de erro seja de apenas meio ponto percentual (Quadro lll). Porém,
o método A4 apresentou melhor precisdo, como nos mostram os valores de desvio
padrao apresentados no mesmo quadro.

A questdo do numero de registos por lactacdo ou da periodicidade do
contraste € ambivalente porque se pode aduzir no sentido do seu aumento ou
reducdo. Se o objectivo for estudar a forma da curva de lactagédo através de
modelos matematico-estatisticos, o contraste mensal constitui uma informacao
escassa (KeLLoGa et al., 1977; ScHutz et al., 1990; OLori et al., 1999). Contudo, se
pretendermos estimar apenas a producéo total da lactagéo, os nossos resultados
sdo favoraveis ao recurso a 12 ordenhas, cujo registo € menos oneroso do que
as 24 ordenhas e o incremento de erro é reduzido, como ja vimos. Todavia, a
tendéncia actual vai no sentido de o objecto de investigacado ser o préprio contraste

Quadro Il - DIMENSAO DA AMOSTRA E ERRO MEDIO PARA AS 145 LACTAGOES, EM TERMOS ABSOLUTOS E EM
PERCENTAGEM DA PRODUGAO TOTAL DA LACTAGAO.

MG t N2 ordenhgs Producéo Total Producao 305
por lactagéo média + dp % médiatdp %

A4 24 (3.8%) 517 + 508 7.2 472 + 476 6.9

At4 12 (1.9%) 558 + 566 7.8 503 + 540 7.4

T Método de contraste.
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em detrimento da producéo total da lactacao (Veerkamp e Goddard, 1998; Pool e
Meuwissen, 1999, 2000). Mesmo assim parece-nos que a producao total da
lactagdo continuara a ser requerida pelos produtores.

O Quadro IV apresenta os resultados da comparacdo de médias para
observacdes ao pares entre a producéo real (total e aos 305 dias) e a producéo
estimada (total e aos 305 dias) pelos métodos A4 e At4. H4 varios trabalhos que
comparam a aplicacao destes métodos (Wiggans, 1981; Lee e Wardrop, 1984;
DelLorenzo e Wiggans, 1986; Cassandro et al., 1995) que, sucintamente, baseiam-
se em simular o método At4 em contrastes obtidos pelo método A4, na perspectiva
de estimar a produgéo de leite da lactagédo. Mais recentemente, Liu et al. (2000)
comparam a utilizagédo de contrastes A4 e At4 em modelos de contrastes ou test-
day model. Norman et al. (1999) trabalharam dados diarios da producéo de leite
e registaram valores concordantes com os apresentados no Quadro IV (em termos
de médias e desvios padrao), embora com menor ordem de grandeza. Contudo,
a forma como trataram os dados foi impeditiva de procederem a testes de
hipéteses, como os préprios autores referem.

Quadro IV - COMPARAGAO ENTRE A PRODUGAO REAL (total e aos 305 dias) E APRODUGAO
ESTIMADA (total e aos 305 dias) PELOS METODOS a4 E at4.

Producéo total Producao aos 305 dias
MCT OL¥ n Média dp Min Max T Sig. Média dp Min  Max t Sig.

A4 1 49 -523 477 -1749 922 -7.7 ** -457 386 -1165 819 -83 ***
A4 2 40 -536 360 -1362 278 -9.4 ** -482 368 -1281 535 -83 **
A4 3 25 -607 756 -2087 1357 -3.4 ** -601 741 -2068 1357 -3.4 **
A4 4 13 -528 495 -1271 59 -3.8 ** -504 471 -1271 71 -39 *
A4 5 18 -328 474 -1418 862 -29 * -286 463 -1390 862 -26 ~

A4 T' 145 -517 508 -2087 1357 -11.9 *** -472 476 -2068 1357 -11.5 ***

At4 1 49 -579 513 -1520 975 -79 ** -507 438 -1431 872 -8.1 **
At4 2 40 -582 366 -1426 100 -10.1 ** -508 375 -1341 252 -86 ***
At4 3 25 -569 900 -1844 1507 -2.7 ~ -568 879 -2141 1507 -2.7 *
At4 4 13 -647 570 -1493 47 -41 * -612 559 -1487 47 -39 *

At4 5 18 -369 482 -1257 695 -3.2 * -312 500 -1232 695 -26 ~
At4 T 145 -558 566 -1844 1507 -11.6 *** -503 540 -2141 1507 -10.9 ***

T Método de contraste.
*Ordem de lactagao.
f Total.
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Como estamos a apresentar resultados de diferencas entre valores reais e
valores estimados, resultados negativos implicam uma situacdo de sobre-
estimagdo. Duma primeira leitura resulta que, quando consideramos as 145
lactagdes, a diferenca entre a producao real e a producéo estimada é sempre
altamente significativa nas 4 situagdes consideradas. Considerando a ordem de
lactacdo, a hipotese nula continua a ser rejeitada, mas com diferentes
enquadramentos da probabilidade de erro. Assim, a ilacdo a retirar € que a
estimativa da producéo de leite da lactagao difere da produgéo real para ambos
0s métodos de contraste. Esta abordagem, metodologicamente mais robusta do
que a apresentada no Quadro Il ndo é favoravel aos métodos de contraste A4 e
At4.

Importa ainda notar que, em termos individuais, ocorrem sobre-estimativas
superiores a 2000 kg e sub-estimativas a diferirem do valor real em mais de 1000
kg de leite. A questéo da variabilidade apresentada no Quadro IV pelos valores
de desvios padrao, bem como a elevada amplitude de variacao, é de eminente
importancia e serd enquadrada no ponto referente a simulagdo de outros critérios
de contraste.

De acordo com vérios autores, a ordem de lactagdo 1 apresenta menor
produgdo maxima e maior persisténcia do que as restantes ordens de lactagao
(Rowlands et al., 1982; Batra, 1986; Friggens et al., 1999; Tekerli et al. 2000) pelo
que sao as primiparas que apresentam a curva de lactacao mais linear. Assim, e
como em termos tedricos a eficiéncia do método de Fleischmann depende de
forma positiva da linearidade do fendmeno que esta a descrever, seria de esperar
que a ordem de lactag@o 1 apresentasse as menores diferencas entre valores
reais e estimados. Porém tal ndo se verifica (Quadro 1V).

O Quadro V mostra os resultados da comparagao de médias para
observagbes ao pares entre as estimativas obtidas pelos métodos de contraste
A4 e At4, para a producao total e aos 305 dias. Quer considerando as 145 lactagbes
no conjunto quer por ordem de lactagéo, a diferenga entre os dois métodos de
contraste € sempre nao significativa. A estimativa obtida pelo contraste At4 é em
média superior em 41 e 31 kg a estimativa obtida pelo contraste A4 para a produgéo
total e aos 305 dias, respectivamente. Estas diferengas sao substancialmente
menores do que as apresentadas no Quadro IV em que se comparava a produgao
real com a producéo estimada. Por conseguinte, os resultados do Quadro V. vém
mais uma vez mostrar a proximidade existente, em termos médios, nos resultados
dos dois métodos de contraste.
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Quadro V - COMPARAGAO ENTRE AS ESTIMATIVAS OBTIDAS PELOS METODOS DE CONTRASTE a4 E at4, PARA A
PRODUGAO TOTAL E A0S 305 DIAS.

Producéo total Produgéo aos 305 dias
OLt N Média dp Min Max t Sig. Média dp Min Max t Sig.
1 49 -56 237 -619 457 -1.7 ns -50 213 -612 404 -1.7 ns
2 40 -46 228 -743 666 -1.3 ns -26 253 -810 647 -0.6 ns
3 25 37 432 -714 975 0.4 ns 32 423 -714 912 04 ns
4
5

13 -119 273 -755 333 -1.6 ns -108 268 -755 333 -1.5 ns
18 -41 227 -526 337 -0.8 ns -26 253 -526 451 -04 ns
Total 145 -41 279 -755 975 -1.8 ns -31 278 -810 912 -14 ns

T Ordem de lactagao.

Repeticao do método A4

Como ja vimos, a estimativa da producgéo de leite obtida a partir de dados
dos métodos de contraste A4 e At4 foi, em média, superior a producgao real.
Verificou-se também uma grande disparidade de resultados que se traduz na
ocorréncia de sub-estimativas e sobre-estimativas superiores a 1000 e 2000 kg
(Quadro V). Neste ponto do trabalho tencionamos contribuir para o melhor
entendimento destes resultados.

Repetimos o procedimento de simulagdo do método A4 nas 145 lactagbes
pelo que passamos a dispor de 2 simulagdes (simulagdo 1 e simulagéo 2).
Calculdmos para cada uma das lactagdes a diferenca entre a estimativa da
producdo total de leite obtida por cada uma das simulagbes (simulagao 1 -
simulagéo 2) e obtivemos o resultado de 80+423 kg o que, com o contributo da
Fig. 1, elucida sobre a dispersdo dos resultados obtidos. Daqui advém que a
repeticdo do mesmo critério de amostragem de dias de lactagdo nao gera
necessariamente estimativas semelhantes para a produgao de leite da lactacao.

1300 +

700 4 .- - - -

2 100" R I S T
—

-500 - .- . . .

-1100 - -

Figura 1. Diferenga entre a estimativa da produgéo de leite da simulagdo 1 e 2 do método A4,
para as 145 lactacdes.
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Consideramos existirem dois aspectos, um global e outro local, a considerar
em simultaneo quando nos referimos a producéo de leite da lactagédo. O aspecto
global, sobejamente tratado na bibliografia (Wood, 1976; Cobby e Le Du, 1978;
Masselin et al., 1987; Wilmink, 1987; Grossman e Koops, 1988; Morant e
Gnanasakthy, 1989; Friggens et al., 1999; Grossman et al., 1999; Tekerli et al.,
2000) diz respeito a forma nao linear da curva de lactacao dita tipica que consta
nos manuais de fisiologia (Kolb, 1987; Swenson, 1988). A forma né&o linear da
curva de lactagao tem constituido um objecto aliciante para a investigagao. Sao
varios os estudos efectuados que visam desenvolver e comparar modelos
matematico-estatisticos para descrever a curva de lactagao tendo por base
contrastes mensais (dados em larga escala) mas também com contrastes
quinzenais e semanais (dados em escala restrita). Estes trabalhos incidem
mormente no proposito de encontrar o modelo e a periodicidade de recolha de
dados que melhor se enquadre na curva de lactagéo tipica.

Todavia, como Olori et al. (1999) referem, coexiste um aspecto de caracter
local ou de pormenor a considerar e que sé é observavel quando se conhece a
producgéo didria. Embora a produgéo de leite didria tenda a seguir a forma tipica
da curva de lactagado, ocorrem oscilagées acentuadas de dia para dia. A produgéao
de leite diaria traduz um potencial genético que enquanto processo fisioldgico
traduz o resultado derradeiro de muitos factores limitantes.

Anomalias pontuais no maneio alimentar, disturbios metabdlicos,
manifestacdes de cio, ocorréncias de mamites sdo alguns dos factores causadores
de quebras na secrecao de leite. Swalve (2000) refere que durante o cio a vaca
produz menos 40 a 50% do leite produzido no dia anterior. Estas quebras podem-
se manter por periodos curtos de tempo, podendo-se manifestar inclusivamente
em apenas uma ou duas ordenhas.

Os métodos de contraste e a ordenacao produtiva das lactacoes

Qual a repercussao do recurso aos métodos de contraste A4 e At4 na
estimativa da produgéo de leite? Uma consequéncia ja identificada € a sobre
estimacgdo da producao de leite da lactagdo. Porém, pretendemos fazer uma
abordagem mais abrangente na resposta a esta questao, no sentido de indagar
sobre a forma como a produgéo total de cada lactagéo € afectada em termos da
posicao relativa ocupada numa lista ordenada. Para este propdsito procedemos
a ordenacéao das lactacoes de acordo com 6 critérios, a saber: Producgao total
real, produgao total estimada pelo método A4, producéo total estimada pelo método
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At4, producéao aos 305 dias real, producéao aos 305 dias estimada pelo método
A4 e producéo aos 305 dias estimada pelo método At4.

No Quadro VI apresentamos o coeficiente de correlagdo de Spearman r,
entre a producao real e a produgédo estimada por cada um dos métodos de
contraste e entre estes. Apresentamos ainda um resumo do médulo da diferenga
da posicao ocupada pelas lactagbes para as 6 comparagdes que constam no
referido quadro. Recorremos ao médulo da diferenga porque a soma das diferencas
de posigéo é zero.

Da leitura do Quadro VI retira-se que nas seis comparagoes efectuadas o
coeficiente de correlagdo de Spearman é altamente significativo (P<0,001), pelo
que é rejeitada a hipdtese de independéncia entre cada um dos seis pares de
critérios de ordenagédo das lactagcdes. Porém, a ordenacao das produgdes
estimadas pelos métodos de contraste A4 e At4 esta mais préxima entre si (7.=0,99)
do que a ordenagao da produgéo real e a ordenagéo da producéo obtida pelos
métodos de contraste (r,=0,96). Também sob este prisma se reitera a proximidade
entre os métodos de contraste A4 e At4 e a sua equidistancia aos valores reais.

Do Quadro VI podem-se retirar outras ilagdes. Reportando-nos apenas aos
valores totais da lactagéo é de salientar que o resultado mais frequente para o
maédulo da diferenga de posicéo é baixo (1, 2 e 1 para as listagens Real-A4, Real-
At4 e A4-At4, respectivamente) e que 25% das lactagdes nao diferem mais que 2,

Quadro VI - CoMPARAGAO DA POSIGAO OCUPADA POR CADA LACTAGAO, EM LISTAS ORDENADAS PELA PRODUGAO,
DA PRODUGAO REAL COM OS METODOS a4 E at4 E ENTRE ESTES (real-a4, a4-at4 e a4-at4,
RESPECTIVAMENTE) PARA A PRODUGAO TOTAL E A0S 305 DIAS.

Producéo Total Producao aos 305 dias

Real-A4 Real-At4  A4-At4 Real-A4 Real-At4  A4-At4
N 145 145 145 145 145 145
Média 8 9 4 8 9 5
Mediana 7 7 3 6 8 3
Moda 1 2 1 1 1 1
Q3 13 14 7 13 13 6
Q1 2 3 1 2 3 1
Maximo 42 43 20 42 40 16
Soma 1182 1350 636 1216 1372 660
r 0.96™ 0.96™ 0.99™ 0.96™ 0.96™ 0.99™

s

' Coeficiente de correlagdo de Spearman (*** P<0.001).
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3 e 1 posicdes, para as mesmas comparacoes de listagens. Os resultados para o
32 quartil permite constatar que pelo menos 75% das lactagbes nao diferem mais
que 13, 14 e 7 lugares nas comparagdes que temos vindo a referir. Conquanto
nao é menos importante dar destaque as restantes 25% de lactacbes (no maximo)
que excedem os referidos valores. Referir, por exemplo, as consideraveis
diferencas de 40, 42 e 43 lugares numa listagem de 145 (Quadro VI).

Assim, ao considerarmos as listas das lactagdes ordenadas pela produgao
real e pela producao estimada pelos métodos de contraste A4 e At4 verificamos
que existe coeréncia na posi¢éo ocupada pelas lacta¢des nas vérias listas, ainda
que em termos individuais ocorram diferengas de ordem de grandeza consideravel,
isto se atendermos a dimens&o dos dados. Todavia, ndo vemos como sustentar a
tese de que estas diferengas aumentariam na mesma propor¢dao dum eventual
aumento do numero de lactagdes em estudo. Sendo assim, a diferenca de 43
lugares supramencionada perderia impacto se a nossa lista fosse composta por
milhares de lactagdes.

Simulacao de outros critérios de contraste

Neste ponto do trabalho apresentamos os resultados da simulagao de 32
critérios de contraste resultantes de 4 intervalos parto - 1° contraste e 8 intervalos
entre contrastes (Quadro ). Aqui serd apresentada uma sintese dos resultados
recorrendo a graficos sendo no entanto possivel encontrar a totalidade dos
resultados em SivesTre (2003). S&o evidenciados os resultados relacionados
com a precisdo da estimativa da produgao total de leite e da duragéo da lactagéo.

A Fig. 2 representa a média da diferenga entre a produgédo total real e a
estimada, de acordo com os 32 critérios de selecgédo de contrastes. As médias
negativas mostram, mais uma vez, a tendéncia de sobre estimacao do método

0 Intervalo entre contraste (semanas)
T T T T

-100 A 1 2 3 4 5 6 7 8

-200 7 —o—Int_8
2 -300 7 —=—Tnt 30

-400 4 —a— Int_60

-500 A

—¢—Int_90
600 -
=700 -

Figura 2. Média da diferenga entre a produgéo real e a produgédo estimada.
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de Fleischmann. Como ja foi referido, o nimero de contrastes por lactacao é
tanto maior quanto menor for o intervalo entre contrastes (Quadro I). Assim, seria
de esperar que aos maiores intervalos entre contrastes correspondesse uma menor
proximidade entre as estimativas da producéao de leite e os valores reais. Porém,
a Fig. 2 contraria esta expectativa na medida em que nao é observavel qualquer
tendéncia de ocorrer um aumento (em modulo) da média da diferenga entre a
producéo real e a produgéo estimada com o aumento do intervalo entre contrastes.
Verifica-se inclusive que a média mais proxima de zero esta num intervalo entre
contrastes de 8 semanas.

A intuic&o dir-nos-ia que quanto mais tarde se inicie o registo dos contrastes
maior sera a imprecisao da estimativa da produgao de leite da lactagao, pelo que
seria de esperar que o Int_90 apresentasse a média da diferenga entre a produgéo
total real e a estimada com os maiores valores absolutos, seguido pelo Int_60,
Int_30 e Int_8. Tal ndo se verifica, sendo que o Int_90 apresenta médias mais
proximas de zero que os Int_60 e Int_30, chegando a superar o Int_8 no intervalo
entre contrastes de uma semana (Fig. 2).

Se termindssemos a discussao neste momento, poderiamos aludir que o
contraste leiteiro bi-mensal, com o primeiro registo efectuado até ao oitavo diade
lactacéo, é preferivel ao contraste leiteiro mensal, quinzenal, semanal bem como
atodas as outras periodicidades consideradas. Tal ilagdo néo seria correcta, pois
importa também conhecer a disperséo dos valores apresentados na Fig. 2.

Na Fig. 3 podemos analisar o desvio padrao das médias expostas na Fig. 2.
Este é um aspecto a destacar porque facilita 0 nosso exercicio de analise. Vamos
realgar 3 pontos:

- A variabilidade aumenta com o aumento do intervalo entre contrastes.

- Avariabilidade aumenta com o aumento do intervalo parto — 12 contraste.

1000 —e—1Int_8
800 ..,.——-—1/"'/.\1 —=—Int_30
¥ M ——Int_60
400 —=—Int_90

200
0

1 2 3 4 5 6 7 8

Intervalo entre contrastes (semanas)

Figura 3. Desvios padréo das médias apresentadas na Fig. 2.
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- A variabilidade do Int_90 destaca-se dos restantes intervalos parto — 1°

contraste por apresentar os maiores valores de desvio padréo.

Assim, ao valor a que tinhamos dado destaque para o Int_90 com um intervalo
entre contrastes de 8 dias por parecer dissonante apresenta afinal baixo valor
estimativo pois é o que apresenta maior desvio padrao.

Advogamos que a proximidade a zero da média da diferenga entre valores
reais e estimativas nao constitui um atributo suficiente para a comparagao dos
varios critérios de amostragem de dias de lactagdo. E mais importante a
homogeneidade dessas diferencas porque reflecte que o método de amostragem
afecta as lacta¢des de forma semelhante, o que confere maior confianga no
posicionamento relativo de cada estimativa. Nestas circunstancias, e caso se
entendesse conveniente, poder-se-ia alterar o método de célculo da produgao de
leite por forma a corrigir uma insuficiéncia sistematica. Por exemplo e por absurdo,
se averiguassemos que a estimativa da producdo de leite apresentava
sistematicamente um erro de 1000 kg, seria muito simples proceder a sua remogao.

Sob o ponto de vista de estimar a producéao de leite da lactagao e minorar o
onus da recolha de dados, os nossos resultados mostram que o intervalo entre
contrastes de 4 semanas sem que se ultrapasse os 60 dias para a recolha do 1°
contraste constitui a escolha acertada. Este corolério abona em favor do contraste
leiteiro nacional na medida em que este preconiza, por norma, um intervalo entre
contrastes entre 26 e 33 dias e que o intervalo parto — 12 contraste ndo ultrapasse
os 38 dias.

Na Fig. 4 apresentamos as médias da diferencga entre a duracao da lactacédo
real e estimada para os 4 intervalos parto — 1° contraste e os 8 intervalo entre
contrastes. Numa apreciagdo global, as médias obtidas apresentam valores
positivos e nunca superiores a 8, o0 que mostra que o método de Fleischmann

1000 ——Int_8
800 r’.—_‘_‘./.__/'\" —s—Int_30
2 I M —+—Int_60
400 —=—Int_90

200
0

1 2 3 4 5 6 7 8

Intervalo entre contrastes (semanas)

Figura 4. Média da diferenca entre a duragdo da lactagdo real e estimada
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—e—Int_8

—=—Tnt_30
—a— Int_60
g 10 ——Int_90

1 2 3 4 5 6 7 8

Intervalo entre contraste (semanas)

Figura 5. Desvios padrao das médias apresentadas na Fig. 4.

subestima de forma ténue a duragéo da lactagao. E digno de nota que a disparidade
de contrastes por lactagao, a variar desde 4 a 44 (Quadro 1), ndo encontre aqui
reflexo. Todavia, em termos de desvio padrao verifica-se um aumento do desvio
padrédo de cerca de 7 dias até 19 dias, ao longo dos intervalos entre contrastes e
para os 4 intervalos parto - 1° contraste (Fig. 5).

CONSIDERAGCOES FINAIS

Constatamos que os critérios de amostragem A4 e At4 conduziram a
estimativas de produgéo de leite da lactagao que diferiram em termos médios da
producgéo real, sendo de realcar a elevada variabilidade do erro. Por outro lado,
os dois métodos de amostragem ndo implicaram diferengas em termos médios
na estimativa da producéo total de ambos. A comparagao da ordenacao produtiva
das producdes estimadas e reais mostrou que os métodos de amostragem A4 e
At4 estdo mais proximos entre si do que com a produgao real. Com a simulagao
de outras periodicidades de recolha de dados obtivemos resultados favoraveis a
periodicidade mensal. Assim, em fung&o dos resultados apresentados e no &mbito
da estimacao da produgéo de leite da lactagdo, ndo encontramos critérios
objectivos para preterir um método de amostragem em relagéo ao outro. Porém,
somos da opinido que no &mbito da avaliagdo genética com modelos de contrastes,
o método A4 é preferivel ao método At4 na medida em que nestas circunstancias
ndo é relevante a questdo da compensacao produtiva entre contrastes que
caracteriza o método At4.

A lactacao foi e continua a ser estudada pela sua forma de variagao global.
Porém, a producao de leite de cada ordenha revela desvios pontuais, de duracéao
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e intensidade variaveis, capazes de condicionar o estudo da forma global da
curva de lactacao quando se disp&e de poucos registos diarios, como é o caso do
contraste mensal.
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ABSTRACT

Silage is produced by the natural fermentation of plant materials more frequently
associated to animal listeriosis. Many cases result from feeding animals with bad
quality silages, improperly fermented, where L. monocytogenes can reach high levels.
For the assessment of the microbial quality of silages produced in Portugal, 145
silage samples were analysed for the detection of Listeria spp, 71 obtained from
horizontal silos and 74 from the interior and surface of 37 big bale silos. Enumeration
of L. monocytogenes was performed in 117 samples. The lactic acid microflora,
yeasts and moulds quantification was also assessed in 18 samples. Listeria spp.
was isolated from 20 horizontal silo samples (28%), 10 with L. monocytogenes (14%)
and 10 with L. innocua (14%). Eleven (15%) big bale silos were contaminated with
L. monocytogenes and 9 (12%) simultaneously with L. innocua. Two samples
collected from the same big bale silo (interior and surface) contained L.
monocytogenes higher then 10 UFC/g and two others collected from de surface of
a silo and the interior of another one, had 100 UFC/g levels. Levels of lactic acid
bacteria ranged from 9.9x10* and 5.5x108 UFC/g and yeasts and moulds from <100
and > 1x107 UFC/g.

Key-words: Listeria monocytogenes, quality, silage

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE SILAGENS - CONTAMINAGCAO POR
Listeria monocytogenes

RESUMO

A silagem, produto utilizado na alimentagdo animal e obtido pela fermentagao
natural de materiais vegetais, é frequentemente associada a listeriose animal. Muitos

SS



Revista Portuguesa de Zootecnia, Ano Xll, N2 1 (2005)

casos resultam do consumo de silagem de méa qualidade, com uma fermentagéo
inadequada, em que L. monocytogenes pode atingir teores bastante elevados. Com
vista a uma primeira avaliagdo relativa a ocorréncia de L. monocytogenes em silagens
de milho produzidas em Portugal analisaram-se 145 amostras, 71 provenientes de
silos horizontais e 74 provenientes da superficie e interior de 37 silos em fardo.
Pesquisou-se Listeria spp. na totalidade das amostras e em 117 quantificou-se a
presenca de L. monocytogenes. Quantificou-se ainda a flora lactica e micoldgica
em 18 das amostras de silos horizontais. 20 amostras dos silos horizontais estavam
contaminadas (28%), 10 por L. monocytogenes (14%) e 10 por L. innocua (14%),
enquanto 11 (15%) das amostras de silos em fardo estavam contaminadas com L.
monocytogenes e 9 (12%) em simultdneo com L. innocua. Duas amostras
provenientes do mesmo silo em fardo (interior e superficie do silo) apresentaram
teores superiores a 106 UFC/g e outras 2, originarias da superficie de um silo e do
interior de outro, teores de 100 UFC/g. As concentragdes de flora lactica e micologica
variaram entre 9,9x10* e 5,5x10%® UFC/g e entre <100 e > 1x10” UFC/g,
respectivamente.

Palavras chave: Listeria monocytogenes, qualidade, silagem

INTRODUCAO

A listeriose € uma doenca infecciosa causada por microrganismos do género
Listeria, que pode afectar tanto as pessoas como os animais e, em ambos os
casos, pode manifestar-se através de formas patologicas bastante severas -
meningite, encefalite, aborto ou septicemia (Gray e Killinger, 1966). Das seis
espécies que o género Listeria inclui, L. monocytogenes é considerada como
sendo a mais patogénica para o Homem e para os animais (McLauchlin, 1987).

Os animais podem ser infectados pela ingestdo de varios tipos de
alimentos contaminados (pastagens frescas, palha e outros tipos de alimentos
(Fenlon et al., 1986; McCarthy, 1990), mas a silagem € o alimento que com
maior frequéncia € associado a listeriose dos ruminantes (Fenlon, 1999).

Esta associagao foi pela primeira vez estabelecida em 1922 na Islandia,
local onde ficou conhecida como a doencga da silagem (Gray, 1966). Desde entéo,
a relacao entre listeriose e consumo de silagem tem sido bem documentada,
quer no que respeita ao gado bovino leiteiro (Fenlon, 1986; Ryser e Marth, 1991),
ovino (Grgnstel, 1979; Fenlon, 1986; Gitter et al., 1986; Vazquez-Boland et al.,
1992) e caprino (Fensterbank et al., 1984; Ryser e Marth, 1991).

Muitos dos casos sdo resultantes do consumo de silagem de ma
qualidade, ou seja, silagem de fermentacao inadequada, com valores de pH >
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4,0, onde o microrganismo pode estar presente em grandes quantidades (10*
UFC/g) (Fenlon, 1986; Skovaard e Morgen 1988; Donald et al., 1995; Ryser et
al., 1997). A aplicagédo de novas formas de produgao de silagem em fardos
(“big baler”), foi associada ao aumento da prevaléncia de L. monocytogenes
em silagens de ma qualidade e consequentemente da listeriose nos ruminantes.
Como L. monocytogenes € um agente que se multiplica a superficie e estas
silagens tém grandes 4reas de exposigao, existem maiores dificuldades no
estabelecimento das condi¢cdes de anaerobiose adequadas a fermentagao dos
acucares (Fenlon, 1985; 1999; Donald et al., 1995).

Grande parte da contaminagéao de L. monocytogenes em silagens, ocorre
em zonas onde o desenvolvimento de bolores € evidente. Se esta camada
superficial for removida antes da silagem ser fornecida aos animais, o perigo
de contaminacéo sera reduzido (Fenlon, 1999).

Por outro lado, também existem trabalhos que demonstram a
contaminagdo por L. monocytogenes do mesmo tipo das implicadas em surtos
de listeriose humana, em silagens de milho consideradas de boa qualidade
(pH < 4) (Ryser et al., 1997; Boerlin et al., 2003).

As silagens estdo associadas a listeriose animal e também séo
consideradas como a principal fonte de contaminag¢do do leite durante a
ordenha (Gray, 1960; Granstal, 1979; Fensterbank et al., 1984; Fenlon, 1986;
1999; Gitter et al., 1986; Ryser e Marth, 1991; Vazquez-Boland et al., 1992). A
presenca de Listeria no leite e nas fabricas de lacticinios aumenta o risco de
contaminagéo dos produtos lacteos, os quais poderao funcionar como potenciais
veiculos de listeriose humana, sobretudo se nédo se verificarem as devidas
condi¢bes de tratamento térmico (pasteurizagdo) (Wehr, 1987; Skovgaard e
Morgen 1988; Perry e Donnelly, 1990). Em Portugal, a ocorréncia de Listeria
em silagens néo esté estudada. Com o presente trabalho, procurou-se realizar
uma abordagem preliminar a ocorréncia de Listeria monocytogenes em amostras
de silos horizontais e em fardo produzidas neste pais.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 145 amostras de silagem de milho, 71 provenientes de
silos horizontais obtidos em exploragcées de bovinos de leite situadas nas
proximidades de Lisboa e 74 provenientes da superficie (10 cm) e do interior (50
cm) de 37 silos produzidos em fardo numa regiao do Norte de Portugal (Minho).
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Deteccao e contagem de Listeria spp.

As amostras foram analisadas de acordo com o protocolo de pesquisa
(todas as amostras) e contagem (apenas 117 amostras) de Listeria spp.
anteriormente optimizado (Guerra e Bernardo, 2000), adaptado das normas
NF EN ISO 11290-1.2.

Para a deteccao de Listeria spp., homogeneizaram-se 25 g de cada amostra
de silagem em 225 ml de Agua Peptonada Tamponada (Oxoid CM 509) (APT), e
apds 24 h de incubacgéo a 30 °C, transferiu-se 1ml para 10ml de caldo Fraser
(Merk 110398) com adicéo de suplemento selectivo (Merk 110399). Apds o periodo
de incubacgdo (24h/30 °C), seguiu-se a sementeira a superficie de geloses
selectivas - Palcam (Oxoid CM 8719, SR150 E) e McBride (Difco 0922-17). Ambas
as geloses foram incubadas a 37 °C durante 24-48 h. Sub-cultivaram-se 4 a 5
coldnias suspeitas de pertencerem ao género Listeria em gelose de Triptona de
Soja (Oxoid CM 131) enriquecida com 0,6% de Extracto de Levedura (Difco 0127-
01-7) e apds incubacgéo (24h/37 °C), os isolados foram identificados através das
seguintes provas: catalase, coloragédo Gram, pesquisa de B-hemdlise em gelose
Columbia com 5,0% de agar sangue de carneiro (Bio-Merieux 43 041), e
identificagé@o bioquimica através de galeria Api Listeria (Bio-Merieux 10300). Os
isolados identificados como L. monocytogenes, foram serotipificados, utilizando
soro Bacto-Listeria O poli-serotipos 1,4 (Difco Laboratories, Detroit, MI).

Determinou-se o teor de Listeria spp. em 43 amostras provenientes dos
silos convencionais e na totalidade das amostras dos silos em fardo. Fizeram-se
diluicbes décimais a partir do pré-enriqguecimento, apds 2-4 h de incubacéo a
temperatura ambiente. Semeou-se 0,1 ml de cada uma das diluicdes por
espalhamento a superficie de placas de gelose Palcam. Apés a incubagéo (37
°C/24-48 h) procedeu-se a contagem das coldnias suspeitas e a sua identificagéo,
de acordo com os procedimentos anteriormente referidos. As sementeiras foram
realizadas em duplicado.

Quantificagao e recolha de flora lactica e micolégica

Quantificou-se e recolheu-se flora lactica e micol6gica em 18 das amostras
de silos convencionais. A partir da suspenséo inicial em APT fizeram-se diluicdes
decimais. Semeou-se 1ml de cada diluicdo por espalhamento a superficie de
placas de gelose de Man, Rogosa & Sharpe (Oxoid CM361) (MRS) para recolha
e identificacao de flora lactica e 0,25 ml a superficie de 4 placas de gelose Rose
Bengal Chloramphenicol Agar (BK 151HA) (CRB). As placas de MRS foram
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incubadas a 37 °C durante 48 h em microaerofilia e as placas de CRB foram
incubadas a 25 °C durante 5-8 dias. As sementeiras foram efectuadas em
duplicado.

RESULTADOS

Presenca e teor de Listeria spp. nas silagens

Nas amostras provenientes dos silos horizontais verificou-se que 20 amostras
estavam contaminadas (28%), 10 por L. monocytogenes (14%) e 10 por L. innocua
(14%) (Quadro I). Das 43 amostras em que se determinou o teor de Listeria spp.
isolou-se unicamente L. innocua, num teor de 1x108 UFC/g em duas.

Quadro | - OcorRENCIA DE Listeria monocytogenes e L. innocua EM SILOS HORIZONTAIS E EM FARDO

PRODUZIDOS EM PORTUGAL.

Resultados microbiol6gicos
Tipo de silo  N? de amostras (%)

Negativos (%) L. innocua L. monocytogenes
horizontais 71 (49%) 51 10 10
fardo 74 ( (51%) 61 11* 11*
Total 145 (100%) 112 (77%) 21 (15%) 21 (15%)

* nove amostras encontravam-se contaminadas por L. monocytogenes e L. innocua em simultaneo

Nas amostras de silos em fardo verificou-se que 11 (15%) estavam
contaminadas com L. monocytogenes (Quadro Il), 2 das quais provenientes do
mesmo silo (E53 e E54), com teores acima de 108 UFC/g e outras 2 originérias da
superficie de um silo e do interior de outro, com teores de 100 UFC/g, (E7 e E59)
(Quadro I1). Quatro silos estavam contaminados por L. monocytogenes nas regides
interiores e superficiais, dois silos apresentaram contaminagao sé no interior e
um outro sé a superficie. Também foi isolada L. innocua em 11 amostras, nove
(12%) das quais em simultdneo com L. monocytogenes (Quadro ).

Todos os isolados de L. monocytogenes aglutinaram o soro Bacto-Listeria
O poli-serotipos 1,4.

Teores de flora lactica e micolégica presentes nas silagens
Verificaram-se teores de flora lactica entre 9,9x10* e 5,5x10%8 UFC/g e
micolégica entre <100 e > 1x107 UFC/g (Quadro Ill). 4 amostras revelaram a
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Quadro Il — PRESENGA E TEOR DE Listeria spp. NAS AMOSTRAS DE SILOS EM FARDO.

N Regiao do silo Teor de Detecgao de Listeria spp.
amostras L. monocytogenes (ufc/g)
E7* superficie 1x10?2 L. monocytogenes L. innocua
E8 * interior neg L. monocytogenes —
E32 superficie neg L. monocytogenes L. innocua
E34 interior neg L. monocytogenes L. innocua
E52 superficie neg — L. innocua
E53* superficie 1,5x107 L. monocytogenes L. innocua
E54* interior 3x108 L. monocytogenes L. innocua
E59* interior 1x102 L. monocytogenes L. innocua
E60* superficie neg L. monocytogenes —
E61* superficie neg — L. innocua
E62* interior neg L. monocytogenes L. innocua
E72* superficie neg L. monocytogenes L. innocua
E73* interior neg L. monocytogenes L. innocua
Total 11 (15%) 11 (15%)

*amostras provenientes do mesmo silo (E7 e E8; E53 e E54; E59 e E60; E 61 e E62; E72 € E73);

neg; negativo; —: nao detectado

presenca de L. innocua. Nestas amostras, os teores de flora lactica foram
superiores a 1x 108 UFC/g.

DISCUSSAO

O presente estudo revela a presenga de L. monocytogenes e L. innocua
em silagens de milho produzidas em Portugal segundo dois processos
tecnoldgicos diferentes, silos horizontais e em fardo. A presenca de Listeria
spp. registada neste tipo de alimentos para animais € comparavel a outros
estudos levados a cabo em areas geograficas diferentes (revisédo de Laithier
etal., 2000). Por exemplo, Fenlon (1985), na Escécia detectou L. innocuaem
10 e 17,8% das amostras de silagem (silos horizontais) examinadas em 1983
e 1984, respectivamente. No mesmo estudo, L. monocytogenes foi isolada
em 2,5% das amostras pesquisadas no primeiro ano referido e em 5,9% das
que foram estudadas no ano seguinte. Anos antes, Gragnstol (1979) registou
uma ocorréncia bastante mais elevada ao isolar L. monocytogenes a partir de
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Quadro lll — TEORES DE FLORA LACTICA E MICOLOGICA PRESENTES EM 18 AMOSTRAS DE SILAGEM.

(ALr/T;Ct):::spp.*) Iézi::rad(eugg/ag) Teor (UFC/g) de flora micoldgica
S29 > 1x108 Bolores: 4x103Leveduras: 2,8x10*
S30 (L. innocua) > 1x 10° Bolores: 2x10%Leveduras: 5,8x10*
S31 > 1x10°8 Bolores: 1x10%Leveduras: 3,3x10°
S32 > 1x10°8 Bolores: 1,7x10%Leveduras: 8,4x10°
S33 1,5x108 Bolores: 1x105Leveduras:> 1x107
S34 5,5x108 Bolores: 1x10°Leveduras: > 1x107
S35 — Bolores: < 100

S36 2,6x108 Bolores: < 100

S37 7,0x108 Bolores: < 100

S38 — Bolores: 2,2,x10*Leveduras: 3,2x10°
S39 (L. innocua) 7,5x107 —

S40 9,9x10* —

S41 2,1x10¢ —

S42 4,2x10° —

S43 (L. innocua) 2,7x107 —

S44 (L. innocua) 6,0x107 —

S45 — —

S46 3,2x10° —

(Listeria spp.*) contaminada com Listeria spp.; —: nao determinado

28% das amostras estudadas. Perry e Donnelly (1990) nos Estados Unidos,
isolaram L. innocua em 15,2% das amostras e L. monocytogenes a partir de
2,9% das silagens de milho e de erva examinadas.

L. monocytogenes e L. innocua séo frequentemente as Unicas espécies
isoladas nas silagens. O isolamento de L. innocua ndo deixa de ter interesse ja
que partilha, em parte, o mesmo habitat de L. monocytogenes. Assim, a sua
presenga pode ser considerada como causa presumivel de um risco potencial da
contaminagdo por aquela espécie patogénica para o Homem.

A presenca de Listeria spp. nas silagens, geralmente num ndmero
reduzido, decorre da contaminacéo das forragens, no campo de cultivo. Por
suavez, a presenca daqueles microrganismos na vegetacao é atribuida aos
dejectos dos animais em pastoreio, a vegetacado em decomposicéo, e ainda a
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disseminacédo por animais selvagens, nomeadamente aves silvestres (Fenlon,
1985; Fenlon et al., 1996; Duarte et al., 2003).

Um dos principais factores que mais esta associado a multiplicacao de
Listeria nas silagens é o pH (Fenlon, 1999). Embora n&do tenha sido um
parametro estudado, ha que referir que uma silagem de boa qualidade,
devidamente acondicionada e protegida contra a deterioracao aerdbica, deve
sofrer uma fermentacéo activa com produgéo de acido lactico, reduzindo o pH
para um valor abaixo de 4,2, o qual inibe L. monocytogenes. Efectivamente,
este microrganismo é detectado mais frequentemente nas silagens com pH
superior a 4 - 4,5 (Fenlon, 1985, Laithier et al., 2000). Existem varios factores
que directa ou indirectamente afectam o pH. Uma forragem com uma elevada
disponibilidade de hidratos de carbono sollUveis em agua, com um baixo poder
tamp&o e uma quantidade adequada de matéria seca conduzird a uma silagem
de baixo pH. Um outro factor de relevo na redugado do pH da silagem esta
relacionado com a maior ou menor exclusdo de oxigénio do silo. O oxigénio
poderd, adicionalmente, provocar a deterioragao aerébia apds a fermentagéo
da silagem estar completa (Perry e Donnelly, 1990). Estes dois factores poderéo
aumentar as hipéteses de contaminacgéo de Listeria nas silagens.

A deterioragdo aerdbia, habitualmente activa microrganismos aerébios
letargicos, como os bolores e as leveduras. Alguns autores sugerem que a
multiplicacdo de bolores e leveduras pode aumentar o pH das silagens,
permitindo a multiplicacao de Listeria. No presente caso, nas amostras onde
foi quantificada a flora micoldgica n&o foi detectada L. monocytogenes, apenas
uma amostra revelou a presenga de L. innocua. De notar, no entanto, os teores
elevados (> 10® UFC/g na maioria das amostras) de flora Iactica presente
naquelas amostras, na qual se reconhece a capacidade inibidora de Listeria
por parte de algumas espécies que a constituem (Guerra e Bernardo, 1999).
No estudo de Perry e Donnelly (1990) anteriormente referido, foram isolados
5 grupos de Lactobacillus plantarum e um de Pediococci a partir das amostras
de silagem, que inibiram L. monocytogenes no decorrer de um ensaio de
antagonismo.

Impedir a infiltrag&o de ar no silo e dispor de mecanismos que o excluam
do silo, séo factores considerados decisivos na supressao da multiplicacao
de Listeria (Kalac, 1982; Fenlon, 1999).

Relacionado com o nivel de oxigénio no silo esta o tipo de silo utilizado.
Algumas alteracdes na tecnologia de producao e embalagem de palhas, fenos
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e silagens (rolos cobertos com plastico) podem constituir um factor de risco
na multiplicag&o de Listeria nos alimentos para animais. As amostras de silagem
analisadas no presente estudo eram provenientes de dois tipos de silos
diferentes, horizontais (em trincheira) e em fardo. Embora nédo se tivessem
verificado diferencgas significativas (P>0,05) na ocorréncia de Listeria entre 0s
dois tipos de silos, L. monocytogenes estava presente em teores quantificaveis
em quatro amostras dos silos em fardo e, em duas delas (provenientes do
mesmo silo) com teores bastante elevados (> 10% UFC/g). Este aspecto pode
sugerir que L. monocytogenes pode encontrar condigdes mais favoraveis a
sua multiplicacdo nos silos em fardo. No entanto, como as amostras de silagens
foram obtidas em regides diferentes de Portugal (Minho e Estremadura), outros
factores podem concorrer para esta situagdo, como as condi¢des climatéricas,
a quantidade de matéria seca, entre outras.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo parecem ser indicadores do eventual
risco que as silagens constituem na transmisséo da listeriose. Contudo, s@o
necessarios estudos mais aprofundados que possam indicar com
representatividade, a situa¢do que se verifica em Portugal e que contribuam para
compreender ainfluéncia da tecnologia de producgéo de silagem na ocorréncia de
Listeria nestes alimentos.
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ABSTRACT

The main objective of this review is to present an overview about the biomarkers
responses in fish from contaminated sites, which offer great promises for providing
information that can contribute to environmental monitoring programmes. In fact
biomarkers assays are particularly useful when they relate to toxic effect and not just
exposure. The most important reason for using biomarkers in environmental risk
assessment is that they can give information on the effects of pollutants. Thus, the
use of biomarkers is complementary to biomonitoring which involves the determination
of levels of environmental chemicals. In order to assess the exposure to environmental
pollutants on aquatic ecosystems, the different types of biomarkers are examined in
some detail. A number of specific fish biomarkers are also presented, namely
biotransformation enzymes, oxidative stress parameters, biotransformation products,
stress proteins, haematological, genotoxic and immnunological parameters, and
physiological histological and morphological parameters. Finally, the advantages and
limitations of the use of the biomarkers were presented, like its biological and
toxicological relevance.

Key-words: Aquatic toxicology, biomarkers, environment

O USO DE BIOMARCADORES EM ESTUDOS
DE TOXICOLOGIA AQUATICA

RESUMO

O principal objectivo do presente trabalho de reviséo consiste na apresentacéo
de uma vis@o global sobre as respostas dos biomarcadores em peixes de locais
contaminados, as quais constituem uma forma promissora para fornecer informagéo
que pode contribuir para programas de monitorizagdo ambiental. Na realidade, os
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biomarcadores séo particularmente Uteis quando relacionados com os efeitos tdxicos
e ndo apenas com a simples exposigdo. A principal razdo para o uso dos
biomarcadores em estudos de caracter ambiental é a de dar indicagbes sobre os
efeitos dos poluentes. Entdo, o uso dos biomarcadores tem como funcéo
complementar a biomonitorizagdo que envolve a determinagéo de niveis compostos
quimicos. Os diferentes tipos de biomarcadores séo analisados com algum detalhe,
com vista a determinar a exposi¢cdo a poluentes em ecossistemas aquaticos. Sao
também apresentados exemplos de diferentes biomarcadores, nhomeadamente, das
enzimas de biotransformagao, parametros de stresse oxidativo, produtos de
biotransformagao, par@metros hematologicos, genotéxicos e imunologicos, bem como
de parametros histolégicos e morfolégicos. Finalmente, apresentam-se as principais
vantagens e limitagdes do uso de biomarcadores, bem como a sua relevancia bioldgica
e toxicolégica.

Palavras-chave: Ambiente, biomarcadores, toxicologia aquatica

INTRODUCAO

Numerosos compostos orgénicos estranhos aos sistemas biologicos
provenientes da actividade tecnolégica humana, resultantes de comunidades
urbanas, da industria e da agricultura exercem uma presséo constante sobre o
ambiente. Existe também uma grande diversidade de compostos naturais, entre
0s quais se destacam os metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas, as
toxinas produzidas por fungos, plantas e animais, e mesmo os produtos
provenientes de transformagdes geoquimicas ou pirocataliticas, como os
hidrocarbonetos.

Estes compostos toxicos, tanto de origem natural como antropogénica, sao
usualmente denominados xenobiéticos e podem exercer uma acgao sobre os
ecossistemas, em particular, ao nivel dos ecossistemas aquaticos. Na realidade,
o estudo dos efeitos da sua exposigéo e 0 modo como interactuam com o ambiente
tem sido objecto de intensa investigagdo no dominio da toxicologia aquatica.

Por outro lado, os peixes tém sido utilizados como um importante modelo
bioldégico com o objectivo de investigar as potenciais interacgées quimicas dos
xenobibticos ao nivel do Homem. Em paralelo, o estudo do metabolismo deste
tipo de compostos nos peixes permite compreender a toxicidade quimica nos
diferentes niveis de organizagdo bioldgica, tanto ao nivel individual, como da
populagédo ou da comunidade. Trata-se de uma area que tem merecido uma
atencdo crescente, mesmo até nos mamiferos, que exige a compreensao ao
nivel molecular dos mecanismos de acgdo das enzimas envolvidas e dos
processos que regulam a sua expressao, ou seja, requer a caracterizacéo das
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enzimas, o isolamento dos seus genes, bem como dos factores de regulacéo e a
definigao do impacto dos poluentes ambientais nos sistemas bioldgicos.

Na actualidade, o metabolismo do processo de biotransformacao dos
compostos organicos pode ser dividido em duas fases: A Fase | que envolve a
alteracéo da estrutura molecular do substrato e a Fase Il que permite a conjugacao
do substrato com compostos endégenos, defendendo alguns autores a existéncia
da Fase lll relacionada com a excrecao do poluente (Van der Oost et al., 2003).
De referir que os estudos efectuados sobre a actividade da Fase |l em peixes tém
sido menos extensivos do que os relacionados com a Fase | (Tate, 1988). O
metabolismo da biotransformacao pode levar, por vezes, a desintoxificagéo e a
uma maior solubilidade em agua, o que aumenta a taxa de excregao.

Em suma, a presencga de concentracoes elevadas dos poluentes referidos
pode conduzir a efeitos nefastos ao nivel dos diferentes organismos. Dada a
necessidade de conhecer o impacto destes compostos na qualidade do meio
aquatico, tém sido identificados biomarcadores, os quais traduzem uma resposta
biolégica, desde os niveis molecular, celular e fisiolégico até comportamental, a
qual pode estar relacionada com a exposicao a efeitos toxicos de produtos
quimicos libertados no ambiente. De acordo com o NRC (1987) e WHO (1993),
os biomarcadores podem ser subdivididos em biomarcadores de exposicao, de
efeito e de susceptibilidade, os quais serdo sucintamente caracterizados mais
adiante, bem como as suas aplicagoes e limitagdes.

PROCESSOS DE ENTRADA, DISTRIBUICAO
E EXCREGAO DOS POLUENTES

Tanto as substancias estranhas de origem natural, como as sinteticamente
produzidas pelo Homem podem ser absorvidas pelos diferentes organismos
animais, através quer da dieta, quer do ambiente. Entre as principais barreiras
que separam 0s organismos superiores do ambiente, destacam-se a pele, os
pulmdes e o tracto gastro-intestinal.

Os compostos tdxicos atravessam as membranas celulares e entram na
circulagdo sanguinea, através de um processo usualmente designado por
absorgéao. De referir que estes compostos penetram as membranas mediante um
processo idéntico ao das principais substancias bioldgicas, como os nutrientes e
0 oxigénio. A pele é a principal barreira que separa os mamiferos e mesmo o
Homem dos principais contaminantes ambientais, dada a sua reduzida
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permeabilidade, embora alguns produtos quimicos possam ser absorvidos por
este meio em quantidades suficientes para produzir efeitos de natureza sistémica.

Por sua vez, o tracto gastro-intestinal € um dos locais mais importantes que
intervém na absorcao de compostos toxicos, podendo numerosas substancias
entrar na cadeia alimentar e ser absorvidas juntamente com os alimentos a este
nivel. Os pulmdes constituem outra das vias de entrada de poluentes nos
organismos, podendo um namero significativo de produtos quimicos ser absorvido
por inalag@o de gases e de vapores (Klaassen e Watkins, 1999).

No meio aquético, tal como nos mamiferos, as substancias quimicas
dissolvidas ou em suspensédo na agua podem ter entrada nos organismos
biolégicos através da pele, do tracto gastro-intestinal e, no caso dos peixes, pela
brénquia. Os compostos quimicos existentes ao nivel dos sedimentos sao
absorvidos por contacto directo com a derme e por ingestdo. Por sua vez, os
compostos presentes nas plantas e nos organismos de baixo nivel tréfico podem
ser absorvidos ao nivel do tracto gastro-intestinal. De referir que os xenobidticos
sao absorvidos mais rapidamente pelos organismos por via aquatica do que aérea,
0 que se deve em grande parte as propriedades universais da agua como solvente
(James e Kleinaw, 1994).

Quanto ao papel da dieta na entrada e transferéncia de poluentes na cadeia
alimentar ao nivel aquético, existe uma consideravel controvérsia. Diversos estudos
tém sugerido que, pelo menos, no caso dos compostos persistentes como os
organoclorados, o nivel observado nos organismos aquaticos pode ser explicado
pela partilha directa entre a dgua e os tecidos (Bruggeman et al., 1981; Shaw e
Connell, 1984). Por sua vez, estudos realizados em condigbes laboratoriais
sugerem que 0s peixes acumulam niveis superiores de organoclorados
provenientes da agua em relagéo a organismos presentes no alimento (Epifanio,
1973; Jarvinen et al., 1977). Em condi¢des naturais, os peixes cultivados mostram
que o alimento é uma fonte importante de contaminacéo (Reinert et al., 1974).

Os compostos toxicos, apds a sua entrada para a corrente sanguinea, estao
disponiveis para circulagéo pelo organismo, em geral, de um modo rapido. No
entanto, a sua distribuicdo depende, em larga escala, da afinidade do xenobidtico
para os diversos tecidos. Algumas proteinas plasmaticas, entre as quais a
albumina, ligam-se aos xenobidticos, variando a intensidade de fixagdo com o
tipo de xenobidtico.

Os principais locais de armazenamento de compostos téxicos sao o figado
e o0 rim, podendo concentrar mais toxicos do que todos os outros 6rgaos
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combinados. Contudo, a gordura e 0os 0ssos sao outros locais que funcionam
como deposito de armazenamento (Klaassen e Watkins, 1999). Estes autores
referem que a excrecdo dos téxicos dos organismos pode ser efectuada por
diversas vias, embora o rim assuma um papel particular. A excregao fecal e os
pulmdes sdo outras vias utilizadas na eliminacao de poluentes, tendo esta Gltima
assumido um papel central na excregéo de gases. O leite, 0 suor e a saliva também
podem desempenhar a fungao de excre¢do, embora em menor grau.

BIOTRANSFORMAGCAO

O metabolismo da biotransformagao é um processo que permite a conversao
dos xenobidticos por reac¢des enzimaticas e ndo enzimaticas em metabolitos de
menor toxicidade, que sdo mais facilmente excretaveis em relagdo ao composto
original (Vermeulen, 1996). No caso dos mamiferos, o principal papel deste
processo consiste na transformacédo de moléculas téxicas em derivados
hidrossoluveis, de modo a que possam ser excretados de um modo mais rapido.
Caso contrario, os xenobi6ticos acumulam-se no corpo dos mamiferos,
aumentando a possibilidade de uma resposta toxica.

Nos mamiferos, o figado representa o principal 6rgao envolvido no referido
metabolismo de biotransformacao de compostos estranhos. Nesta perspectiva,
os estudos realizados a escala laboratorial tém sido efectuados neste érgdo uma
vez que possui uma elevada concentracdo de enzimas envolvidas na
biotransformacao, tem uma dimensao significativa e na sua constituicao apresenta
poucos tipos de células. Pelo contrario, embora alguns locais extra-hepaticos
contenham niveis consideraveis de enzimas biotransformadoras, o seu reduzido
tamanho minimiza a sua contribui¢cao global para o processo de biotransformagao
dos xenobiobticos (Klaassen e Watkins, 1999).

Principais reac¢oes de biotransformacéao

De acordo com o exposto, as enzimas envolvidas na biotransformagéo dos
xenobibticos estdo amplamente distribuidas pelo organismo, em particular, ao
nivel do figado. A pele, o pulméo, a mucosa nasal, o olho e o tracto gastro-intestinal
sdo outros locais que desempenham um papel activo nesta matéria (Klaassen e
Watkins, 1999). Com efeito, esta distribuicao pode estar relacionada com o facto
de estes tecidos serem os principais locais de exposicdo aos xenobidticos, bem
como outros tecidos, designadamente, o rim, o pancreas, o baco, o coragao, o
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cérebro, os testiculos, os ovarios, entre outros.

As reaccoes de biotransformacéao tém lugar em diversos locais da célula
como o citoplasma e a mitocondria, embora a maior parte ocorra ao nivel do
reticulo endoplasmatico. As células que se localizam proximamente dos principais
pontos de entrada dos xenobiéticos no organismo, nomeadamente a lingua, o
figado e o intestino, em geral, possuem uma concentragdo de enzimas de
biotransformacgao mais elevada.

Os xenobidticos sdo alvo de uma série de reacgcbes sequenciais, que
conduzem a sua activagao, desintoxificagdo e mesmo a sua excrecao. O conceito
de reac¢des da Fase | tem sido vulgarizado, o qual consiste numa alteracao da
molécula original, que por sua vez pode ser conjugada na Fase Il (conjugagao e
desintoxificag&o) e, por fim, catabolizada na Fase Il (Commandeur et al., 1995).

A principal caracteristica da Fase | centra-se na aquisi¢do de um grupo
funcional para formar um produto usualmente designado metabolito primario,
enquanto as reacgdes da Fase Il sdo de conjugacao (Yu, 2001). AFase Il integra
as reacgbes em que os metabolitos que possuem grupos funcionais séo
conjugados com determinadas substéncias, designadamente com o glucoronato,
glutamato, sulfato e a glutationa. A conjugacao aumenta, em geral, a solubilidade
que promove uma rapida excregdo. Por ultimo, as enzimas da Fase Il catalisam
o catabolismo dos metabolitos conjugados, com o objectivo de formar produtos
excretaveis (Van der Oost ef al., 2003).

Em sintese, a Fase | conduz a alteragdo das moléculas estranhas, que
pode ser conjugada na Fase Il. As principais reac¢6es da Fase | sdo catalisadas
pelas enzimas mono-oxigenases, como sdo 0s casos do citocromo P450,
citocromo b5 e da NADPH citocromo P450 redutase. Por sua vez. as enzimas da
Fase Il catalisam reac¢des de conjugacao, que facilitam a excre¢ao dos produtos
das Fase | mediante a adicdo a molécula de grupos mais polares, como os
anteriormente referidos (Commandeur et al., 1995). As enzimas da Fase lll, como
sdo o0s casos das peptidases, hidrolases e liases, catalisam reacg¢des de
metabolitos conjugados para formar produtos mais facilmente excretaveis. As
reaccOes de biotransformacéo das Fases | e Il nos peixes podem ser revistas
mais detalhadamente em artigos da especialidade (Sijm e Opperhuizen, 1989).

De um modo geral, as diferentes substéncias estranhas aos organismos
animais seguem o processo de biotransformagdo de acordo com o modo
sequencial referido, embora possam existir excepcoes. Com efeito, algumas
moléculas sao excretadas na forma de metabolitos da Fase |, enquanto outras o
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sao apenas apos as reacgoes da Fase Il (McKee e McKee, 1996). Em contraste,
a Fase Il do processo de biotransformacdo pode ou nao ser precedida pelas
reaccbes da Fase |.

Reaccoées da Fase |

As reacgdes que integram a denominada Fase |, tém como principal objectivo
expor ou incorporar novos grupos funcionais (-OH, -NH , -SH, ou -COOH), facto
que pode conduzir a um aumento da hidrofilia e a dizminuigéo da actividade
bioldgica ou da toxicidade dos compostos. Em certos casos, as substancias
estranhas como sédo os casos das drogas e dos compostos carcinogénicos, apenas
se tornam biologicamente activas, benéficas ou toxicas, quando forem submetidas
as reacgdes da Fase |.

As principais enzimas desta Fase | localizam-se na membrana do reticulo
endoplasmatico, embora outras possam existir no citoplasma, designadamente,
as desidrogenases (alcool-desidrogenase e peroxidases). Contudo, algumas
enzimas situam-se na mitocondria, como é o caso da monoamina-oxidase.

As enzimas que predominam no metabolismo oxidativo microssomal sdo as
mono-oxigenases, as quais também s&o usualmente denominadas por oxidases
de fungéo mista, dado que numa reaccao tipica € consumida uma molécula de
oxigénio pela molécula de substrato, aparecendo um atomo de oxigénio no produto
e outro na molécula de agua. As mono-oxigenases podem promover uma imensa
variedade de reacg¢bes quimicas, formando algumas destas reacgdes
intermediarios instaveis e, por vezes, toxicos.

As principais enzimas envolvidas na Fase | do metabolismo de
biotransformagéo participam em reacg¢des de hidrélise, de redugao e de oxidagao,
processos que podem ser estudados com maior detalhe em bibliografia da
especialidade (Klaassen e Watkins, 1999).

Reaccoes da Fase ll

A Fase Il do metabolismo envolve a conjugagao dos xenobiéticos ou dos
seus metabolitos com um composto enddégeno, a qual consiste em reacgdes de
adicdo em que grupos quimicos polares ou compostos como agucares e
aminodcidos se ligam, de um modo covalente, aos xenobidticos ou drogas (Lech
e Vodicnick, 1985). De um modo geral, as enzimas desta Fase Il catalisam as
reaccoes de conjugacgao, que facilitam a excrecao de compostos quimicos através
da adicéo de grupos mais polares, como s&o os casos anteriormente mencionados
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da glutationa e do acido glucorénico a molécula (Commandeur et al., 1995). Alguns
xenobiéticos possuem determinados grupos funcionais, como o COOH, -OH ou -
NH , que sdo requeridos para os sistemas do metabolismo da Fase Il, enquanto
out?os sao metabolizados por um processo integrado que envolve a acgao prévia
das enzimas da Fase | (George, 1994).

A Fase Il integra diversas reac¢des de biotransformacao, entre as quais se
incluem a glucoronidagéo, sulfatacéo, acetilagao, metilagao, a conjugacao com a
glutationa (sintese do acido mercapturico) e a conjugagdo com aminoacidos, tais
como a glicina, taurina e acido glutamico (Klaassen e Watkins, 1999). De acordo
com estes autores, os cofactores envolvidos nestas reacgdes reagem com 0s
grupos funcionais presentes nos xenobi6ticos ou que neles sao introduzidos ou
expostos durante as reac¢oes da Fase |, resultando no aumento significativo da
hidrofilia e, por isso, promovem a excre¢do dos quimicos exégenos.

As enzimas da Fase Il, de um modo geral, localizam-se no citosol, embora
as UDP-glucoronosil-transferases constituam uma excep¢ado, dado que sao
enzimas microssomais. Entre as diversas reacgdes que integram o metabolismo
da Fase ll, a glucoronidagéo é a principal via para a inactivagao e posterior excre¢ao
de compostos enddgenos e xenobidticos nos mamiferos (Lech e Vodicnick, 1985;
George, 1994). Diversos xenobibticos submetidos a glucoronidagdo tambéem
sofrem conjugagao com o sulfato, a qual produz usualmente um éster de acido
sulfarico muito hidrossoluvel. Areacgéao é catalisada pelas sulfotransferases, um
grupo de enzimas que se encontram no figado, rim, tracto gastro-intestinal, cérebro,
entre outros 6rgéos. Importa referir, que além dos mencionados, existem diferentes
sistemas enzimaticos envolvidos na Fase Il, como a metilagao e a acetilagao.

BIOMARCADORES

A monitorizag@o de todos os contaminantes presentes no ambiente, tanto
de natureza antropogénica como natural, € uma tarefa manifestamente impossivel.
Todavia, a necessidade de avaliar a qualidade do ambiente aquéatico, tem
determinado que a andlise das respostas bioquimicas que reflectem a
potencialidade dos poluentes em influenciar os diferentes processos fisiolégicos
nos organismos expostos constitui uma forma promissora (McCarthy e Shugart,
1990).

Nesta perspectiva, a necessidade de avaliacdo do impacto da poluicdo ao
nivel da qualidade ambiental, em especial, da presenca de concentracbes
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reduzidas de misturas complexas de produtos quimicos, tem conduzido ao
desenvolvimento de marcadores moleculares de efeito bioldgico de poluentes
nos animais. No passado, estes indicadores eram designados indices de stresse,
sendo actualmente denominados biomarcadores, tanto no dominio da
ecotoxicologia como da toxicologia humana (Livingstone, 1993; Timbrell, 1996).

Inicialmente, os biomarcadores eram considerados indicadores de alteragdes
funcionais em sistemas bioldgicos ou amostras, provocados pela exposigcao a
determinados poluentes, que eram expressos em termos de organizagao biolégica
a um nivel inferior ao de organismo (NRC, 1987). Por sua vez, Adams (1990)
modificou a definicdo original, tendo incluido caracteristicas dos organismos,
populagdes ou comunidades que respondam a alteragdes do ambiente.
Posteriormente, Depldege et al. (1993) acrescentaram a definigdo original as
respostas do ponto de vista comportamental, com o propdsito de incluir outras
perspectivas ao nivel ecotoxicoldgico, como a diversidade genética.

Mais recentemente, Peakall (1994) considerou o conceito de biomarcador
como sendo uma alteragao traduzida por uma resposta bioldgica, desde os niveis
molecular, celular e fisiolégico até ao comportamental, que pode estar relacionada
com a exposicao a efeitos toxicos de produtos quimicos libertados no ambiente.
Este conceito de biomarcador é idéntico ao anteriormente mencionado por
Depledge (1993), segundo o qual se trata de uma variagdo mensuravel ao nivel
molecular, bioquimico, celular, fisiolégico ou comportamental, que pode ser medida
nos tecidos ou fluidos corporais, ou mesmo ao nivel do organismo, que por sua
vez indica a presenca ou o efeito de um ou mais poluentes e/ou radiagées.

O termo biomarcador, por vezes, é apresentado de uma forma comparativa
com os conceitos de bioindicador e indicador ecoldgico, tendo Van Gastel e Van
Brummelen (1994) relacionado-os com os diferentes niveis de organizagao
bioldgica. Com efeito, estes autores consideram que um biomarcador € uma
resposta bioldgica a um ambiente quimico ao nivel subcelular, que pode ser medida
num organismo ou nos seus produtos e que indica um desvio que nao pode ser
detectado num organismo intacto. Em contraste, consideram que o termo
bioindicador é um organismo que fornece informacdo sobre as condi¢cbes
ambientais do seu habitat, através da sua presenga ou auséncia, ou mesmo pelo
seu comportamento. Por outro lado, um indicador ecolégico consiste num
parametro do ecossistema que descreve a estrutura e funcionamento dos
ecossistemas.

Em suma, Adams (2002) considera que os biomarcadores podem ser
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considerados como sendo medidas de exposi¢cdo, enquanto os bioindicadores
sao definidos com menor precisdo e podem ser vistos, tanto como entidades
estruturais, como espécies sentinela, ou mesmo serem considerados como efeitos
funcionais em niveis de organizagdo mais elevada. Este autor acrescenta que os
biomarcadores indicam a exposicédo de um organismo a um agente de stresse,
enquanto os bioindicadores sao indicadores de stresse em niveis de organizagao
mais elevados, principalmente, devido a sua natureza integrativa.

Classificacao

Os biomarcadores podem ser subdivididos em biomarcadores de exposigao,
de efeito e de susceptibilidade (NRC, 1987; WHO, 1993). Esta divisao referida na
bibliografia da especialidade é difusa, dado que os biomarcadores de exposi¢ao
e de efeito séo diferenciados pelo modo como séo utilizados e ndo pela sua
inerente dicotomia (Suter, 1993). De acordo com van der Oost et al. (2003), as
respostas dos biomarcadores podem ser observadas como efeitos ao nivel
biolégico ou bioquimico apds a exposigéo a certos compostos téxicos, o que o0s
torna teoricamente Uteis como indicadores de exposigéo e efeito. Estes autores
acrescentam que os biomarcadores de exposi¢cao podem ser utilizados para avaliar
a exposicao de populagdes ou individuos a uma substéncia particular ou a um
grupo, fornecendo uma ligacao entre a exposicao externa e interna. Por suavez,
os biomarcadores de efeito podem ser usados para documentar, quer as alteragées
pré-clinicas quer os efeitos adversos de saude devido a uma exposi¢cao externa e
absorcao de um produto quimico. Ainda de acordo com os autores citados, os
biomarcadores de susceptibilidade ajudam a esclarecer as varia¢gdes no grau de
resposta a exposicao a um téxico, observadas entre diferentes individuos. A
bioacumulagéo de certos poluentes ambientais persistentes em tecidos animais
pode ser considerada um biomarcador de exposigcao a estes quimicos (NRC,
1987; WHO, 1993).

Existem numerosos exemplos de biomarcadores de exposi¢cao que tém sido
objecto de caracterizagdo em diferentes estudos, designadamente, a indugéo do
citocromo P450 1A provocada pela exposi¢do a hidrocarbonetos aromaticos
(Bucheli e Fent, 1995; Stegeman e Lech, 1991); a inducéo de vitelogenina
plasmética devida a acgéo de estrogénios ambientais (Sumpter e Jobling, 1995);
ainducéao de aductos de DNA causada por PAHs (Shugart et al., 1992); a presenca
de compostos fluorescentes aromaticos na bilis (FACs) (Krahn et al., 1984), entre
outros.
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Os biomarcadores de efeito incluem alteracdes bioquimicas, fisioldgicas ou
outras, mensuraveis em tecidos ou fluidos corporais de um organismo, que podem
estar associados com uma possivel doenca (Van der Oost et al. , 2003). Este tipo
de biomarcadores podem ser medidos desde o nivel molecular até ao ecossistema
e variar na sua especificidade. Entre os biomarcadores de efeito, podem-se citar
como exemplos as enzimas libertadas no sangue de um tecido danificado, tal
como as diversas transaminases que indicam uma alteragcao hepatica (Mayer et
al., 1992).

Segundo Van der Oost et al. (2003), os biomarcadores de susceptibilidade
indicam a capacidade de um organismo em responder a alteragdes de exposicao
a um xenobidtico especifico, incluindo factores genéticos e alteragdes nos
receptores, os quais podem alterar a susceptibilidade de um organismo a
exposicdo. No entanto, Schlenk (1999) considera que esta categoria de
biomarcador é raramente mencionada quando se consideram estudos de
ecotoxicologia, embora seja inerente do ponto de vista geral em estudos de
biomarcadores e da determinacdo de riscos ecoldgicos. Este autor considera
ainda que este tipo de biomarcador, indica mecanismos que causam variabilidade
nos compartimentos em continuidade com a exposicao e efeito, apresentando
como exemplos as varia¢des interindividuais na entrada de quimicos; nas enzimas
de desintoxificagdo; no efeito celular; na capacidade de um tecido, entre outros.

N&o obstante a classificagcao apresentada anteriormente, Livingstone et al.
(2000) referem que em ecotoxicologia é crucial a distingdo dos biomarcadores,
em gerais e especificos. Os biomarcadores gerais respondem aos principais tipos
de stresse ambiental e fornecem uma medida quantitativa de performance animal
ou condigéo fisica (Widdows e Donkin, 1992), enquanto os especificos respondem
a grupos particulares de compostos quimicos e, por este motivo, sdo o diagnéstico
das referidas condi¢des de exposig¢éo (Livingstone, 1993).

Principais grupos de biomarcadores

De acordo com a bibliografia publicada mais recentemente, existem diversos
grupos de biomarcadores, que tém sido objecto de intensa investigagdo, em
particular, ao nivel dos ecossistemas aquaticos (Van der Oost et al. (2003).

Os biomarcadores mais sensiveis sao as alteragbes das enzimas de
biotransformacéo (Fases | e Il), cuja actividade nos peixes pode induzir ou inibir
apds a exposicao a xenobiodticos (Bucheli e Fent, 1995). A titulo de exempilo,
pode-se referir a indugcao do citocromo P450 em truta exposta a PCBs, a qual foi
observada em duas fases: numa primeira fase, a inducao consistiu na activacao
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das enzimas existentes, enquanto a segunda fase inclui a sintese de enzimas de
novo (Sijm e Opperhuizen, 1989).

Os parametros do stresse oxidativo constituem outro grupo importante de
biomarcadores, atendendo a que diversos compostos toxicos existentes no
ambiente ou seus metabolitos podem exercer efeitos tdxicos neste dominio
(Winston e Di Giulio, 1991). Os efeitos oxidantes com potencial apropriado como
biomarcadores incluem quer as respostas adaptativas, quer manifestagdes de
toxicidade como a oxidag&o de proteinas, lipidos e de acidos nucleicos (Winston
e di Giulio, 1991). Os sistemas de defesa que tendem a inibir a formagéo de
oxiradicais incluem as enzimas antioxidantes, tal como a superéxido-dismutase,
catalase, glutationa-peroxidase e a glutationa-redutase, cujo doseamento
enzimdtico é utilizado frequentemente em estudos de ecotoxicologia.

Neste dominio, merecem também realce os produtos de biotransformacao.
Com efeito, atendendo a que, por vezes, a exposi¢ao de xenobiodticos ndo pode
ser confirmada por determinagc&o dos niveis nos tecidos, torna-se mais facil a
monitoriza¢do dos metabolitos de um xenobibtico, o que requer o conhecimento
da extensdo do seu metabolismo e dos tipos de metabolitos de um composto
particular produzido por um organismo. Melancon et al. (1992) apresentam com
maior detalhe exemplos de biomarcadores deste tipo.

As proteinas do stresse e as metalotioninas compreendem um grupo
importante de biomarcadores, que estao envolvidas na protecgao e reparagao da
célula, em resposta a condi¢gdes adversas e de stresse, em que se incluem
alteracbes de temperatura, luz ultravioleta, salinidade, metais pesados,
xenobiobticos, entre outros factores (Di Giulio et al.,, 1995). Na realidade, as
metalotioninas representam uma familia de proteinas que funcionam na regulagéo
de determinados metais, bem como na sua desintoxificagcao, cuja possibilidade
pratica de funcionarem como biomarcadores de exposicdo a metais ou de stresse
causado por metais foi estudada em diversos estudos efectuados em organismos
aquaticos (Stegeman et al., 1992; La Fontaine et al., 2000).

Os componentes hematoldgicos sao biomarcadores promissores em peixes,
porque além de ndo ser necessario o recurso a técnicas destrutivas, fornecem
uma indicacgao da fisiologia geral e do estado de saude dos organismos (Beyer,
1996). A alanina-transaminase e a aspartato-transaminase sdo exemplos de
aminotrasnferases cujo aumento de actividade ao nivel plasmatico pode ser um
indicador sensivel de danificacao celular. Os pardmetros imunolégicos também
tém sido considerados como candidatos a biomarcadores com fins de




Fontainhas-Fernandes

monitorizacdo ambiental. Contudo, deve-se ter em atencdo que o sistema
imunitario pode ser influenciado por diversos agentes de stresse, o que implica
que embora estes biomarcadores possam ser Uteis e sensiveis, por vezes, nao
sejam especificos (Weeks et al., 1992).

Um numero consideravel de xenobiéticos com larga distribuicao no ambiente
exerce um efeito ao nivel enddcrino e influenciar o processo reprodutivo.
Consequentemente, os parametros reprodutivos e endécrinos constituem um
importante grupo de biomarcadores. A titulo de exemplo, refira-se que Jones et
al. (2000) mencionam diversos poluentes ambientais com acgéo estrogénica, dada
a sua capacidade de induzir respostas similares as do estradiol. Por outro lado,
referem que determinados compostos quimicos encontrados em aguas residuais,
como os insecticidas organoclorados, derivados do DDT, compostos de origem
industrial como o bifenol A, PAHs, PCBs e seus derivados, e mesmo compostos
naturais, como fitoestrogénios e micoestrogénios, mimetizam a acg¢ao estrogénica
nos animais (Sumpter, 1995). Kime (1995) num artigo de revisdo mostra uma
panorémica global sobre os principais efeitos de niveis subletais de polui¢ao,
tanto de origem agricola como industrial em diferentes aspectos reprodutivos,
desde o desenvolvimento da gbnada até a desova. Em suma, considera-se da
maior relevancia que os biomarcadores de reprodugéo devem ser desenvolvidos
e validados pelo seu significado ecotoxicoldgico, tendo Sadik e Witt (1999)
fornecido uma panoramica geral sobre os métodos e as estratégias para
monitorizar o impacto dos compostos quimicos com efeitos de disrupgao endécrina.

De igual modo, a andlise de determinados parametros neurotoxicos tem
assumido um particular interesse neste dominio, sendo as colinesterases as
enzimas que assumem maior relevancia do ponto de vista das fungdes neurais
(Payne et al., 1996). Alguns xenobidticos, como os pesticidas organofosfatos e
carbamatos, tém sido referidos como inibidores efectivos da enzima referida, cujo
doseamento tem sido utilizado em diversos estudos realizados em diferentes niveis
de poluigéo (Sturm et al., 2000).

Recentemente, o estudo de parametros gentotdxicos tem assumido uma
consideravel expressdo, atendendo a que a exposicdo de um organismo a
compostos quimicos genotoxicos pode induzir diversas alteragcbes que foram
objecto de revisao por Shugart (2000). Neste ambito, o estudo das alteragdes
induzidas por poluentes ao nivel do material genético pode envolver diferentes
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aspectos, designadamente, alteracdes estruturais do DNA e a expressao de
alteracdes do DNA em genes mutantes.

As alteragdes ao nivel fisiolégico e morfologico constituem importantes
respostas do ponto de vista quimico e celular a presenca de poluentes, sendo um
indicador de danificacao irreversivel (Hinton et al., 1992). Na realidade, os
indicadores de crescimento e reprodutivos tém a vantagem de possuir um elevado
significado bioldgico e ecoldgico, embora tenham uma reduzida sensibilidade ao
stresse. Com efeito, as alteragdes histoldgicas tém lugar mais cedo do que as de
natureza reprodutiva e sdo mais sensiveis do que o crescimento ou os parametros
reprodutivos e, por outro lado, como parametro integrado fornecem uma melhor
avaliagao do estado de saude do que um simples parametro bioquimico (Teh et
al., 1997). O uso de parametros histopatolégicos como biomarcador em sistemas
aquaticos tem sido objecto de investigacdo em numerosos estudos (Hinton et al.,
1992; Hinton, 1994; Tricklebank, 2001). Neste dominio, a histopatologia de diversos
orgaos, entre os quais merecem destaque o figado, o rim e a branquia tem sido
utilizada como biomarcador (Triebskorn et al., 2002). As principais alteragdes
observadas em peixes em estudos relacionados com a monitorizagdo da poluicao
marinha foram objecto de revisdo por Vethaak e ap Reinallt (1992). De um modo
geral, assume-se que os biomarcadores histopatoldgicos sé&o indicadores validos
da saude do peixe e reflectem os efeitos da exposicdo a diferentes tipos de
poluentes que induzem stresse (Hinton et al., 1992; Teh et al., 1997).

Aplicacoes e limitag6es dos biomarcadores

A utilizagdo dos biomarcadores representa um novo campo de pesquisa no
dominio do ambiente, que tem sido objecto de uma rapida expanséo e
desenvolvimento e mesmo merecido a atencao de agéncias internacionais. A
utilizagéo dos biomarcadores tem sido bem sucedida como um instrumento de
monitorizag&o da poluigcdo ambiental, mas também como uma eficiente sentinela
na detec¢ao precoce de riscos ecolégicos. No entanto, antes do seu uso como
rotina, torna-se necessario definir uma estratégia, que permita que a sua aplicagéo
seja delineada e validada. Com efeito, o uso dos biomarcadores tem sido apontado
como uma solugao para alguns dos problemas no dominio da gestao ambiental
(McCarthy e Shuggart, 1990).

Contudo, tém sido apontadas algumas criticas ao seu uso, entre as quais
se destacam as dificuldades de medicao, a falta de especificidade porque podem
ser induzidos por mais do que um poluente e por diversos factores de stresse
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ambiental. Por outro lado, determinados biomarcadores ndo permitem detectar a
exposicao a poluentes e importa também registar que a resposta do biomarcador
pode ter lugar antes de ocorrer algum efeito ao nivel do organismo ou da populacao.
Ainda no dominio das principais limitagdes ao uso dos biomarcadores, Adams
(2002) considera que sao, em geral, caracterizados por uma relativa variabilidade
na resposta, raramente integram os efeitos dos agentes de stresse por um longo
periodo de tempo e, mais importante, de um modo geral tém pouca relevancia do
ponto de vista ecoldgico.

Em termos gerais, os biomarcadores sao considerados potenciais
indicadores de contaminag&o quimica e, neste contexto, tém sido amplamente
utilizados até ao momento (Wells et al., 2001). A titulo de exemplo, refira-se que
e preferivel efectuar a quantificacdo da concentragdo dos metais ligados as
metalotioninas em tecidos do que a monitorizagao continua das concentragdes
de metais nos sedimentos, agua ou biota (Pederson et al., 1997; Hylland et al.,
1998). De um modo semelhante, em vez de se usar a concentragdo em pesticidas
organofosforados nos tecidos, pode ser determinada a inibicdo da
acetilcolinesterase no tecido nervoso ou no sangue para fornecer uma estimativa
da exposicéo (Fulton e Key, 2001; Galloway et al., 2002). Em ambos 0s casos
mencionados, é evidente que o metal especifico ou o pesticida a que o organismo
esta exposto ndo pode ser assegurado pela resposta do biomarcador, mas pode
alertar para um problema ambiental que devera ser objecto de futura investigagao.

As vantagens da aplicacdo dos biomarcadores para complementar os
métodos quimicos de detecgéo de polui¢do sdo consideraveis. Com efeito, Handy
et al. (2002) referem que os biomarcadores podem indicar a presenca de um
poluente biologicamente disponivel, que o seu uso pode revelar a presencga de
poluentes que nao eram suspeitos inicialmente. Por outro lado, salientam que a
resposta do biomarcador pode persistir durante longo tempo ap6s uma exposicao
transitéria a um poluente que entao tem sido degradado e néo é detectado por
muito tempo e que a andlise de biomarcadores, em muitos casos, é mais facil de
se conseguir e consideravelmente mais barata do que as analises quimicas.

Em suma, a utilizag&o dos biomarcadores em estudos de caracter ambiental
tem assumido uma expresséo significativa como forma de demonstrar que os
organismos sdo expostos a poluentes e, por outro lado, que a exposigao esta
associada com a deterioracdo da salde, que pode centrar-se na reducao do
crescimento e da actividade reprodutiva, as quais tém um elevado significado
ecoldgico.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterise the pollinic spectra of honeys from the
“Tras-os-Montes e Alto Douro” (Portugal). A botanical study of the area was carried out
and a reference collection of pollen grains was made. More than 800 pollen grains
were counted per sample. Qualitative microscopical pollen analyses were carried out
on the 40 samples of honey gathered from bee hives kept in the region of study.
According to the pollen spectra recorded, 25 samples were considered as multifloral
honeys, twelve as monofloral honeys of Lavandula pedunculata, and 3 as monofloral
honeys of Rosaceae. Forty two pollen types were recorded belongging to 36 families.
The Rosaceae, Leguminosae, Fagaceae, Boraginaceae and Labiatae families were
the most represented.

Key-words: pollen, melissopalynology, honey

RESUMO

CARACTERIZAGAO POLINICA DO MEL DE TRAS-OS-MONTES E
ALTO DOURO

Este estudo teve como objectivo caracterizar o espectro polinico dos méis da
regido de Tras-os-Montes e Alto Douro. Para o efeito, realizamos um estudo prévio da
flora desta regiao e elaboramos uma palinoteca de referéncia. Foram seleccionadas
40 amostras de mel, provenientes de apiarios desta regiao, as quais foram analisadas
por microscopia Optica. Nas andlises qualitativas realizadas foram contados mais de
800 graos de pdlen por amostra de mel. Vinte e cinco amostras foram classificadas
como méis multiflorais, 12 como méis monoflorais de rosmaninho (Lavandula
pedunculata) e 3 como méis monoflorais de Rosaceae. No espectro polinico dos méis
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estudados foram identificados 42 tipos polinicos, pertencentes a 36 familias. As
Rosaceae, Leguminosae, Fagaceae, Boraginaceae e Labiatae foram as familias
mais representadas nas amostras de mel estudadas.

Palavras-chave: mel, melissopalinologia, pélen

INTRODUGCAO

A anélise polinica desempenha frequentemente um papel relevante no
controlo regular da qualidade do mel, sendo fundamental para a emissao de
certificados de origem botanica e/ou geografica. Todavia, existem dois tipos de
analises polinicas: a qualitativa e a quantitativa (Louveaux et al., 1978).

A analise polinica qualitativa indica em que proporgdes se encontram os
gréaos de pédlen de distintas espécies (ou tipos polinicos) no mel, sugerindo o
conhecimento da sua origem geogréfica e botanica (Louveaux et al., 1978; Moar,
1985; Carretero, 1989). Por sua vez, a analise polinica quantitativa fornece
indicacao do numero absoluto de cada tipo de elementos (graos de poélen e/ou
outros) contidos no mel, relativamente ao volume de mel estudado. Assim, aléem
da informacéo disponibilizada pela andlise polinica qualitativa, permite ainda (i)
deduzir o método usado na extraccdo do mel (por exemplo, centrifugagdo ou
prensagem) e (ii) conhecer o numero de outras particulas (além dos gréos
polinicos) existentes por unidade de mel (por exemplo, detritos, elementos de
melada ou leveduras).

Independentemente do tipo de analise polinica efectuada, a determinagéo
da origem boténica e geogréfica do mel apresenta limitagdes que derivam da
interpretagdo dos resultados obtidos. Regra geral, tende-se a considerar que se
uma espécie de mel tem um pélen dominante (isto €, com representagao superior
a 45%, no total dos polens observados no mel) devera ser denominado como mel
monofloral da espécie vegetal que o originou. No entanto, existem casos de
espécies vegetais em que os gréos de pélen estao sub-representados [como, por
exemplo, no rosmaninho (Lavandula pedunculata)], significando que a
percentagem de pdlen no mel é inferior a respectiva percentagem de néctar
incorporado, pelas abelhas, nesse mesmo mel. Noutros casos a situacéo € inversa
(sobre-representacao polinica), como, por exemplo, no castanheiro Castanea
sativa (Louveaux et al., 1978; Campos, 1988). Assim, as espécies vegetais com
sub-representacao polinica nos néctares que produzem, apresentam frequéncias
polinicas relativamente baixas, como sucede no caso das familias Rutaceae e
Labiatae (10 a 20%; Campos, 1988; Alcaraz, 1995). Esta situagao, levou Serra
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(1987) a propor 10 a 13% e 20% (do total de pdlen presente num dado mel) como
limites minimos para a atribuicdo de monofloralidade aos méis de rosmaninho
(produzidos a partir de Lavandula pedunculata) e de alecrim (Rosmarinus
officinalis), respectivamente. Valbuena (1992) defende que, para a generalidade
dos méis de rosmaninho, a percentagem minima de pélen de Lavandula para
atribuicao de monofloralidade aos méis ndo deve ser inferior a 15%. Regra geral,
méis maioritariamente provenientes de espécies vegetais com sub-representagéo
polinica nos néctares que produzem apresentam um namero reduzido de gréos
de pdélen por unidade de volume (Louveaux et al., 1978; Campos, 1988).

No caso das espécies com sobre-representacao polinica, Louveaux et al.
(1978) e Campos (1988) referem como valor minimo para a atribuicdo da
qualificacdo monofloral, 90% de frequéncia polinica. No entanto, Gomez-Ferreras
(1990) considera suficiente 70% de frequéncia polinica de C. sativa para o mel de
castanheiro poder ser considerado como monofloral.

Neste contexto, este estudo visou caracterizar polinicamente alguns dos
méis produzidos em Tras-os-Montes e Alto Douro, de modo a permitir conhecer a
sua origem boténica e a possibilitar a definicdo de perfis polinicos para os méis
destaregido.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado na Escola Superior Agraria de Bragancga, de
Fevereiro a Julho de 1999. A primeira fase do estudo consistiu na inventariagéo
da flora da area do Parque Natural de Montesinho e na elaboracdo de uma
palinoteca de referéncia. Numa segunda fase, foram seleccionadas aleatoriamente
40 amostras, de um universo de 500 recolhidas na regido de Tras-os-Montes e
Alto Douro por técnicos da Direcgao Regional de Agricultura de Tras-os-Montes e
Alto Douro.

Posteriormente, efectuaram-se dois tipos de preparagdes microscopicas:
uma de graos de polen das flores recolhidas na primeira fase do estudo (palinoteca
de referéncia), e uma outra a partir das amostras de mel seleccionadas. A
preparacdo e montagem dos gréaos polinicos da palinoteca com o pélen fresco,
foi efectuada segundo o método de Louveaux et al. (1978). No que se refere as
amostras de mel, optou-se pela realizacdo de analises polinicas qualitativas,
também segundo a metodologia descrita por Louveaux et al. (1978). Por cada
amostra de mel analisado, foram efectuadas duas preparacgdes e contados, pelo
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menos, 400 graos de poélen em cada uma das laminas (Vergeron, 1964). A
identificacao dos graos de pdlen foi realizada por microscopia 6ptica com ampliacéo
total (400x). Sempre que possivel, a identificagdo polinica foi efectuada ao nivel
da espécie vegetal. Quando tal se revelou impossivel (no contexto da metodologia
seguida), enquadraram-se 0s po6lens nos “tipos polinicos” considerados na
classificacdo de Valdés et al. (1987). Noutros casos ainda - face a grande
semelhanga observada entre alguns dos gréos de polen encontrados nos méis
estudados (nomeadamente entre pblens de géneros vegetais pertencentes a
mesma familia onde manifestamente seria impossivel separa-los seguramente
na analise polinica efectuada) — optou-se por agrupar os pélens em familias
botanicas.

RESULTADOS

No Parque Natural de Montesinho foram recolhidas 98 espécies de plantas,
pertencentes a 36 familias (Figura 1). O numero de espécies recolhidas
pertencentes as familias Leguminosae, Labiatae, Asteraceae e Rosaceae foi
elevado (40). As familias Caryophyllaceae, Ericaceae, Cistaceae e Cruciferae,
estiveram razoavelmente representadas (16). As restantes familias surgiram com
uma menor representatividade, o que podera nao significar menor interesse
apicola.

Em relacdo ao espectro polinico da globalidade das amostras de mel
estudadas (Figura 2), verificou-se a predominancia de pélens da familia Rosaceae
(34,09%), nomeadamente de fruteiras dos géneros Prunus e Rubus. Encontraram-
se também bem representadas as Leguminosae (20,79 %, Medicago sp e Trifolium
sp), as Fagaceae (12,41%, Castanea sativa e Quercus sp), as Boraginaceae
(7,91%, Echium sp e Anchusa sp), as Labiatae (7,45%, Lavandula pedunculata e
Rosmatrinus officinalis), e as Ericaceae (6,45%, Erica sp).

No espectro polinico dos méis estudados foram identificados 42 tipos
polinicos (Quadro l). Em média foram encontrados 14+3 (médiatdesvio padrao)
tipos polinicos por amostra de mel estudado, tendo o seu numero variado entre 8
e 22.

Oito amostras foram consideradas méis monoflorais de Rosmaninho
(Lavandula pedunculata), com uma percentagem média de pdlens desta espécie
de 10,85+1,09, dada a classificacdo de um mel como monofloral de rosmaninho
requerer uma representacao polinica minima de 10% deste tipo de pdlens. As
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Figura 1. Distribuigdo, por familias, das espécies vegetais colhidas para a elaboragao da colecgao (palinoteca) de referéncia.
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Quadro | - ESPECTRO POLINICO DOS MEIS ESTUDADOS (VALORES PERCENTUAIS).
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restantes amostras caracterizaram-se por apresentar combinagéoes de pélens
das familias Leguminosae, Fagaceae, Ericaceae e Boraginaceae, tendo sido
consideradas como representativas de méis multiflorais.

No Quadro Il estdo expressos os resultados individuais das classes polinicas
dos méis estudados, segundo a classificacido de Campos (1988) e Sorkun € Dogan
(1995).

Tipos polinicos classificados como “de apresentagao rara minoritaria” foram
observados em todas as amostras estudadas. Pélens classificados como
“secundarios” foram observados em quase todos os méis, onde se observaram
também pdlens cuja identificagdo se mostrou impossivel no ambito deste trabalho.

DISCUSSAO

Quer as 36 familias identificadas através da recolha de plantas para a
elaboragéo da palinoteca de referéncia, quer a distribuigcdo dos tipos polinicos
nas amostras de mel estudadas estdo em sintonia com resultados de estudos
anteriores Pires (1991) e Rocha (1996) que incidiram na vegetacdo mais
caracteristica da regido de Tras-os-Montes (as Leguminosae, Fagaceae,
Boraginaceae, Labiatae, Ericaceae e Cistaceae). O que nos permite especular
sobre a possibilidade desta combinag&o poder vir a ser usada na identificagdo da
origem geografica dos méis desta regido.

Poder-se-a admitir que a predominéncia, nos méis de Tras-os-Montes e
Alto Douro, de polens de Rosaceae esta associada a grande disponibilidade local
de plantas pertencentes a esta familia, as quais sdo muito procuradas pelas
coldnias de abelhas da regido.

Curiosamente, ndo foram encontrados polens do género Thymus, o qual
estd bem representado na regido (Aguiar, 1994; Rocha, 1996) e € muito procurado
pelas abelhas. Esta situacdo podera estar eventualmente relacionada com a
existéncia de floragdo concorrente que seja preterida pelas abelhas meliferas.
Um outro aspecto que merece relevo € o facto de nédo se terem encontrado méis
monoflorais de “Erica”, apesar de algumas das espécies pertencentes a familia
Ericaceae estarem bem representadas na regiao, e de terem relevancia apicola
[uma vez que sado simultaneamente fontes de néctar e de polen para as colonias
de abelhas; Arroyo e Herrera (1998) e Montero e Tormo (1990)]. Contudo, é de
salientar, que os tipos polinicos desta familia surgem representados em todas as
amostras de mel classificadas como multiflorais. Aparentemente, esta situacao
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resulta (i) da consideravel cobertura geogréafica que esta familia tem na regiao
estudada, (ii) do facto das espécies pertencentes a esta familia apresentarem
diferentes épocas de floracdo (que ocorrem regionalmente desde Marco a
Dezembro) e (iii) de so se realizar uma cresta por ano nesta regiao.

Costa (1999), nas analises polinicas que efectuou aos méis do Parque
Arqueoldgico do Vale do Coa, observou que a familia mais representada era a
das Cistaceae (80%), assumindo particular importancia espécies como o Halimium
halimifolium, o Cistus ladanifer, e o Cistus albidus. Nos nossos resultados, esta
familia tem uma representagédo bastante inferior (4,29%) o que podera ser
explicado pelo facto das nossas amostras representarem uma area mais
abrangente e, floristicamente, mais heterogénea do que a representada pelo Vale
do Cba. Bano Breis et al. (1994), em andlises polinicas efectuadas aos méis da
regido de Murcia (Espanha), verificaram que as familias vegetais de maior interesse
apicola eram as Labiatae e as Leguminosae. As plantas da familia Labiatae tendem
a ser grandes produtoras de néctar e muitas das espécies da familia Leguminosae
(embora nao produzam néctar) tém uma grande representacao na nossa flora
(sendo os seus pdlens muito frequentes nos méis; Herrera, 1985). Estes resultados
suportam os nossos, na medida em que duas das familias mais representadas
neste estudo foram também as Leguminosae e as Labiatae.

Almeida (1992) verificou que existiam méis produzidos na regido da “Terra
Quente Transmontana” cuja percentagem de pélen de Papilionacae era superior
a 45%, mostrando simultaneamente uma percentagem de poléns de Labiatae
superior a 10 ou 20%. O nosso estudo concluiu também por niveis semelhantes
de representacao polinica desta dltima familia. Os nossos resultados suportam
também Vorwohl (1994), quando afirma que os méis de paises mediterraneos
apresentam elevadas frequéncias (e uma certa regularidade) de pélens da familia
Boraginaceae.

CONCLUSAO

Tendo em conta as condicdes em que este estudo foi desenvolvido, a
metodologia utilizada, e os resultados obtidos conclui-se que os méis de Tras-os-
Montes e Alto Douro apresentam um espectro polinico variado, manifestando
contudo algumas caracteristicas comuns (como sejam, por exemplo, a presenca
constante de pdlens das familias das Rosaceae, Labiatae, Leguminosae,
Fagaceae, Boraginaceae e Ericaceae). Os resultados obtidos, sugerem ainda a
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possibilidade de se produzirem méis monoflorais na regido, que incorporem maior
valor acrescentado para os apicultores.
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ABSTRACT

The biological systems are systematically a target of the action of several toxic
compounds which origin results from urban communities, agricultural and industrial
activities. Some of these environmental contaminants or their metabolites, natural or
anthropogenic, known as xenobiotics, may cause toxic effects relationed to oxidative
stress. The defence systems are involved in the reactive oxygen species (ROS)
elimination or in the prevention of its formation, using antioxidant enzymes. There are
several antioxidant effects that may be used as biomarkers and they include the
adaptative responses such as the increase of the antioxidant enzymes activity and
the concentration of non-enzymatic compounds, as well as evidences such as protein,
lipid and nucleic acids oxidation. The purpose of this work is to make a short review
about the defence systems that can inhibit ROS formation, namely the principal
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase
and glutathione reductase.

Key-words: antioxidant enzymes, catalase, glutathione peroxidase, glutathione
reductase, reactive oxygen species (ROS), superoxide dismutase

DEFESAS ANTIOXIDANTES EM ANIMAIS

RESUMO

Os sistemas biolégicos estdao a ser continuamente agredidos por diversos
compostos organicos estranhos, proveniente das comunidades urbanas, da industria
e da agricultura. Alguns destes contaminantes ambientais ou os seus metabolitos,
naturais ou antropogénicos, conhecidos como xenobibticos podem exercer efeitos
téxicos relacionados com o stresse oxidativo. Os sistemas de defesa estao envolvidos
na eliminagéo de espécies reactivas de oxigénio (EROS) ou na prevengdo da sua
fiormagdo, usando enzimas antioxidantes. Existem efeitos oxidantes que podem ser
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usados como biomarcadores e incluem as respostas adaptativas, tal como um aumento
da actividade das enzimas antioxidantes e a concentragdo de compostos nao
enzimaticos, bem como manifestagées de toxicidade como oxidagdes de proteinas,
lipidos e de acidos nucleicos. O objectivo do presente trabalho é o de apresentar
uma revisdo sobre os sistemas de defesa que tendem a inibir a formagéo de EROS,
em particular, das principais enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase,
catalase, glutatido peroxidase e glutatido redutase.

Palavras-chave: catalase, enzimas antioxidantes, espécies reactivas de oxigénio
(EROS), glutatiao peroxidase, glutatido redutase, superodxido

dismutase

INTRODUCAO

Quando os primeiros organismos vivos surgiram na Terra, a atmosfera
continha, no entanto, muito pouco O,, o que implicava que eles fossem
essencialmente anaerébios (Halliwell e Gutteridge, 1999). A medida que a
concentragao de O, atmosférico foi aumentando, muitos dos organismos primitivos
acabaram por morrer. Os seres anaerbbios que existem acttuamente,
presumivelmente, descendentes dos organismos primitivos, conseguiram
sobreviver gragas a adaptagao a ambientes cada vez mais ricos em O,, a par da
desisténcia de permanéncia em ambientes estritamente anaerdbios (Halliwell e
Gutteridge, 1998). No entanto, outros organismos iniciaram um processo evolutivo
que envolvia sistemas de defesa antioxidantes e que Ihes permitia e continua a
permitir, protegerem-se dos efeitos toxicos do oxigénio, destacando-se a
necessidade de eliminarem as espécies reactivas de oxigénio (EROS) que sao
substancias téxicas geradas durante o metabolismo ou a partir de factores
ambientais (Scandalios, 1993). O meio mais eficiente para eliminar as espécies
toxicas indesejaveis € avia da sua catélise (McCord, 2000).

Através de processos como a pressao selectiva ou a evolugdo, foram
desenvolvidos numerosos mecanismos de defesa antioxidantes, enzimaticos e
néo enzimaticos (Quadro I), cujo objectivo é o de protegerem as células de danos
causados pelos radicais livres e EROS (Scandalios, 1993; Beckman e Ames, 1998).

O conhecimento da capacidade antioxidante de "scavengers’ quimicos
especificos e da sua actividade com os diferentes oxidantes é fundamental para
perceber e prever a susceptibilidade dos tecidos bioldgicos ao stresse oxidativo.
No entanto, a complexidade do balan¢o celular entre um determinado oxidante e

102



Matos e Fontainhas-Fernandes

a respectiva resposta antioxidante, ndo permite que se generalize o potencial
impacto causado pelas espécies reactivas de oxigénio € na resposta a um unico
agente oxidante.

As enzimas oxidativas evoluiram de modo a ultrapassar a restricao do spin
dos electroes desemparelhados, bem como conseguirem realizar a reducao do
O, sem a libertagéo de intermediarios. Assim, a maioria do oxigénio consumido
pelas células é utilizado pela citocromo oxidase, que reduz o oxigénio a agua,
sem a libertagdo de O," ou de H,O, (Antonini, 1970).

Entre os mecanismos n&o enzimaticos destacam-se as vitaminas Ce E, 0 -
caroteno, o glutatido (Larson, 1988; Winston, 1991; Scandalios, 1993), os
flavondides, a cisteina, as hidroquinonas, o manitol, alguns alcaléides (Ames,
1983; Larson, 1988; Scandalios, 1993) e alguma maquinaria celular (glucose-6-
fosfato desidrogenase), que mantém o ambiente celular reduzido (Beckman e
Ames, 1998). Existem, ainda, proteinas que actuam como scavengers de
moléculas oxidantes captando o electrdo desemparelhado, como € o caso da
albumina (Halliwell, 1988), ou com a capacidade de sequestrar metais de transi¢ao,
impedindo os ides metalicos de participar em reac¢des envolvendo radicais livres,
como s&o os casos da transferrina (Aruoma e Halliwell, 1987) e da ceruloplasmina
(Gutteridge, 1983).

As defesas enzimaticas incluem enzimas capazes de remover, neutralizar
ou de actuar como "scavengers"dos radicais livres e das espécies reactivas de
oxigénio (Frei et al., 1990; Scandalios, 1993). Entre elas destacam-se a superoxido
dismutase (SOD) responsavel pela dismutagao do O, em H,O,, a catalase (CAT)
e a glutatido peroxidase (GPx), que convertem o H,O, em agua e eliminam
perdxidos orgénicos (Frei et al., 1990; Winston, 1991; Scandalios, 1993; McCord,
2000), a ascorbato peroxidase/desidroascorbato redutase e a glutatido redutase
(GR), enzimas envolvidas na reducao das formas oxidadas de pequenas moléculas
antioxidantes (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995; Beckman e Ames, 1998), como
o glutatido e o ascorbato (Allen, 1995).

O equilibrio entre oxidantes e antioxidantes pode ser quebrado. O
consequente desequilibrio em favor dos primeiros induz stresse oxidativo. Além
do numero de trabalhos envolvendo, simultaneamente, os peixes e as defesas
antioxidantes ser relativamente reduzido, a sua existéncia também é relativamente
recente, sendo que a maioria foi realizada no decurso da ultima década. Assim,
podem encontrar-se referéncias ao nivel do efeito de metais pesados (Thomas e
Wofford, 1993; Basha e Rani, 2003), de xenobioticos (Forlin et al., 1994; Paris-
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Palacios et al., 2000; Matos, 2003), poluentes ambientais (Stein et al., 1992;
Lackner, 1998; Filho et al., 2001; Zhang et al., 2003a; Zhang et al., 2003b) e
alteragdes relacionadas com factores ambientais (Parihar et al., 1997; Hermes-

Lima e Zenteno-Savin, 2002).

Quadro | - LisTA DE ENZIMAS E COMPOSTOS ANTIOXIDANTES.

SISTEMAS

AccAo

Nao enzimaticos
Vitamina E
p-caroteno
Ubiquinol-10
Vitamina C (ascorbato)
Glutatido (GSH)
Acido drico
Bilirrubina
Flavonoides
Proteinas plasmaticas

Enzimaticos
Superéxido dismutase
Glutatiao peroxidase

Catalase

Glutatiao S-transferase
NADPH-quinona oxidoredutase
Glutatido redutase

Fornecedor de NADPH
Sistemas transportadores

Sistemas reparadores

Quebram reaccbes em cadeia
Quencher do oxigénio singuleto
Scavenger de radicais

Diversas fungdes antioxidantes
Diversas fungdes antioxidantes
Scavenger de radicais
Antioxidante plasmatico
Antioxidantes de plantas
Ligacao de metais

Dismutagao do radical superéxido

Redugao do peréxido de hidrogénio e de outros
hidroperoxidos

Dismutagéao do peréxido de hidrogénio

Reducao de peréxidos

Redugéo por dois electroes

Manutengéo dos niveis de GSH

NADPH para a GSSG redutase

Exportagdo de GSSG

Exportagéo de tioéster

Sistemas de reparagdo do DNA

Turnover de proteinas oxidadas

Turnover de fosfolipidos oxidados

Atendendo ao crescente interesse e preocupacao por esta area de investigacao,
julgamos pertinente efectuar uma abordagem a um dos sistemas de defesa celular

menos conhecido.
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DEFESAS ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICAS

Vitamina E

A Vitamina E é o nome genérico atribuido a uma familia homogénea de
compostos, nomeadamente o a~tocoferol cuja estrutura molecular consiste numa
hidroquinona metilada e o restante uma cadeia isoprendide (Fig. 1).

R,
R, O pCHs HiCyaH H;Cy, oH CHs
K CH,
HO
IS}

Figura 1. Estrutura da vitamina E (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

Segundo Cadenas (1989), a vitamina E tem a capacidade de reagir com
uma grande variedade de radicais com uma velocidade consideravel, originando
o correspondente radical a-tocoferilo (Vit-E340"). Esta reacg¢édo pode envolver a
abstraccao de um I'l existindo também a possibilidade de ocorrer a transferéncia
de um electrao (Willson, 1985), em particular, em meios apolares tais como lipidos
e membranas, sendo seguida de desprotonagéo do catido radicalar, numa reacgéao
que ocorre na interface lipido/agua.

A vitamina E possui um grupo fendlico hidroxilado responséavel pela sua
capacidade antioxidante e uma cadeia lateral hidrocarbonatada (C,;H,;) que
favorece a sua insergdo na regido da bicamada lipidica da membrana celular.
Nos sistemas biol6gicos, uma molécula de vitamina E parece ser capaz de proteger
10.000 moléculas de acidos gordos insaturados (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

Esta vitamina é reconhecida como sendo a ultima possibilidade de prevengéao
da peroxidagédo lipidica das membranas (Burton et al., 1983; Packer e Landvik,
1990), através do "scavenging” dos radicais LOO" envolvidos nas reacgbes de
peroxidagéo que ocorrem em cadeia (Packer e Landvik, 1990). /n vivo, a vitamina
E protege contra a peroxidagao lipidica, sendo considerada o principal agente
antioxidante lipossolivel de membranas biolégicas (Pryor, 1976; Burton e Ingold,
1986). Além disso, realiza o "quenching" do oxigénio singuleto e reage lentamente
com o radical superoéxido (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995; Halliwell e Gutteridge,
1999). O "scavenging"do oxigénio singleto pelos tocoferdis inclui 0 "quenching
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"fisico, no qual o estado excitado do oxigénio deixa de existir e sem emissao de
luz, e o "quenching "quimico, que conduz a producao de varios produtos de
oxidacao (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

Importa registar o facto da vitamina E reagir com radicais peroxilo lipidicos
para formar radicais de vitamina E, que nao sao suficientemente reactivos para
abstrair o H' dos grupos metileno dos fosfolipidos membranares ou com as
proteinas das membranas (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995; Halliwell e Gutteridge,
1999). Assim, a vitamina E consegue parar a reac¢do, actuando como um
terminador da reaccao em cadeia. Os radicais de vitamina E produzidos s&o
estaveis, porque o electrdao desemparelhado do atomo de oxigénio pode ser
deslocado para a estrutura aromatica anelar (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).
Esta estabilidade dos radicais permite que sejam regenerados através de uma
sequéncia de reac¢des envolvendo a vitamina C e o NAD+ (Fig. 2).

As plantas e a maioria dos animais sintetizam o 4cido ascorbico a partir da
glucose. No entanto, os humanos néo séo capazes de o fazer, sendo por isso,
necessério a sua obtengao a partir da dieta (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

LH LH - lipido polinsaturado

NADH NAD*

y P

0 | vit.C* vit. C
«TH aT*
LOO® i LOOH

Figura 2. Efeito cooperativo do acido ascorbico (vitamina C) e do a-tocoferol (vitamina E).
(Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

Vitamina C (acido ascoérbico)

O acido ascoérbico, ou ascorbato, € necessario in vivo como cofactor de,
pelo menos, oito enzimas (Halliwell e Gutteridge, 1999) e a sua deficiéncia em
termos da dieta alimentar é responsavel pelo aparecimento de ascorbuto, sendo
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o colagénio sintetizado na auséncia de acido ascdérbico ndo € suficientemente
hidroxilado e as suas fibras ndo se formam devidamente (Roberfroid e Buc-
Calderon, 1995; Nishikimi e Yagi, 1996).

A cedéncia de um electrdo pelo ascorbato da origem ao radical semi-
desidroascorbato ou radical ascorbilo, o qual pode ser posteriormente oxidado,
dando origem ao desidroascorbato (Halliwell e Gutteridge, 1999).

O ascorbato é um importante antioxidante (Ames, 1983; Frei et al., 1990),
sendo o unico antioxidante enddgeno do plasma capaz de proteger os tecidos
contra os danos provocados pela peroxidagao, induzidos pelos radicais peroxilo
aquosos e os oxidantes libertados por ac¢ao dos neutrofilos. Frei et al. (1990)
sugerem que a formacgao de hidroperoxidos lipidicos como resultado da activagéao
cronica de leucécitos contra situagdes patoldgicas pode ser prevenida com uma
suplementacdo em ascorbato, desde que ndo estejam presentes no meio
catalisadores metdlicos no estado livre.

Como foi mencionado, o ascorbato parece estar igualmente envolvido na
transferéncia de H no processo de regeneragao da vitamina E, assim como numa
accao directa com os radicais peroxilo e o oxigénio singleto (Bendich et al., 1986).
O ascorbato assume um papel importante /n vitro na defesa antioxidante, uma
vez que actua como "scavenger"dos radicais superdxido, hidroperoxilo, hidroxilo
e tiilo, além de prevenir a peroxidagéo lipidica resultante de misturas contendo
hemoglobina e H,O, ou mioglobina e H,0, (Halliwell e Gutteridge, 1999). Segundo
estes autores, parecerazoavel que esta molécula também apresente in vivo uma
acgao antioxidante, embora as evidéncias directas sejam limitadas.

Carotendides

Os carotendides desempenham um papel como precursores da vitamina A
ou retinol, embora existam mais de 50 carotendides capazes de o fazer (Krinsky,
1993). E do conhecimento geral que os carotendides serem rapidamente oxidados,
inibindo as reacgdes de oxidagao (Krinsky, 1979). Todavia, ha cerca de 15 a 20
anos aumentou a evidéncia de que estas biomoléculas actuam como agentes
antioxidantes, reagindo com espécies reactivas de oxigénio (Burton e Ingold, 1984;
Krinsky, 1987).

De facto, os carotendides séo poderosos scavengers do oxigénio singleto e
conduzem a formagédo de um radical carotendide e do oxigénio tripleto. A
multiplicidade de duplas ligagdes permite ao caroteno actuar como um “escoador”
para uma larga gama de moléculas, em particular, as moléculas que contém
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electrées antiligantes em orbitais acima do estado fundamental. Estas orbitais
conjugadas permitem um rapido "decaimento” da molécula excitada. Este tipo de
decaimento conduz ao aumento da energia vibracional das ligagbes, o que conduz
adissipacao da energia através da producao de calor e ndo pela emissao de luz.
A molécula carotendide original é regenerada, pelo que o S-caroteno ndo é
consumido narealizagéo do "quenching "do oxigénio singuleto (Krinsky, 1989),

O p-caroteno nado so realiza o "quenching” do oxigénio singleto, como
também actua como scavenger de diversas espécies reactivas de oxigénio
(Roberfroid e Buc-Calderon, 1995) e de outras espécies de radicais livres (Krinsky,
1993). APor outro lado, o S-caroteno € um eficiente terminador das reacgdes em
cadeia realizadas a baixas pressoes de oxigénio. De facto, na presencga de radicais
peroxilo, o S-caroteno produz um radical carotenilo com o electrao desemparelhado
centrado no carbono (f-car), o qual, na auséncia de oxigénio € um eficiente
terminador das reacgdes de oxidagéo que se realizam em cadeia (Roberfroid e
Buc-Calderon, 1995).

A presenga de oxigénio permite, contudo, a propagacéo em cadeia dado
que o radical carotenilo reage reversivelmente com o oxigénio, proporcionando o
aparecimento de espécies reactivas que alimentam as reac¢des em cadeia, e do
radical Fcaroteno peroxilo (B-car-OO), o qual induz outros processos oxidativos
(Rousseau et al., 1992).

Em termos de acgao protectora, a capacidade antioxidante do S-caroteno
reside no facto de em dietas ricas nesta molécula, ter ocorrido menores perdas
pelasmitocdndria de retinol, tocoferol e acidos gordos polinsaturados (Yamane e
Lamola, 1973). Num outro estudo (Blakely et al., 1988), foi administrado na dieta
alimentar de ratos fS-caroteno durante 6 semanas, que, pelo facto de possuirum
teor elevado em gordura, conduzia a formagao de radicais peroxilo e ao
consequente aumento da actividade enzimdtica da SOD. O f-caroteno teve a
capacidade de fazer diminuir a actividade desta enzima, comparando os seus
atributos antioxidantes.

Glutatidao

O glutatido (L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) € o principal tiol intracelular que
participa, directa ou indirectamente, em numerosos fenémenos bioldgicos de
importancia vital para a célula (Meister e Anderson, 1983; Serrano e Llobell, 1993;
Mourad et al., 2000), nomeadamente na sintese proteica e de DNA, em
mecanismos de transporte, na actividade enzimatica, no metabolismo e proteccao
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celulares (Meister e Anderson, 1983), ao manter, neste caso, o estado reduzido
das proteinas e participando na desintoxicagédo do H,O, (Rennenberg, 1982).

Apesar de existir na forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) representado
na Fig. 3, o seu estado reduzido prevalece nos tecidos em condicbes normais
(deKok e Oosterhuis, 1983; Meister, 1983). O nivel elevado de GSH é mantido
pela accao de uma enzima dependente do NADPH, que ja se referiu ser a glutatiao
redutase.

E conhecido que este tripéptido constituido por glicina (Gli), cisteina (Cis) e
acido glutdmico (Glu) desempenha um papel central no sistema de defesa celular,
quelatando os ides cobre e diminuindo, assim, a sua capacidade de gerar radicais
livres ou de os libertar em solugdo (Hanna e Mason, 1992), reagindo com
consideravel rapidez com radicais livres (Cadenas, 1989), prevenindo a peroxidagao
lipidica devida a estes e as espécies reactivas de oxigénio (Roberfroid e Buc-
Calderon, 1995).

C— NH — CH; — COOH !
:

Figura 3. Férmula de estrutura do glutatiao reduzido (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

De facto, o glutatido participa na inactivagao de um determinado numero de
farmacos e no metabolismo de certos compostos enddgenos, como os estrogénios
e as prostaglandinas (Fig. 4). Foram, de igual modo, descritos alguns tipos de
protecgcdo ao nivel das proteinas citoplasmaticas e de enzimas membranares
que utilizam a GSH como substrato ou cofactor, casos da glutatido S-transferase,
glutatido peroxidase dependente do selénio e fosfolipase hidroperoxido glutatiao
peroxidase (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

Segundo Cadenas (1989) e Halliwell e Gutteridge (1999), as interacgbes
entre 0 GSH e os radicais livres encontram-se bem caracterizadas e, como regra,
o radical glutationilo (GS’) € o principal produto que delas resulta, muito embora
também se possa formar o radical superéxido (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Deste modo, a ndo ser que o GS' esteja perfeitamente estabilizado, este
radical é alvo de uma série de reacgbes, as quais incluem além do seu "quenching
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"pelo O,, a conjugagéo dos dois radicais, a oxidagdo do GSH e a reacgdo com o
GSSG-.

GS5-X

transferase

as® / \
-
GS*® o
Vet
O, ~
- GSoo*
GSOO*

Figura 4. Accao da GSH contra metabolitos electroliticos (a), peréxidos (b) e radicais livres (c)

(X* & um metabolito electrolitico) (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

De cada vez € mais evidente o papel assumido pelo H,O, no stresse oxidativo,
quer como percursor do ‘OH — a espécie radical directamente responsavel pela
degradacéo de proteinas e do DNA —, quer como agente oxidante do GSH, atraves
da glutatido peroxidase, conduzindo a um desequilibrio da razdo GSH/GSSG e
da homeostase do Ca?". Devido a elevada actividade de GPx nas células do
figado, esta enzima elimina o H,O, eficazmente, dependendo, no entanto, a eficacia
da disponibilidade de GSH intracelular e na capacidade da célula voltar a reduzir
o glutatido oxidado (GSSG).

Consequentemente, o fornecimento de glutatido exégeno ao figado ou de
precursores para a sua sintese, pode ter efeitos benéficos contra o stresse
oxidativo. No entanto, um estudo relativamente recente, em que se injectou,
intravenosamante uma dose elevada de GSH duas horas antes da ocorréncia de
isquemia, nao evidenciou qualquer efeito protector (Cho et al., 1990).
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Niveis de GSH hepatico superiores aos niveis fisiolégicos normais sé
conseguiram ser atingidos quando ocorre uma deplecdo de GSH, seguida de
uma sintese de novo do mesmo e por um periodo de tempo limitado. Assim, s6
poderao ser esperados efeitos significativos se a administracdo de GSH ocorrer
numa altura em que os niveis de GSH teciduais forem reduzidos, ou seja, quando
o consumo de GSH for superior a respectiva sintese como resultado da falta dos
aminoacidos precursores. Dado que o GSH se “perde” na forma de GSSG no
sangue ou na bilis, as subsequentes degradacgéao e reabsor¢ao dos aminoacidos
no intestino e rins permitiu que a cisteina, o substrato limitante, fique novamente
disponivel para nova sintese de GSH no figado.

A quantidade total de GSH nas células depende do seu consumo e da sua
producao pelos seguintes processos:

a) Reducéao do GSSG, reacgao catalisada pela glutatido redutase NADPH-

dependente;

b) Sintese a partir de substratos enddgenos e exdgenos que devem estar

disponiveis para penetrar nas células;

¢) Inibigdo da sua destruigao por intermédio de antioxidantes.

Dado que o GSH néao penetra eficazmente na célula, tém sido testados
muitos compostos como possiveis precursores de GSH ou indutores de enzimas
que participam na sua sintese. De facto, varios compostos contendo grupos tiol
demonstraram ser precursores efectivos ou regeneradores do glutatido e tém
sido aplicados terapeuticamente como hepatoprotectores e radioprotectores.

Flavonoides

Os flavonodides sdo compostos fendlicos largamente distribuidos nas plantas
vasculares (Middleton, 1984; Bors et al., 1990). Derivam da flavona (Fig. 5A), da
qual a quercetina (Fig. 5B) é um exemplo, e pertencem a um vasto grupo de
outros compostos dos quais sdo conhecidas numerosas substancias (Kihnau,
1976; Harborne, 1988).

Esta demonstrado que influenciaram determinadas fungdes biolégicas, tais
como a permeabilidade capilar, os processos de secrec¢ao celular envolvidos na
resposta inflamatdria e a inibicdo da actividade de enzimas, receptores e
transportadores (Middleton, 1984).

Os flavonéides actuam como antioxidantes, provavelmente, devido a serem
scavengers de radicais (Torel et al., 1986). No entanto, Bors et al. (1990) afirmam
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que, apesar de se terem testado varios compostos com diferentes componentes
estruturais, apenas é possivel retirar conclusées qualitativas.

© l S HO _# O, AN
S N
I T 1
OH O
A B

Figura 5. Estruturas da flavona (2-fenil-4-cromenona) e da quercetina (3,5,7,3",4"

pentahidroxiflavona) (Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

No caso dos flavonodides, sdo duas as componentes estruturais que podem
ser responsaveis pela sua capacidade antioxidante optima:
a) O grupo catecol no anel B confere estabilidade elevada aos radicais aroxilo;
b) A elevada deslocalizagao electronica é assegurada pela conjugagéo do
anel B com a estrutura 4-oxo através de uma dupla ligagéo C,-C,.

Quanto a realizagao de scavenging do O,", a presenca de grupos hidroxilo
no anel B é essencial e a presenga de um grupo hidroxilo em C, confere aos
flavondides esta capacidade de um modo mais abrangente (Negre-Salvayre e
Salvayre, 1992). Alguns flavondides séo fortes scavengers de radicais de oxigénio,
bons quelantes metélicos e tém boa capacidade de prevengao da peroxidagao
lipidica. Os flavonéides polifendlicos inibem a peroxidagéo lipidica de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e a sua subsequente citotoxicidade (Sichel et al., 1991).

Outros compostos

O &acido urico tem sido referido como um importante antioxidante (Ames et
al., 1981; Hilliker et al., 1992). Dado que nao € objecto de analise deste artigo, a
sua importancia pode ser confirmada na bibliografia da especialidade (Anderson
e Harris, 2003; Waring et al., 2003; Ihara et al., 2004).Existem estudos in vitro que
demonstram a capacidade antioxidante e/ou a ac¢édo de scavengers de moléculas
como a bilirrubina, os a~cetoacidos, algumas hormonas sexuais femininas (e.g.
estradiol), a melatonina, o acido lipéico e a coenzima Q (Halliwell e Gutteridge,
1999).
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DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS

Superoéxido dismutase (SOD)

A SOD (EC 1.15.1.1) foi isolada a partir de sangue bovino como sendo uma
proteina verde-azulado que contém cobre na constituicido, e que se julgava ser
responsavel pelo armazenamento deste metal (Scandalios, 1993; Bertini et al.,
1998). Em 1969 foi descoberta a funcéo catalitica da SOD (McCord e Fridovich,
1969), sendo a sua designagéo alterada, tendo ja sido denominada eritrocupreina,
indofenol oxidase e tetrazolium oxidase (Scandalios, 1993).

As SODs naturais tém sido utilizadas como agentes protectores num conjunto
alargado de estados patologicos directamente relacionados com EROS, como é
o caso dos danos causados por radiagbes (Petkau et al., 1975; Schwartz et al.,
1982), os processos inflamatérios (Hubert e Saifer, 1977; Mc Cornick et al., 1981;
Frank, 1983), a isquemia celular (Shlafer et al., 1982; Stewart et al., 1982; McCord,
1985) e os mecanismos indutores de carcinogénese na pele (Solanki etal., 1981;
Armato et al., 1984). Scandalios (1990) e Bowler et al. (1992) observaram que o
stresse oxidativo induz ou possibilita a actividade da SOD em procariotas e
eucariotas.

O mecanismo de catalise envolvido na dismutagao do radical superoxido
pela SOD foi sugerido ser semelhante a um mecanismo de “ping-pong”, no qual
ido localizado na enzima oscila entre dois estados de oxidagédo (Goldstein e
Czapski, 1983; Asimov, 1988; Samuni et al., 1988; Goldstein et al., 1990). ASOD,
juntamente com a catalase, é a defesa enzimatica antioxidante mais eficiente
(Scandalios, 1993). A sua acgao conjunta converte o radical hidroxilo (OH) e o
peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua e O,, evitando danos a nivel celular. Torna-
se, assim, evidente que a SOD assume um papel chave contra os efeitos toxicos
das espécies reactivas de oxigénio (Fridovich, 1989). Investigagbes efectuadas
em varios organismos revelam existirem trés tipos diferentes de SODs, cujas
diferencas se baseiam no ido metalico presente nos locais activos, existindo casos
que contém cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), manganésio (Mn-SOD) ou ferro (Fe-
SOD) (Bowler et al., 1992; Scandalios, 1993; McCord, 2000).

Estes diferentes tipos de SOD podem ser distinguidos pela diferente
sensibilidade que apresentam ao cianeto de potassio e H,O,, sendo a Cu/Zn-SOD
caracterizada por ser sensivel aos dois inibidores, a Fe-SOD sensivel ao H,0, e a
Mn-SOD resistente a ambos os inibidores (Van Camp et al., 1990; Fridovich, 1995;
Bertini et al., 1998). Em termos de estrutura quimica, a Fe-SOD e a Mn-SOD séo
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semelhantes, enquanto a Cu/Zn-SOD nao apresenta qualquer tipo de relacao
com as restantes (Meier et al., 1982; Stallings et al., 1984; Bowler et al., 1995).

Exceptuando alguns casos, a Cu/Zn-SOD encontra-se, geralmente, em quase
todos os eucariotas (Bertini et al., 1998). Nos animais, encontra-se no citosol, no
nucleo (Bertini et al., 1998; Pedrajas et al., 1998), nos peroxissomas (Fridovich,
1995; Pedrajas et al., 1998), nos lisossomas € no espago intermembranar das
mitocOndrias (Bertini et al., 1998). Nas plantas, encontra-se nos cloroplastos
(Bowler et al., 1992; Pedrajas et al., 1998). Quanto a sua presenga em procariotas,
tem vindo a aumentar o niumero de trabalhos que referem a sua presenca em
bactérias e cianobactérias (Bertini et al., 1998).

A Mn-SOD encontra-se na matriz mitocondrial de plantas e animais (Fridovich,
1995) e em bactérias (Bowler et al., 1992; Fridovich, 1995; Pedrajas et al., 1998).
Alguns crustaceos parecem ser a excepgao, dado ter sido encontrada a enzima
também no citosol (Brouwer et al., 1997). A Fe-SOD esta presente em procariotas
e nalgumas plantas (Bowler et al., 1992; Duke e Salin, 1985; Bertini et al., 1998),
néo tendo sido possivel localiza-la em tecidos animais (Bertini et al., 1998).

Catalase (CAT)

Contrariamente ao aniao superéxido, o qual se verificou ser menos reactivo
(Sawyer e Gibian, 1979; Fee, 1982; Fridovich, 1986), o H,0,parece ser um bom
candidato para explicar a maioria dos efeitos produzidos pelas espécies reactivas
de oxigénio. De facto, o H,O, ndo sendo um radical, trata-se de uma molécula
estavel e consegue difundir-se através das membranas biolégicas. E formado
por redugéo divalente do oxigénio molecular, por acgao de enzimas como a xantina
oxidase e a oxidase do acido urico, ou por dismutacdo do anido superoéxido
(Chance et al., 1979; Roberfroid e Buc-Calderon, 1995).

A suatoxicidade pode ser directa ou indirecta. De um modo directo, conduz a
deplecao do ATP, do glutatido reduzido (GSH) e do NADPH, induz o aumento
citosdlico de Ca?* livre (activando, consequentemente, varios processos
metabdlicos dependentes do célcio) e activa algumas polimerases, conduzindo a
morte celular (Schraufstatter et al., 1986; Hyslop et al., 1988). De um modo indirecto,
devido a quebra da ligacédo do perdxido por meio da reacgao de Fenton, conduzindo
a formagéo do radical hidroxilo. Por esta via, induz a degradagao macromoléculas:
dos lipidos, devido a peroxidacao lipidica, aclUcares, devido a sua oxidacao,
proteinas, devido a oxidacao dos grupos tiol, e acidos nucleicos, devido a quebra
da sua cadeia (Floyd e Lewis, 1983; Jonas et al., 1989).
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Acatalase (EC 1.11.1.6), uma enzima que se encontra localizada, sobretudo,
nos peroxissomas (Chance et al., 1979; Roberfroid e Buc-Calderon, 1995), dado
ai existirem inlmeras enzimas capazes de gerar perdxido de hidrogénio, protege
as celulas da acumulagdo de H,0,, dismutando-o, formando H,0 e O,, ou
utilizando-o como um oxidante, e apresenta actividade de peroxidase (Roberfroid
e Buc- Calderon, 1995). Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), é possivel encontrar
CAT, em quantidades reduzidas, em mitocdndrias, cloroplastos e no reticulo
endoplasmatico. Radi et al. (1991) afirmam ter encontrado CAT na matriz
mitocondrial de coragéo de rato.

Em termos de localizag&o, apesar de se encontrar bastante confinada, esta
enzima pode desempenhar um papel importante na defesa contra o stresse
oxidativo dado o H,O, se difundir muito rapidamente através das membranas
(Bowler et al., 1992). Segundo Roberfroid e Buc-Calderon (1995) e Halliwell e
Gutteridge (1999), até a data foram descritos dois modos de acgdo para a
CAT:,actuando como dismutase e como peroxidase.

Glutatiao peroxidase (GPx)

Aglutatido peroxidase (EC 1.11.1.9) é uma enzima que se encontra presente
em numerosos tecidos animais, catalisando a redugao do peroxido de hidrogénio,
uma reacc¢ao dependente do GSH (Chance et al., 1979; Schulte-Frohlinde e van
Sonntag, 1985; Halliwell e Gutteridge, 1999). A GPx ndo se encontra geralmente
presente nas plantas superiores e bactérias. No entanto, ocorre em algas e fungos
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

A redugdo do H,O, nos eritrécitos na presenga de GSH e da glutatiao
peroxidase esta associada a oxidagao da glucose-6-fosfato e do 6-fosfogluconato,
gerando o NADPH necessario a via das pentoses-fosfato (Meister e Anderson,
1983, Halliwell e Gutteridge, 1999). Esta rota metabdlica do H,O, é responsavel
pela reducéo de muitos perdxidos orgénicos (Flohe e Gunzler, 1974; Chance et
al., 1978) e, como tal, é importante na proteccéo dos lipidos das membranas
contra a peroxidagéo (Meister e Anderson, 1983).

Ao contrario do que acontece com a CAT, a GPx encontra-se em grandes
quantidades no figado, sobretudo no citosol e em menor concentragao na matriz
mitocondrial (Halliwell e Gutteridge, 1999). Isto implica que o H,O, proveniente da
actividade de enzimas (peroxissomais), como a oxidase do glicolato ou a oxidase
do acido urico, € removido maioritariamente pela CAT, enquanto aquele proveniente
de mitocdéndrias, do reticulo endoplasmatico ou da actividade de enzimas sollveis
(citosdlicas) é reduzido pela GPx (Chance et al., 1979).
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Glutatiao redutase (GR)

A glutatido redutase (EC 1.6.4.2) é uma flavoproteina largamente existente
em organismos fotossintéticos, quer procariotas, quer eucariotas (Mahan e Burke,
1987; Anderson et al., 1990; Edwards et al.,, 1990), nomeadamente em varios
tecidos de mamiferos, como eritrcitos humanos (Worthington e Rosemeyer, 1974;
Krohne-Ehrich et al., 1977), eritrocitos de suino (Boggaram et al., 1979), em figado
de rato (Carlberg e Mannervik, 1975) e de ratinho (Lopez-Barea e Lee, 1979).

A GR foi detectada a primeira vez em 1930, tendo sido isolada posteriormente
a partir de varias fontes (Meister, 1975). Quanto as suas funcdes, a GR esta
envolvida nas plantas no scavenging do H,0, nos cloroplastos, bem como na
protecgao contra o stresse oxidativo induzido, por exemplo, por electrdes que se
perdem da cadeia na fotossintese (Foyer e Halliwell, 1976) e por determinados
gases oxidantes como o0 ozono (Tanaka et al., 1988). Nos animais, a sua acgao é
mais facilmente observada quando séo expostos a drogas, pesticidas e compostos
quimicos capazes de gerar peroxidos (Ziegler, 1985).

Glutatiao transferase (GST)

A glutatido transferase (GST), também designada glutatido S-transferase
(EC 2.5.1.18), € uma enzima que se encontra em plantas, insectos e nos animais
em geral (Meister e Anderson, 1983). Nos mamiferos, a sua concentragao é
elevada em determinados tecidos, como é o figado.

As fungdes que a GST desempenha séo diversas, ao nivel do metabolismo
do etanol (Hetu et al., 1982), de metais pesados (Dierickx, 1982) e de determinadas
drogas (Chasseaud, 1979) e na redugéo de peroxidos (Burk et al., 1978; Saneto
etal., 1982). Um exemplo concreto ocorre em plantas, nomeadamente no milho,
onde a desintoxicagao do herbicida atrazina ocorre por conjugacao deste com o
glutatido. Esta conjugacgéo é catalisada nesta planta em particular pela GST
(Timmermann, 1989), um processo comum a muitos xenobio6ticos administrados
aos organismos (Halliwell e Gutteridge, 1999).

De facto, a conjugacdo com o GSH constitui o primeiro passo na
desintoxicacao de xenobiédticos e dos seus metabolitos (Almar et al., 1998). No
entanto, verifica-se frequentemente que os produtos resultantes sdo mais toxicos
e causam mais danos (conjugac¢do do GSH com alguns hidrocarbonetos
halogenados) (Halliwell e Gutteridge, 1999). Por outro lado, elevadas
concentracdes de xenobidticos podem diminuir a concentracao hepatica de GSH,
reduzindo e prejudicando a capacidade de defesa antioxidante do figado (Halliwell
e Gutteridge, 1999).
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A titulo de exemplo, em alguns dos compostos metabolizados, em animais,
pela GST incluem-se o cloroférmio, nitratos orgénicos, o bromobenzeno, a
aflotoxina, o DDT, o paracetamol e o naftaleno (Halliwell e Gutteridge, 1999).
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