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ADNOTARE

COCIU Valeriu, ,,Stresul oxidativ la bovine si combaterea lui”. Teza de doctor in stiinte
medical-veterinare, Chisinau, 2015. Structura tezei: introducere, 5 capitole, concluzii generale si
recomandari; 142 pagini ale textului de baza cu 44 tabele si 49 figuri; bibliografia din 194 titluri;
4 anexe. Rezultatele sunt publicate in 14 lucrari stiintifice. Cuvinte-cheie: stres oxidativ, status
antioxidant, sindrom de peroxidare, cetoza, Diludinda, premix mineralo-vitaminic, Bioplex.
Domeniul de studii: Terapie, farmacologie si toxicologie veterinard. Scopul lucririi: evaluarea
sistemului antioxidant la bovine in functie de starea fiziologicd si varsta animalelor (vaci in
tranzitie si debutul lactatiei; tineret taurin), elucidarea rolului stresului oxidativ in patogencza
unor stari morbide (cetoza, SML), si aprobarea unor masuri complexe de optimizare ale
statusului antioxidant la vaci si vitei. Obiectivele cercetarilor: a) evaluarea particularitatilor
statusului antioxidant la vacile sanatoase (perioada de tranzitie si debutul lactatiei) si tineretul
taurin, si elucidarea factorilor de risc in destabilizarea echilibrului “redox”; b) studierea
eventualei implicari a stresului oxidativ in patogeneza cetozei si sindromului de mobilizare a
lipidelor la vaci; ¢) elaborarea si aprobarea unor modalitati de optimizare ale parametrilor
statusului antioxidant la vaci si vitei, prin utilizarea substantelor cu proprietati antioxidante de
origine naturald si sinteticd. Noutatea si originalitatea stiintifica: s-au obtinut rezultate
experimentale, referitoare la evaluarea dinamicii statusului antioxidant la vaci in perioada de
tranzitie si debutul lactatiei, si descrierea manifestarilor clinice, hematologice, pato-biochimice si
morfopatologice ale ,,sindromului de peroxidare”- ca expresie a stresului oxidativ, la vacile cu
cetozd. Problema stiintifici importanta solutionata rezida in relevarea rolului sistemului
antioxidant ca factor de mentinere a statusului “redox”, la bovine (vaci in tranzitie, in debutul
lactatiei §i tineret taurin in crestere), argumentarea stiintifica a implicarii stresului oxidativ in
patogenia cetozei si sindromului de mobilizare a lipidelor la vaci, fapt ce a condus spre
elaborarea si aprobarea unor masuri complexe de optimizare ale statusului antioxidant, prin
utilizarea bioelementelor Se, Cu, Zn, Mn, Co, vitaminelor E s1 A, metioninei si antioxidantului
studierea particularitatilor sistemului antioxidant la bovine (vaci in perioada de tranzitie si
debutul lactatiei, si vitei) si elucidarea factorilor de risc in declansarea stresului oxidativ la vaci
si vitei. Valoarea aplicativa: elaborarea si aprobarea unor masuri complexe de optimizare ale
statusului antioxidant, prin utilizarea bioelementelor Se, Cu, Zn, Mn, Co, vitaminelor E si A,
metioninei §i antioxidantului sintetic diludind. Implementarea rezultatelor stiintifice: sunt
utilizate ca material didactic la studierea disciplinelor de ,,Fiziopatologie”, ,,Biochimie clinica” si

,»Boli de nutritie si metabolism”, incluse 1n curricula facultétii de Medicina Veterinara.
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AHHOTANUA
KOYY Baaepnii, «OKcHIATHUBHBII CTpecc y KOPOB U ero npopuiaakrukay». uccep-

Talysl Ha COMCKAaHWE YYCHOW CTEIEeHM JIOKTOpa BeTepuHApHBIX Hayk, Kummudy, 2015. CTpyk-
Typa padoThl: BBEJCHUE, [ITh IV1aB, OOIIME BBIBOBI M peKOMEeHAAMH; 142 cTpaHUIbl OCHOBHOTO
Tekcra, BKmodas 44 Ttabmunpl u 49 pHCyHKA; CIUCOK Jureparypsl u3 194 ucrounukos; 4
npuiokeHuid. Pesynbrarel  onmyOimkoBaHbl B 14 HayuHbIX paborax. KiroueBble ciioBa: okcu-
JATUBHBIA CTpecC, AaHTUOKCUJAHTHBIM CTaTyc, CHUHIPOM NEPOKCHUIALMM, KETO03, IWIYAMH,
BUTAaMHHHO-MHHEPAIIBbHBIN peMuKc, «Bioplex». O6aacTs nccaenoBanus: BerepunapHas tepa-
nus, ¢papmakosioruss U Tokcukosorus. Ileapb meciaeqoBaHus: U3ydeHUE COCTOSIHUSI aHTHOKCH-
nantHoi cuctembl y KPC B 3aBUCHMOCTH OT (DPM3UOJIOTHUECKOTO CTAaTyca U BO3PACTa KUBOTHBIX
(KOpOBBI B IEPEXOHOM IEPUOJIE U HAYaje JIAKTALUU, U MOJOJHSK), BBIABICHUE POJIM OKCHJA-
TUBHOI'O CTpecca B IAaTOreHe3e KeTo3a U amnpodanus crnoco0OB MO ONTUMM3ALMU IapaMeTpoB
AQHTHOKCUJIAHTHOTO CTaTyca y KOpPOB M TeENAT. 3ajJauM HCCIeJ0BaHMA. a) H3y4yCHHE
0COOEHHOCTEH aHTHMOKCHUJAHTHOI'O CTaTyca y 3J0POBBIX KOPOB U TEJAT, U (PAaKTOPOB pHUCKaA Jie-
CTaOUIN3aLUU «PEJOKC» paBHOBECHUS; 0) U3yUEHHUE MPOSIBICHUSI OKCUJATUBHOTO CTpeEcca B MaTo-
reHe3e KeTo3a M CUHAPOMa MOOWIIN3ALMY JIMIIUIOB Y KOPOB; B) pa3paboTKa U anpodanus crnoco-
00B ONTUMU3ALMH [TAPAMETPOB AHTUOKCHUIAHTHOIO CTaTyca y KOPOB U TEJAT IyTEM HCIIOJIb30-
BaHUsl HAaTYpaJbHBIX M CHUHTETMUYECKHUX AaHTUOKCHAAaHTOB. HOBM3HA M OpPHUIHHAJIBHOCTH MC-
CJIeIOBAHMA: TI0JyYEHbl IKCIIEPUMEHTAIbHbIC JAHHBIE OTHOCUTEJIBHO AUHAMUKU aHTUOKCHJaH-
THOT'O CTaTyca y KOPOB B IIEPEXOAHBIN NIEPUO U B HAYase JIAKTALIUH, U ONKCAHBl KIMHUYECKHUE,
reMMaTOJIOTHUECKUE, OMOXMMUYECKHE U NMaTOMOP(OIOTHYECKUE aCMeKThl ""CHHAPOMA MEPOKCH-
Januu", KaK MpOsIBJICHUE OKCHUIATUBHOTO CTpEcca, y KOPOB OOJIBHBIX KeT030M. BaxkHOCTH pe-
IIEHHOH HAYYHOIl NMpPoO0JeMbl: BBIIBICHUE POJIM aHTHOKCUJIAHTHOW CHUCTEMBI B MOJAECpPKAHUU
"penokc" romeocrasza y TEIAT U 'y KOPOB B IIEPEXOIHBIN NIEPUOA U B HAYAJIE JIAKTALlMU, HApALY C
Hay4YHbIM OOOCHOBAaHUEM Yy4acTHs OKHCIIUTEIIBHOI'O CTpecca B MaTOreHe3e KeTo3a U CHHApPOMa
MOOUJIN3aluU KUPOB Y KOPOB, YTO MPUBEJO K pa3paboTKe U anpodaruy KOMIIJIEKCHBIX Mep AJIs
ONTUMU3AIMHA AaHTHOKCHIIAHTHOTO CTaTyca, IyTeM HCIOJbh30BaHUs OnodnemeHntoB Se, Cu, Zn,
Mn, Co, ButamuHoB E u A, METHOHMHA U CHHTETUYECKOI'0 aHTUOKCHJIAHTA AUITYTHHA.

TeopeTnueckoe 3HAYeHHeE: H3yuYeHHE OCOOCHHOCTEM AHTMOKCHUAAHTHOM CHCTEMBI Y
TEJSIT U Y KOPOB B MEPEXOHBIA MEpPHO M B Hadaje JAKTallid, U BHISBICHHE (PAKTOPOB pUCKa
OKCHUJATHBHOTO CTpecca y KPYIMHOTo poratoro ckorta. IIpukiaaaHoe 3HayeHHe: pa3paboTka W
anpoOanusi KOMIUIGKCHBIX Mep JUIsi ONTHMHU3allMd aHTHOKCHJIAHTHOTO CTaTyca, IIyTeM
HCIIOIB30BaHua Omodiae-mMeHTtoB Se, Cu, Zn, Mn, Co, ButammuoB E u A, MeTHOHMHA U
CUHTCTHYECKOTO AHTHOKCHJIAHTa JWIYAWH. BHeIpeHHMe TOJY4YeHHBIX Pe3yJIbTATOB:
UCTIONIb30BaHWE B KayecTBE Y4YeOHOro wmaTepuana Ui 3aHATUH 1O MaTo(QHU3UOIOTHH,
KIMHUYECKON OMOXUMHU U 00JI€3HIM 0OMEHA BEIIECTB.
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ANNOTATION

COCIU Valeriu, “The oxidative stress in cattle and methods of it prevention”. The
dissertation of Doctor in Veterinary Medicine, Chisinau, 2015. The structure of the thesis:
introduction, five chapters, generalization of obtained results, main conclusion and
recommendations; 142 pages of main text with 44 charts and 49 pictures; bibliography of 194
sources; 4 annexes. The results of the study were publish in 14 scientific works. Key words:
oxidative stress, antioxidant statute, peroxidation syndrome, ketosis, Diludin, mineral and
vitamin premix, Bioplex. Fields of study: Veterinary therapy, pharmacology and toxicology.
Aim of the work: Studying the antioxidant system in cattle according on the physiological status
and age of the animals (cows in transition and onset of lactation; calves), elucidating the role of
oxidative stress in the pathogenesis of some morbid condition (ketosis, LMS), and approval of
complexes measures to optimize antioxidant status of cows and calves. Objectives of the study:
a) to study in healthy cows (transition period and in early lactation) and calves antioxidant status
particularities, and elucidate risk factors in destabilizing the balance "redox" b) study the
possible involvement of oxidative stress in the pathogenesis of ketosis and lipids mobilization
syndrome in cows; c) developing and testing ways to optimize antioxidant status in cows and
calves, by using natural and synthetic antioxidants. Scientific novelty and originality:
experimentally we obtained rezults about the dynamics of the antioxidant status of the cows in
the transition period and early lactation and described the clinical, hematological, biochemical
and pathological aspects of the "peroxidation syndrome™ as a manifestation of oxidative stress in
cows with ketosis. The importance of solving scientific problems: in revealing the role of the
antioxidant system in the maintenance of "redox" homeostasis in calves, and cows in the
transition period and early lactation, scientific argumentation for the involvement of oxidative
stress in the pathogenesis of ketosis and lipids mobilization syndrome in cows, which led to the
development and approval of complex measures to optimized antioxidant status, by using
bioelements Se, Cu, Zn, Mn, Co, vitamins E and A, methionine and synthetic antioxidant
diludin, in order to maintain health and high productivity. Theoretical knowledge: studying the
features of the antioxidant system in calves and cows in the transition period and early lactation
and identification the risk factors of oxidative stress in cattle. Applied importance: developing
and testing the complex measures to optimize the antioxidant status by using bioelements Se, Cu,
Zn, Mn, Co, vitamins E and A, methionine and synthetic antioxidant diludin. Introduction of
the results: using as teaching material in studying chosen subjects of "Pathophysiology",
"Clinical Biochemistry” and "Nutritional and metabolic diseases”, included in the curricula of

the Faculty of Veterinary Medicine.
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LISTA ABREVIERILOR

AAT — activitatea antioxidanta totala
AGNE — acizi grasi neesterificati
AGV — acizi grasi volatili

ALAT — alaninamino transaminaza
AOT — activitatea oxidativa totala
APMYV — adaos proteino—mineralo—vitaminic
ASAT — aspartatamino transaminaza
ATB — acid tiobarbituric

ATCA — acid tricloracetic

CAT - catalaza

DAM — dialdehida malonica

ECG — electrocardiograma

FC — frecventa cardiaca

FR — frecventa respiratiei

GR — glutation reductaza

GSH — glutation redus

GSH-Px — glutation peroxidaza

HPL — hidroperoxizi lipidici

P - pulsul

R - respiratia

RLO — radicali liberi de oxigen

RPE — rezistenta peroxidica a eritrocitelor

RPLE — rezistenta peroxidica a lipidelor eritrocitare

SAO - sistemul antioxidant

SML — sindromul de mobilizare a lipidelor
SOD - superoxid dismutaza

SRO - specii reactive de oxigen

T — temperatura corporala



INTRODUCERE

Actualitatea temei si importanta problemei abordate

In medicina umana, tematica stresului oxidativ a devenit actuald, acum trei-patru decenii,
odata cu descoperirea rolului radicalilor liberi de oxigen in declansarea si perpetuarea leziunilor
celulare. In continuare, cercetirile in acest domeniu au luat amploare, iar stresul oxidativ a fost
recunoscut, drept unul din mecanismele nespecifice principale in etiopatogeneza a numeroase
maladii la om si la animale [16, 165].

In medicina veterinara, numarul lucrarilor in acest domeniu, a crescut considerabil mult mai
tirziu. Gratie acestor cercetari, in ultimii 10-15 ani, a fost elucidata implicarea proceselor oxidativ-
radicalice intr-un numar tot mai mare de maladii, inclusiv, la vacile de lapte [49, 57, 61, 74, 158,
169].

Initierea cercetarilor noastre, privind statusul antioxidant si stresul oxidativ la vacile de lapte
a fost motivata prin aceea, ca pe parcursul a mai multor decenii in republica s-au importat juninci cu
potential productiv inalt (peste 10 mii kg in lactatie), de la care in conditiile noastre se obtineau anual
doar 3-5 mii kg lapte la vaca furajata. Una din cauzele majore ale situatiei date, era practicarea unui
sistem de nutritie inadecvat, eventual si dupa continutul de antioxidanti. In consecints, animalele
frecvent se imbolnaveau, iar termenul de exploatare al acestora constituia doar 2-3 lactatii [5].

Conform studiilor de specialitate, vacile cu potentialul productiv inalt, in perioada de tranzitie
(gestatie-lactatie), considerata pe drept una critica, sunt predispuse catre multiple Imbolnaviri [108].
Acestea, fiind de ordinul dismetaboliilor (sindromul de mobilizare a lipidelor, cetoza, distrofia grasa
a ficatului s,a.), sau patologiilor puerperale (retentia invelitorilor fetale, metritele, mamitele s.a.),
deseori evolueaza in asociere, conditionandu-se reciproc [92, 104]. Faptul, ca maladiile mentionate,
avand etiologie diferitd, sunt insotite de intensificarea reactiilor de formare a radicalilor liberi de
oxigen si de peroxidare a lipidelor, confirma importanta patogenetica si caracterul nespecific al
acestor fenomene. Totodata, ele pun in evidenta necesitatea elaborarii si perfectionarii metodelor de
prevenire §i corectie a stdrilor de stres oxidativ [60, 70, 145, 157].

Importanta echilibrului dintre pro- si antioxidanti, ca unul din criteriille de bazd ale
homeostaziei, este incontestabila. Cu regret, insa, datele actuale referitore la statusul antioxidant la
bovine, sunt incomplete si nu sunt suficient sistematizate. In acest context, trebuie de mentionat, ca
nu sunt standardizate metodele de dozare si nu sunt elaborate date de referintd ale markerilor
biochimici, in conformitate cu care ar putea fi depistate deviatiile echilibrului “redox” si instalarea
stresului oxidativ. Inca nu este bine definit gradul de implicare a stresului oxidativ in patogeneza
maladiilor specifice peioadelor de suprasolicitare la vacile de lapte, desi, acesta este cu certitudine

recunoscut drept unul din mecanismele pato-biochimice esentiale.
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Astfel, consideram pe deplin argumentata, initierea unor cercetari ample, in privinta studiereii
cauzelor ce pot provoca dereglari ale statusului antioxidant, dar si a elaborarii unor masuri adecvate
de prevenire si combatere ale stresului oxidativ la bovine.

Scopul lucrarii consta in evaluarea sistemului antioxidant la bovine in functie de starea
fiziologica si varsta animalelor (vaci in tranzitie si debutul lactatiei; tineret taurin), elucidarea
rolului stresului oxidativ in patogeneza unor stari morbide (cetoza, SML), si aprobarea unor
masuri complexe de optimizare ale statusului antioxidant la vaci si vitei.

Obiectivele cercetarilor:

e evaluarea particularitatilor statusului antioxidant la vacile sanatoase (perioada de tranzitie si
debutul lactatiei) si tineretul taurin, si elucidarea factorilor de risc in destabilizarea
echilibrului “redox”;

e studierea eventualei implicari a stresului oxidativ in patogeneza cetozei si sindromului de
mobilizare a lipidelor la vaci;

o elaborarea si aprobarea unor modalitati de optimizare ale parametrilor statusului antioxidant
la vaci si vitei, prin utilizarea substantelor cu proprietati antioxidante de origine naturald si
sintetica.

Metodologia cercetarii stiintifice se bazeaza pe conceptul stiintific referitor la:

» rolul fiziologic al radicalilor liberi de oxigen si aspectele patologice ale actiunii acestor
molecule reactogene asupra functiilor celulare la om si la animale [9, 13, 56, 110, 131, 141];
» rolul antioxidantilor enzimatici §i non-enzimatici 1n asigurarea echilibrului ,,redox”, si
aspectele fiziopatologice ale destabilizarii acestuia, la vacile de lapte in special in perioada de

tranzitie, exprimat prin starea de stres oxidativ [60, 145, 153, 157, 191];

» oportunitdtile de corectie ale stresului oxidativ, prin utilizarea antioxidantilor naturali si
sintetici, §i efectele benefice ale acestora in sporirea cantitatii §i calitatii productiilor la
animale [12, 70, 174, 186, 188].

Noutatea stiintifica se refera la faptul, cd pentru prima datd in conditiile republicii
Moldova s-au obtinut rezultate experimentale, referitoare la evaluarea dinamicii statusului
antioxidant la vaci in perioada de tranzitie si debutul lactatiei, si descrierea manifestdrilor clinice,
hematologice, pato-biochimice si morfopatologice ale ,,sindromului de peroxidare” - ca expresie
a stresului oxidativ, la vacile cu cetoza.

Problema stiintifici importanta solutionati rezida in relevarea rolului sistemului
antioxidant ca factor de mentinere a statusului “redox”, la bovine (vaci in tranzitie, in debutul
lactatiei si tineret taurin in crestere), argumentarea stiintifica a implicarii stresului oxidativ in
patogenia cetozei si sindromului de mobilizare a lipidelor la vaci, fapt ce a condus spre
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elaborarea si aprobarea unor masuri complexe de optimizare ale statusului antioxidant, prin
utilizarea bioelementelor Se, Cu, Zn, Mn, Co, vitaminelor E si A, metioninei si antioxidantului
sintetic diludind, In vederea mentinerii sandtatii i productivitatii inalte.

Importanta teoreticid se exprima prin Studierea particularitatilor sistemului antioxidant
la bovine (vaci in perioada de tranzitie si debutul lactatiei, si vitei) si elucidarea factorilor de risc
in declansarea stresului oxidativ la vaci si vitei.

Valoarea aplicativa a lucrarii consta in elaborarea si aprobarea unor masuri complexe
de optimizare ale statusului antioxidant (homeostaziei ,,redox”) la vaci si vitei, prin utilizarea
bioelementelor Se, Cu, Zn, Mn, Co, vitaminelor E si A, metioninei si antioxidantului sintetic
diludind; selectarea si evaluarea metodelor biochimice de dozare a markerilor privind
diagnosticarea stresului oxidativ.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Perioada de tranzitie (gestatie-lactatie) la vacile sanatoase se caracterizeaza prin
intensificarea proceselor de formare a speciilor reactive de oxigen, confirmata prin cresterea
continutului de DAM si a activitatii CAT 1n serul sanguin si scdderea rezistentei peroxidice a
eritrocitelor (RPE) in primele zile dupa parturitie, cu restabilirea gradualda a acestora in
urmatoarele 3-4 sdptamani, iar in cazul vacilor bolnave de cetozd se constatd escaladarea
continud a valorilor acestor indici si dupa incheierea perioadei de tranzitie, fapt ce reflecta
instalarea starii de stres oxidativ, exprimata prin asa-numitul ,,sindrom de peroxidare”.

2. Prin utilizarea, in calitate de suplimente furajere, a substantelor antioxidante: la vaci - a
antioxidantului sintetic Diludina si a premixului cu oligominerale anorganice (Cu, Zn, Co st Se),
vitaminele E, A si metionina, si la vitei - a produsului ,,Bioplex” cu oligominerale proteinate
(Cu, Zn, Mn, Co si Se), s-a obtinut optimizarea parametrilor statusului antioxidant, cu sporirea
capacitatii protectoare a acestuia i favorizarea productiei de lapte la vaci i a sporului in
greutate la vitei.

3. Statusul antioxidant la bovine (vitei i1 vaci in lactatie), variazd in concordantd cu
intensitatea metabolismului, specifica categoriei de varsta, si se caracterizeaza prin nivel mai
inalt de acumulare al produselor de peroxidare a lipidelor (DAM si HPL) in plasma si eritrocite
la vaci, comparativ cu viteii, iar eficienta protectiei antiradical-peroxidice este asiguratd prin
realizarea sinergismului si insumarii actiunii componentelor enzimatice si neenzimatice (SOD,
CAT, GR, GSH, AAT si AOT) ale sistemului antioxidant.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele incluse in teza au fost prezentate si

aprobate la conferintele stiintifice din Moscova si Leningrad (1989); la Simpozioanele Stiintifice
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internationale din Timisoara (1995, 2008) si Cluj-Napoca (2005); la Simpozioanele Stiintifice
ale Facultatii de Medicina Veterinara din Chisindu, UASM (1990, 1998, 2003, 2008).

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute in cadrul experientelor,
privind evaluarea statusului antioxidant si posibilitatea diagnosticarii stresului oxidativ la vaci,
sunt utilizate ca material didactic la studierea disciplinelor: ,,Fiziopatologie”, ,,Biochimie clinica”
si ,,Boli de nutritie si metabolism”, incluse 1n curricula facultatii de Medicina Veterinara.

Publicatii la tema tezei. Pe baza rezultatelor obtinute in investigatii, au fost publicate 14
lucrari stiintifice dintre care: 3 lucrari in reviste recenzate si 5 lucrari fara coautori.

Volumul total al lucrarii cuprinde 142 pagini, care includ urmatoarele compartimente:
adnotare, lista abrevierilor, introducere, capitolul cu analiza surselor bibliografice la tema tezei,
capitolul cu descrierea metodelor de cercetare, trei capitole cu rezultatele cercetarilor, concluzii
generale si recomandari. Bibliografia este expusa pe 14 pagini cu un numar total de 194 surse
stiintifice, urmata de 4 anexe. Materialul ilustrativ din lucrare contine 44 tabele si 49 figuri.

Cuvinte-cheie: stres oxidativ, status antioxidant, sindrom de peroxidare, cetoza,
Diludina, premix mineralo-vitaminic, Bioplex.

Sumarul compartimentelor tezei

Capitolul 1. Se face analiza datelor bibliografice referitor la procesele de formare si rolul
biologic al radicalilor liberi de oxigen in metabolismul celular, cum ar fi: semnalizarea
intracelulard, transcrierea genelor, activizarea unor enzime, apoptoza celulard, actiunea
bactericida in procesul de fagocitoza s. a.. Se defineste notiunea de status ,,redox”, — ca fenomen
fiziologic de mentinere a echilibrului dintre substantele cu potential de reducere si cele cu
potential oxidativ din celule, care mai este numit si echilibru oxido-reductor sau status
antioxidant.

Se face caracteristica sistemului antioxidant cu functii protective contra actiunii nocive a
radicalilor liberi de oxigen si produselor derivate ale acestora, cu componentele sale specifice
enzimatice si ne enzimatice din celule si mediul umoral. Se defineste notiunea de ,,stres
oxidativ”’, — ca fenomen fiziopatologic caracterizat prin intensificarea proceselor de oxidare
si/sau peroxidare a biomoleculelor si diminuarea capacitatii functionale a sistemului de protectie
antioxidantd a celulelor. Se descriu consecintele nefaste ale actiunii stresului oxidativ asupra
structurilor moleculare, subcelulare, celulare, tisulare si organismului in ansamblu. Sunt aduse
argumente, care confirma implicarea stresului oxidativ in patogeneza unui numar mare de
maladii la oameni §i animale. Se descriu modalititile si remediile care pot fi folosite in

prevenirea si combaterea stresului oxidativ la animale.
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Capitolul 2. Se descriu principiile metodologice si metodele de cercetare folosite, in
vederea aprecierii statusului antioxidant si elucidarii starii de stres oxidativ la vaci in perioada de
tranzitie (gestatie — parturitie — lactatie timpurie) si la vitei in primele luni de viata.

La organizarea experientelor s-a tinut cont de principiul analogiei In constituirea loturilor,
cu formarea obligatorie a lotului de referintd si intretinerea animalelor selectate in conditii
similare de nutritie si exploatare. In cadrul cercetirilor au fost utilizate metodele clasice, cum
este inspectia, termometria, auscultatia etc., Tn vederea stabilirii starii clinice a animalelor i
metode speciale, cum este electrocardiografia, in vederea stabilirii starii functionale a cordului.
S-au utilizat metode hematologice pentru determinarea indicilor morfologici ai sangelui, cum
este hematocritul, continutul de hemoglobina, numarul de eritrocite si leucocite. S-au utilizat
metode biochimice in vederea testarii profilului metabolic si parametrilor statusului antioxidant.

Statusul antioxidant a fost testat prin aprecierea a mai multor indici (markeri) pro- si
antioxidativi in plasma si in eritrocite, dintre care: a) activitatea enzimelor Superoxid dismutaza
(SOD), Catalaza (CAT), Glutation peroxidaza (GSH-Px) si Glutation reductaza (GR); b)
capacitatea antioxidativa totald (AAT), activitatea oxidativa totald (AOT) si continutul de
glutation redus (GSH); c¢) continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL) si dialdehidei malonice
(DAM). Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic prin metodele biometrice recomandate cu
utilizarea programului Excel.

Capitolul 3. In acest capitol se descriu rezultatele obtinute in vederea stabilirii dinamicii
statusului antioxidant la vaci sdnatoase si la vaci cu cetozd in perioada de tranzitie (gestatie-
lactatie) si lactatie timpurie (primele 2-3 luni). S-a studiat dinamica statusului antioxidant la vaci
in perioada de gestatie tardiva, perioada post-partald si in primele luni de lactatie.

La vacile sanatoase s-a stabilit intensificarea proceselor de formare a radicalilor liberi,
prin metode indirecte, pe baza acumuldrii produsului final al peroxidarii lipidelor (DAM) si
diminuarii rezistentei peroxidice a eritrocitelor (RPE), in primele zile dupa parturitie, urmata de
diminuarea cantitatii de DAM si cresterea RPE pe parcursul urmatoarelor 3-4 saptdmani.

La vacile cu cetoza spontana s-a stabilit, cd odatd, cu cresterea cantitatii de corpi cetonici
in organism (cetonuria) pe parcursul a primelor 2-3 luni de lactatie, creste cantitatea de DAM in
sange si scade RPE, ceea ce, in conditiile date atestd starea de stres oxidativ. Paralel cu
modificarile pato-biochimice la vacile cu cetozd in forma severa s-a stabilit diminuarea
pronuntatd a indicilor eritronului (Ht, Hb si eritrocite) pana sub limitele de referinta, la fel,
modificari clinice i anatomo-patologice asemanatoare cu cele descrise in asa-zisul ,,sindrom de

peroxidare”, reprodus experimental la animale de laborator.
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Capitolul 4. In acest capitol se descriu rezultatele evaluirii modalititilor de optimizare
ale statusului antioxidant la vaci in primele luni de lactatie prin utilizarea antioxidantului sintetic
Diludina si a premixului mineralo-vitaminic cu: Se, Cu, Co, Mn si Zn in forma anorganica,
vitaminele E si A, si metionina. Eficienta, Diludinei si a premixului mineralo-vitaminic s-a
monitorizat prin aprecierea dinamicii parametrilor statusului antioxidant (RPE, CAT, AAT,
AOT, DAM si HPL) si ai profilului metabolic, a indicilor eritronului, a starii clinice si a
productiei de lapte.

Analiza rezultatelor obtinute atesta, cd remediile utilizate contribuie la optimizarea si
stabilizarea valorilor indicilor statusului antioxidant, si favorizeaza starea de sanatate si
performantele productive ale vacilor in faza de debut a lactatiei.

Capitolul 5. In acest capitol se descriu rezultatele testirii suplimentului mineral
»Bioplex”, care contine Se, Cu, Zn si Mn in forma proteinata, in vederea optimizarii parametrilor
statusului antioxidant la vitei cu varsta de 2-6 luni. Eficienta produsului ,,Bioplex” s-a
monitorizat prin aprecierea parametrilor sistemului antioxidant (SOD, CAT, GR, GSH-Px,
AAT, AOT, DAM si HPL), a indicilor eritronului, a starii clinice si a sporului in greutate a
viteilor.

Tot in acest compartiment se descriu rezultatele cercetarilor efectuate in vederea stabilirii
variatiilor de varsta ale parametrilor statusului antioxidant (SOD, CAT, GR, GSH-Px, AAT,
AOT, DAM si HPL) in plasma si in eritrocite, la vaci in prima lactatie, in raport cu viteii de 1,5-
2,0 luni. S-a constatat, ca statusul antioxidant la bovinele de varsta mentionata, variaza in
concordantd cu intensitatea metabolismului acestora §i se caracterizeazd prin-un nivel mai inalt
al produselor de peroxidare (DAM si HPL) in sange la animalele mature. Dinamica celorlalti
indici rezuma in rapoarte, aparent controversate, exprimind complexitatea interdependentei
functionale a componentelor sistemului antioxidant, in asigurarea protectiei antiradical-
peroxidice a substratului biologic.

Concluzii generale si recomandari. Aceste compartimente includ concluziile generale
referitor la importanta SAO 1n asigurarea homeostaziei ,,redox” si complexitatea sa functionala;
aspectele fiziologice si patologice ale stresului oxidativ la vaci sandtoase si la vacile cu cetoza;
eficientd utilizdrii antioxidantului sintetic (diludind), a vitaminelor E, A, si metioninei, si a
oligoelementelor in calitate de modulatori ai statusului antioxidant la vaci in perioada de tranzitie
si de debut a lactatiei si la vitei cu varsta de 1,5-2,0 luni.

Concluziile si recomandarile, reflectd rezultatele obtinute in cercetarile realizate si

implementate in producere, si in procesul didactic.
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1. STRESUL OXIDATIV LA BOVINE, MODALITATI DE EVALUARE
SI COMBATERE

1.1. Notiunea de status antioxidant (,,redox™) si stres oxidativ

Functionarea stabila a organismului uman sau animal, de rand cu alte fenomene de
importanta vitala, depinde de stabilitatea echilibrului dintre procesul de formare a speciilor
reactive de oxigen (SRO) si eficienta sistemului de protectie antioxidantd (antioxidativa).
Cresterea formarii SRO sau scdderea nivelului de antioxidanti cauzeaza perturbarea acestui
echilibru - stare definita ca stres oxidativ [164, 85], care poate sa se manifeste la nivel de
anumite organe, sau sa afecteze intregul organism prin eliberarca de produse oxidate si
derivatilor SRO in sange.

Stresul oxidativ cauzeaza extinderea leziunilor oxidative si poate constitui inceputul
bolii sau si fie unul din mecanismele patogenetice importante in diverse patologii. In
concordantd cu teoria imbatranirii cauzate de radicalii liberi, acumularea acestora afecteaza
biomoleculele vitale, fiind astfel cauza majora a imbatranirii, iar stresul oxidativ poate facilita
aceasta cumulare [91].

Stresul oxidativ poate avea intensitate diferita si se poate manifesta chiar in conditii
fiziologice. Indeplinirea efortului fizic sau cresterea temperaturii corporale sunt exemple ale
stresului oxidativ fiziologic. Unele situatii de stres sunt legate de cresterea eliberarii adrenalinei
sau altor catecolamine care oxidandu-se genereazi formarea de SRO fiind un stres oxidativ. In
incercarea de a restabili echilibrul redox, organismul poate sa se adapteze la stresul oxidativ prin
modularea cantitatii de antioxidanti sau/si a enzimelor antioxidative [72].
la fel daunatoare. Excesul de antioxidanti exogeni poate diminua producerea celor endogeni,
limiteaza abilitatea fagocitelor de captare a patogenilor si interfereaza cdile de semnalizare
dependente de formarea SRO. Cauzele cele mai frecvente care provoaca patologii atat la om cat
si la animale, inclusiv la vaci, presupun declansarea stresului oxidativ in rezultatul deficientei de
antioxidanti (nutritia improprie inclusiv si dupa cantitatea de microelemente), in procesul
inflamator sau expunerea la actiunea pro-oxidantilor [131].

1.1.1. Caile de formare a speciilor reactive de oxigen si rolul lor biologic

Toate organismele multicelulare, inclusiv mamiferele si bovinele, in particular, se afla

intr-o dependenta criticd fatd de oxigen privind realizarea functiilor sale vitale. Majoritatea

tipurilor de celule isi acopera cea mai mare parte a necesitatilor in energie prin procesul de
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respiratie (modalitate biochimica de oxidare a lanturilor carbonice cu oxigen) care este cu mult
mai eficient decat procesul de glicoliza — filogenetic mai vechi.

Datoritd necesitatii de a respira mamiferele necesitd asigurare constantd cu oxigen, iar
organismul lor poate tolera lipsa de oxigen doar citeva minute, de aceea oxigenul este un element
vital. In acelasi timp, poate fi toxic pentru animale, cum ar in cazul expozitiei indelungate a
animalelor de laborator in mediu cu oxigen pur (100% oxigen), care duce la lezarea pulmonului
si care poate fi letala [180].

Molecula de oxigen in special, nu este reactiva, datorita structurii electronice deosebite —
a fi biradical (are doi electroni necuplati, pe doud orbite electronice) in forma sa atmosferica.
Aceasta configuratie electronica a moleculei de oxigen se numeste triplet. Necatand la aceasta,
molecula de oxigen poate reactiona cu diverse molecule prin transferul unui singur electron,
adici poate accepta un electron formand anionul superoxid-radical (O, + M — O, + M™)

Radicalul superoxid anion poate fi forma disociata a altui radical liber care se numeste
hidroperoxil (HO, <> O,” + H"). O parte din reactii constd in reducerea cu doi electroni a
moleculei de oxigen si formarea de peroxid de hidrogen. O altd alternativd este formarea
peroxidului de hidrogen din anionul superoxid prin dismutarea acestui radical. Aceasta reactie
(O + Oy + H" — Hy0, + O,) decurge spontan, dar poate fi catalizati de superoxiddismutazi
(SOD). Peroxidul de hidrogen H,0, (starea de oxidare formala a oxigenului) poate reactiona cu
ionii metalelor cum este Fe ** sau Cu ", formand radicalul hidroxil (H,0, + Fe** — HO ™+ "OH
+ Fe *). Aceastd reactie se numeste reactia Fenton [131].

Formele derivate ale oxigenului se numesc specii reactive de oxigen (SRO). Ele sunt mult
mai reactogene decat forma sa obisnuitd si reactionarea lor cu componentele celulare sau
extracelulare sunt responsabile pentru majoritatea actiunilor distrugatoare ale oxigenului. Nu
toate speciile reactive de oxigen, insa, sunt radicali liberi (tab. 1.1.).

Tabelul 1.1. Speciile reactive de oxigen (SRO), dupa [131]

Radicali liberi Forme neradicalice

e Oxigenul singlet (*O5)

e Peroxidul de hidrogen (H,0,)
Ozonul (O3)

e Acidul hipocloros (HOCI)

e Hipocloritul (OCI’)

e Acidul peroxinitros (HOONO)

e Peroxinitritul (OONO")

e Hidroperoxizii (ROOH)

. Superoxid anion (0
J Hidroperoxil (HOy)
o Hidroxil (OH")

. Peroxil (ROO)

. Alcoxil (RO)
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Sirul formelor reactive de oxigen este destul de lung. Include si ozonul (O3) prezent in
atmosfera. Reactionarea peroxidului de hidrogen cu anionul de clor, catalizatd de
mieloperoxidaza, produce acidul hipocloros sau anionul hipocloric (HOCI; OCI). Din
reactionarea oxidului nitric cu radicalul superoxid anion rezulta formarea de peroxinitrit (NO +
0O,” — OONO)), iar peroxinitritul este anionul acidului peroxinitros (HOONO «> H* + OONO)).
Peroxinitritul la fel ca si oxidul nitric si alti oxizi care contin gruparea NO,, pot fi la fel numiti ca
specii reactive de azot [59, 83].

Reactia speciilor reactive de oxigen cu moleculele organice poate fi urmata de formarea
altor radicali liberi sau a unor forme ale oxigenului, instabile si reactogene, care la fel pot fi
incluse in lista speciilor reactive de oxigen (tab. 1.1.).

Speciile reactive de oxigen sunt produse inevitabile ale metabolismului oxigenului.
Celulele trebuie si respire consumand oxigen, ceea ce necesiti aport constant de oxigen. In
acelasi timp, majoritatea componentelor celulare se afla in forma redusad si pot reactiona cu
oxigenul producand radicalul superoxid. Cei mai importanti reactanti, in acest aspect, sunt insa
componentele lantului respirator. De aceea, lantul respirator este sursa principala a radicalilor
liberi in celulele aerobe [131].

In lantul respirator coenzimea Q oscileazi intre forma oxidatid (ubichinon) si forma
redusa (ubiqinol), transferand echivalentii complexului I si II in forma redusa, in complexul 111 a
lantului respirator (de la NADH si FADH; catre citocrom C). Uneori se poate intampla ca forma
redusa a coenzimei (ubiginol) poate sa reactioneze cu oxigenul, incat, reactia de transfer a unui
electron, duce la formarea superoxidului [68, 122, 181].

Unele clase ale componentilor celulari cu masa moleculara mica pot reactiona la fel cu
oxigenul, producand superoxidul prin transferul unui electron in reactia de oxidare/reducere
[110] (tab.1.2.). Aceste substante pot fi componente ale enzimelor, sau alte proteine, iar in cazul
unor enzime superoxidul se formeaza ca produs al activitatii sale normale. Printre aceste enzime
se afla: xantinoxidaza, aldehidoxidaza, peroxidazele (inclusiv mieloperoxidaza si tiroid oxidaza),
nitric oxid sintetaza s.a..

Rolul xantinoxidazei este in special important. Aceasta enzimd este implicatd in
catabolismul purinelor, oxidand hipoxantina in xantina si xantina in acid uric; la fel poate oxida
aldehidele, este prezenta in tesuturi mai mult ca xantindehidrogenazad (transferand electroni catre
NAD"). De aceea, poate fi convertiti in xantinoxidazi in ischemie tisulari. Trecerea
xantindehidrogenazei in xantinoxidaza care produce superoxidul dupa contactul cu oxigenul, este

privit ca un mecanism major in afectarea tesuturilor prin ischemie — reoxigenare [112, 89].
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Fierul din componenta hemului la fel este obiectul autooxidarii. Acest proces este
important, in special, pentru hemoglobina si mioglobina. Oxidarea hemoglobinei (contine hem —
Fe?*) se soldeazd cu formarea methemoglobinei (hem — Fe®"), incapabild sa fixeze oxigenul.
Cantitatea acestuia, estimata la circa 3% din hemoglobina celulelor rosii la om (aparent similara
si 1n eritrocitele altor mamifere) este subiectul autooxidarii (care este trecut in forma redusa de
catre methemoglobin reductaza), fiind o sursa considerabild de superoxid in eritrocite [94, 154].

Tabelul 1.2. Componentele care se autooxideaza producand superoxidul

e Aldehidele (inclusiv glicerolaldehid)

e Glucide reduse (inclusiv glucoza)

e (Catecolaminele (adrenalina, noradrenalina si dopamina)

e Tetrahidropteridinele (cofactorul nitric oxid sinzetazei, fenilalanin hidroxilaza si
tiroxin hidroxilaza)

e Flavinele si componentele asemanatoare lor care contin forma redusa a FAD si FMN

e Forma redusi a NAD" si NADP*

e Jonii metalelor de tranzitie (F ez+, Cu’, M02+, alte forme care contin Fez+)

e Tiolii (incl. rezidurile de cisteind din proteine)

Multe substante stradine pentru organism (xenobiotice) pot sa se oxideze. Ele sunt reduse
inapoi de catre oxidazele celulare §i pot intra in urmatorul ciclu de autooxidare/reducere. Pe
calea ciclului redox o molecula de xenobiotic poate produce multe molecule de superoxid.
Exemple tipice ale ciclului redox al xenobioticelor sunt erbicidele paraquat si diquat care sunt
toxice pentru animalele care le ingera [76].

Factorii fizici ai mediului, cum este radiatia ionizanta si ultrasunetul la fel pot contribui
la producerea SRO; totodata, cind conditiile expozitiei nu depasesc limitele fiziologice ei nu
constituie sursa importantd de SRO in organism [100].

SRO nu sunt numai daunatoare. Ele se formeaza, mai intai de toate, in scopul apdrarii
contra patogenilor. Fagocitele contin in plasma enzima membranara NAD(P)H oxidaza, care
dupa stimularea acestor celule produce o mare cantitate de superoxid. Acest radical si alte SRO
formate de el omoard patogenii. Insi, supraproducerea lui in focarele inflamatorii, unde
macrofagii si polimorfonuclearele sunt atrase, poate afecta si celulele gazda. Aceasta ar fi
explicatia prin Ce inflamatia este periculoasa [107, 187].

Numeroase studii demonstreaza cd nu numai fagocitele, dar si alte celule inclusiv

fibroblastele, limfocitele B si celulele endoteliale exprima activitate NAD(P)H oxidazica
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similard cu cea a fagocitelor, dar ceva mai joasa. Aceste celule produc superoxidul (indirect si
alte SRO) in scopul semnalarii [134, 136].

Nivelul mic de SRO pot stimula proliferarea celulara, stimularea functiei spermei, a spori
activitatea ciclooxigenazei si lipooxigenazei [64, 84, 105].

Ei pot media actiunea unor hormoni cum este angiotenzina sau factorul de crestere [106,
184], dar este cunoscuta si implicarea lor in stimularea fosforilarii proteinelor [172].

Un anumit nivel fiziologic de SRO este important pentru reglarea functiilor celulare, cum
este semnalarea intracelulard, activarea transcriptiei, proliferarea celulara, inflamatia, apoptoza
etc.. In caz de exces, fatd de capacitatea de neutralizare-tampon a celulei, SRO vor avea efecte
negative potential citotoxice [9, 110, 3].

1.1.2. Actiunea distrugatoare a speciilor reactive de oxigen (SRO)

SRO pot reactiona cu toate clasele de molecule biologic importante, cauzand schimbari
nedorite din punct de vedere fiziologic, ale propriului metabolism. Aceste reactii deseori sunt
reactii de oxidare cauzate de oxidarea necontrolabild ceea ce sporeste formarea de SRO.
Proprietatile individuale ale SRO difera semnificativ prin capacitatea sa de a reactiona cu alte
molecule [131].

Radicalul superoxid anion poate reactiona cu gruparea — SH, inactivand proteinele functia
carora depinde in mod critic de aceste grupe, iar cele doua efecte biochimice foarte periculoase
pot fi: inactivarea clasterilor de FeS in proteine, cum ar fi aconitaza si fumaraza [102] si
producerea de peroxinitrit. Reactia decurge prin consumarea oxidului nitric care este un factor
major al vasodilatatiei responsabil de mentinerea presiunii (joase) sanguine. Scaderea
concentratiei de oxid nitric cauzeaza hipertensiune [179].

Peroxidul de hidrogen nu este reactogen ,,in sine”, reactiile cu el decurg mai incet decat
ale superoxidului, dar in contrariu cu superoxidul el penetreaza usor membranele celulare. El
poate reactiona cu ionii de metale prin reactia Fenton, formand SRO mai periculoase, cum este
radicalul hidroxil (OH’), capabil sa reactioneze rapid cu alte molecule care il inconjoara.
Reactivitatea lui nu este specifica si durata de viata este foarte scurta. Acest radical este una din
speciile responsabile de peroxidarea lipidelor, oxidarea proteinelor, hidratilor de carbon,
moleculelor mici si componentelor acizilor nucleici [118].

Hipocloritul §i peroxinitritul sunt mai putin reactivi ca radicalul hidroxil, dar
demonstreaza un spectru larg de reactivitate. Rata mai joasa a reactivitatii lor este conditionata
de difuzia Inceata din locul formarii. Ei pot oxida moleculele, initiind peroxidarea lipidelor si

afectarea oxidativa a proteinelor, iar hipocloritul este un agent al clorinarii, pe cind peroxinitritul
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poate induce nitrarea si nitroXilarea moleculelor. Modificarile moleculare ale reactionarii cu
proteinele este formarea clorotirozinei si nitrotirozinei respectiv [52, 192].

Oxigenul singlet este un oxidant generat de fotoexcitarea oxigenului triplet, de aceea,
formarea lui este importantd in organele expuse luminii (pielea). Formarea oxigenului singlet
este crescutd pe fonul componentilor fotosenzitivi; ei absorb energia luminii care cauzeaza
excitarea lor, iar moleculele fotoexcitate reactioneaza prin transferul energiei de excitatie catre
oxigenul triplet generand oxigenul singlet.

Peroxidarea lipidelor este un proces indus de SRO. Acest proces odata initiat, poate
decurge in ciclu reproducand un numar mare de produse. Printre acestea sunt aldehizii, care
difuzeaza la distante mari §i pot fi agenti distrugatori secundari. Aldehizii reactioneaza cu
grupele tiolice si aminice, de aceea, ei pot afecta proteinele si bloca grupele aminice ale ADN-lui

manifestand efect mutagenic si cancerogen [82, 86].

1.2. Componenta sistemului de protectie antioxidanta si modalititi de evaluare ale acestuia
Organismele aerobe sunt echipate cu diverse mijloace de aparare contra reactiilor de
oxidare nedorita cauzata de SRO constituite din molecule cu masa mica si proteine (tab. 1.3.)

Tabelul 1.3. Cei mai importanti antioxidanti cu masa moleculara mica, dupa [131]

Hidrofili Hidrofobi
e Glutationul (GSSH) o Tocoferolii si tocotrienolii (Vit. E)
e Acidul ascorbic (Vit. C) o Carotenoizii
e Acidul uric ) Coenzima Q
e Carnosina o Acidul lipoic
e Anserina o Bilirubina
e Fenolii din plante o Melatonine
e Antocianinele o Hormonii estrogeni

o Fenolii din plante

1.2.1. Mecanismele neenzimatice de protectie antioxidativa

Independent de mecanismele prooxidative descrise anterior [130], existd mai multe
sisteme antioxidative care inhibd oxidarea biologica. Cu aceste sisteme antioxidative trebuie sa
fie asigurate fluidele si structurile subcelulare. Stresul oxidativ poate fi stopat, prin inhibarea
moleculelor activate, de cétre sistemul antioxidativ de protectie constituit din vitamina A,
vitamina C, vitamina E, riboflavina, carotenoizi, acid uric, acidul fulvic, bilirubina, glutation,

coenzima Q si albumine [160].
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Sunt cunoscute mecanismele neenzimatice ale antioxidantilor ca captatori ai radicalilor
liberi si ionilor metalelor de tranzitie, de sechestrare a ionilor de metale de catre ceruloplasmina
si metalotioneine.

Antioxidantii sunt compusi chimici care reduc radicalul superoxid anion (O3’) pana la
forma de peroxid de hidrogen, care la randul sau este rapid descompus de citre catalaza (CAT) si
peroxidaza (GSH-Px) [156]. Cei mai importanti antioxidanti cu masd moleculara mica sunt
acidul ascorbic, vitamina E si glutationul redus [120].

Antioxidantii cu masa moleculard mica prezenti in celule si fluidele extracelulare sunt
componenti hidrofobi (in membrane celulare) si hidrofili (in compartimentele lichide).
Tripeptidul glutation (gama-glutamil-cisteinil-glicin) este principalul antioxidant hidrofilic
intracelular, concentratia sa in afara celulelor este foarte mici. In plasma sanguini acidul
ascorbic si acidul uric sunt mai importanti. Principalii antioxidanti hidrofobi sunt tocoferolii,
carotenoizii, coenzima Q (in forma redusd) si bilirubina. Rolul antioxidant al melatoninei se
studiaza, dar nivelul fiziologic al hormonului este prea mic pentru a juca un rol semnificativ in
protectia antioxidanta [123, 142].

De mentionat cad antioxidantii cu masa moleculard mica dupa provenienta sa sunt in
majoritate sau exclusiv de origine nutritionala. Acest aspect este important pentru erbivore, in
special, pentru rumegatoare. Plantele furagere contin numerosi flavonoizi care au diverse actiuni
biologice, printre care si ca antioxidanti. Acestea contribuie semnificativ la mentinerea statusului
antioxidant la vaci la nivel adecvat [183, 194].

Acidul ascorbic are proprietati antioxidative si pro-oxidative. Ca antioxidant acidul
ascorbic este oxidat panad la acid dehydroascorbic in prezenta ionilor de Cu?*. Este demonstrat, cd
ascorbatul protejeaza eritrocitele bovinelor de hemoliza cauzata de t-butil hidroperoxid (t-BHP)
si oxihemoglobina de oxidare in methemoglobina de catre t-BHP. Acidul ascorbic rdmane a fi un
subiect interesant al cercetarilor, desi a fost descoperit mai multi ani in urma. De interes este
abilitatea lui de a minimaliza influenta ddundtoare a factorilor de mediu asupra metabolismului.
Aceasta proprietate unica in felul sau, rezulta din abilitatea acidului ascorbic de a trece usor din
forma redusa in forma oxidata si vice-versa. Aceasta moleculd in concentratii mici lucreaza ca un
antioxidant in metabolismul celular. Totodata, acidul ascorbic poate accelera formarea
radicalului hidroxil din peroxidul de hidrogen in prezenta ionilor metalelor in forma redusd. A
fost dovedit, cd vitamina C impreuna cu ionii de Fe si Cu, sau cu peroxidul de hidrogen poate
influenta declansarea peroxidarii lipidelor prin reactia de tip Fenton [129].

Toate animalele, cu exceptia maimutelor, porcului de Guineea si omului, au abilitatea de

a sintetiza acidul ascorbic. Sinteza acidului ascorbic se face din acidul glucuronic. Concentratia
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acestor indici in serul sanguin la bovine nu este stabild, ea variaza In dependenta de abilitatea
ficatului de a absorbi si sintetiza vitamina C. Totodata, sunt cunoscuti mai multi factori care
afecteaza biosinteza vitaminei C. Biotina accelereaza procesele de biosinteza. Pe cind, acizii
grasi volatili (acidul propionic, acid butiric si acidul acetic) au abilitatea de a descreste absorbtia
acidului ascorbic, efect similar o are si dieta bogata in hidrati de carbon [146].

Vitamina E are proprietiti antioxidative putin mai joase decat vitamina C. Vitamina E
este liposolubild, de aceea, proprietatile sale antioxidative sunt observate in special in
membranele celulare. Vitamina E este activa numai la concentratii mari ale peroxizilor lipidici.
in procesul de oxidare, atomul de hidrogen se dezlipeste de la grupul hidroxil si molecula se
transforma in radicalul tocoferil, iar cu ajutorul acidului ascorbic acest radical trece prin reactia
de inversie [164].

Glutationul redus, in special, grupele tiolice elimina peroxidul de hidrogen si radicalul
hidroxil, superoxid anion, alcoxil si hidroperoxiziii din celule [137]. Concentratia majora de
glutation se afld in mitocondrii. In celuld glutationul indeplineste mai multe functii-chee: sinteza
acizilor nucleici si proteinelor, dezvoltarea si proliferarea celulelor, reglarea mortii programate a
celulelor, reglarea imuna, transportul aminoacizilor, metabolismul xenobioticilor s.a. [161].

Ca ,,maturatori” ai radicalilor liberi se considera bilirubina, biliverdina, carnozina,
adrenalina, acidul uric, etanolul, butanolul, manitolul si glucoza. Majoritatea dintre ei au
abilitatea de a ,,matura” radicalii hidroxil din celule, de a le proteja de afectarea oxidativa prin
donarea atomului de hidrogen al radicalului peroxil, vitaminei C si carotenoizilor [59].

Ionii metalelor de tranzitie — Zn, Mn, Cu si Fe (cele mai raspandite in organism) iau
parte la transferul de electroni cétre diverse macromolecule cum sunt proteinele, lipidele si acizii
nucleici. Tonii metalelor de tranzitie sunt inclusi in centrele catalitice ale enzimelor, cum ar fi
SOD; ei sunt atasati (legati, lipiti) de proteine sau agenti biochimici de chelatare cu masa
moleculard micd, sau se afld in forma liberd; pe de asupra, elementele mentionate i-au parte la
protectia contra influentei oxidative a oxigenului prin cresterea activitatii enzimelor, ,,maturarea”
radicalilor de oxigen, inhibarea oxigenului molecular singlet, descresterea ratei proceselor
prooxidative i utilizarea ionilor de metale in canalizarea disproportionarii O, [124, 59].

Cuprul neatasat de proteine in forma de ion (Cu2+) poate avea efect ddundtor pentru
organism, deoarece creste abilitatea de formare a radicalilor liberi. Lipsa proteinelor de atasare a
ionilor de Fe in creer, fac acest tesut foarte sensibil la cresterea concentratiei de Fe. Excesul
ionilor de fier (Fe?*) care catalizeazi reactia tip Fenton si alte asemdndtoare poate provoca

afectarea acizilor polinesaturati [63].
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Sechestrarea ionilor metalelor de tranzitie stopeazad capacitatea unor ioni de metale, cum
ar fi Cu®* de a participa in reactia de tip Fenton (Cu* + H,0; — HO" + Cu™ + HO") si tip Haber—
Weiss (H,0 ,+ O,"— O, + HO™ + HO). Astfel sechestrarea ionilor metalelor de tranzitie de catre
unul din sistemele de aparare a celulelor, protejeaza celulele impotriva generarii radicalilor
hidroxil (HO') [130].

Cuprul care nu este implicat in reactiile de tip Haber-Weiss este depozitat in proteinele
de rezerva cum ar fi ceruloplasmina si metalotioneinele. Sechestrarea ionilor metalelor de
tranzitie de catre sistemele protectoare asigura evitarea cresterii excesive a concentratiei de Cu si
Zn 1n serul sanguin. Se asigurd controlul homeostaziei Cu si Zn in organism si disponibilitatea
lor pentru diverse reactii chimice [69]. Totusi, anionul superoxid-radical in prezenta H,O; si
ionilor metalelor de tranzitie sechestrati, cum este cuprul, formeaza radicalul hidroxil, care este
periculos pentru structurile subcelulare.

Ceruloplasmina (CP) este o proteina sintetizata in ficat care are proprietatea de a
,matura” radicalii liberi. Ceruloplasmina poate fi un indiciu al deficientei de cupru chiar si in
faza subclinica, in contrast cu SOD, care chiar si In concentratii mari nu indica tulburari
functionale a celulelor [182, 127]. Molecula de CP contine 6-8 atomi de Cu, de aceea, este
capabila sa fixeze 60-72% din cuprul din plasma. Aceasta proteina este sintetizata de hepatocite,
de aceea are o activitate inalta extracelulara si foarte mica activitate intracelulara [150].

CP este responsabila de transportarea Cu catre tesuturi, joacd un rol in oxidarea Fe?" in
Fe’* i ca antioxidant, de aceea, poate modula procesele inflamatorii. Aceasti proteind
accelereaza oxidarea si incorporarea a 4 atomi de Fe in transferind, de aceea ea diminueaza
activitatea prooxidativa totala [86]. Cuprul impreund cu Zn au abilitatea de a spori concentratia
CP in sange la vaci. CP poate fi un factor important in absorbtia Cu la vaci si in evaluarea starii
de sanatate [132].

Metalotioneinele (MT) sunt proteine cu greutate moleculara mica. Ele sunt constituite
din aminoacizi cu aproximativ 20 grupe cisteinil. Metalotioneinele pot lega usor diferiti ioni cum
ar fi Cu?*, Zn?* si Fe**, asigurand protectia contra excesului de oligoelemente [80, 96].

Cresterea concentratiei de Cu si Zn in furaje este nsotitd de imbunatiatirea mecanismelor
de protectie antioxidativa, prin cresterea continutului de metalotioneine in ser, gratie prezentei de
grupe tiol Tn moleculele. Acestea au abilitatea de a reactiona cu anionul superoxid radical,
radicalul hidroxil, pe care ii ,,matura” [59].

1.2.2. Mecanismele enzimatice de protectie antioxidativa
Superoxid dismutaza (SOD) este o enzima foarte stabila si destul de utilizata pentru

analize biochimice. Diverse stari de boala se caracterizeazd prin diferit nivel al activitatii
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acesteia. Este cunoscut ca activitatea SOD se intensifica la cresterea concentratiei de oxigen in
tesuturi si fluidele constituitive, sau in procese inflamatorii a diferiotr organe, cum este ficatul,
articulatiile, glanda mamara, in leucemie, boli ale sistemului cardiovascular, diabet zaharat,
afectiuni musculare ale sistemului respirator, ale sistemului nervos central, rinichi si testicule
[135]. Cresterea activitatii SOD a fost observata sub influenta cresterii concentratiei de Cu, Zn si
a oxigenului, si in caz de inflamatie [128].

Activitatea SOD descreste in boli reumatice, anemie si disfunctii imunologice. Mai mult
ca atat, in caz de deficit nutritional de Cu la vaci, creste susceptibilitatea lor la infectii si apar
tulburari reproductive. De aceea, masurarea activitdtii SOD 1n eritrocite poate fi utilizata pentru
diagnosticarea hipocuprozei la vaci [182, 124].

Cu ajutorul SOD, speciile reactive de oxigen sunt ,maturate” din celule prin
disproportionare (O, + Oy + 2H" —»H,0, + O,). ITonii de Cu, Zn Mn si Fe sunt considerati
activatori ai SOD-ei, deoarece specificitatea tipurilor de SOD, depinde de prezenta acestor
metalele. Astfel, Cu-, Zn-SOD este enzima citozolica din celulele eucariote, iar Fe-SOD se
gaseste 1n bacterii. Mn-SOD este prezenta in mitocondriile celulelor eucariote si in citozolul
celulelor procariote. Mai mult decét, atat existd o dismutaza Cu-Zn dependentd asociatd cu
carbohidratii de la suprafata celulelor de la mamifere, de aceea deseori este atidrnatd la SOD
extracelulard. Mecanismul de dismutare constd in catalizarea radicalului anion superoxid in
peroxid de hidrogen. In prima faza, anionul superoxid reduce ionul de metal din enzima urmat de
eliberarea oxigenului molecular (SOD-Me + O," — SOD .Me "* + Q,), iar in a doua faza,
anionul superoxid oxideaza ionul de metal (SOD-Me™* + O,” + 2H — SOD — Me" + H,0,)
[131].

Glutation peroxidaza (GSH-Px), reprezentant tipic al peroxidazelor, se afld in
concentratie mare n citozol si in concentratie mica In mitocondrii. Sunt cunoscute doua tipuri de
glutation peroxidaze: Se-dependente si Se-independente. GSH-Px catalizeaza reactia dintre
peroxidul de hidrogen si glutation, prin formarea de bisulfit de glutation si apa (2GSH + H,0;, -
GSSG + 2H,0), unde GSH - glutationul redus si GSSG — glutationul oxidat. Activitatea
peroxidazica consta in inlaturarea peroxidului de hidrogen. Pe parcursul reactiei catalizate de
GSH-Px are loc reducerea Se™ in Se? din centrul catalitic legat cu glutation [63].

Subiectul multiplelor studii este activitatea GSH-Px in sange, ca unul din componentele
majore ale sistemului antioxidant la vaci. Ea este unica enzima Se-dependenta care face parte
din sistemul antioxidant si protejeazd celulele fata de stresul oxidativ. Totodatda GSH-Px

hidroperoxid-fosfolipidica metabolizeaza hidroperoxizii acizilor grasi aflati in fosfolipide si
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seleno-proteina P sintetizata in ficat si secretata in plasma, care indeplineste functia de proteina
de transport a seleniului [71].

Catalaza (CAT) este proteina Fe-dependenta localizata in peroxisomi. Catalazele sunt
proteine care contin grupul hem legat cu un atom de Fe in forma oxidata de gradul III. Un mol de
proteind contine patru atomi de fier. Descompunerea peroxidului de hidrogen este dependenta de
activitatea catalazei care creste in special (2H,0, (CAT) —2H,0 + 0,). Cand activitatea
catalitica a acesteia este joasd, peroxidul de hidrogen este descompus de catre peroxidaza.
Necatand la similitudinea functiilor catalazei si peroxidazei, ele au o structurd moleculard
diferita. Activitate mare a acestei enzime s-a constatat in sange, ficat si rinichi [46].

Reductazele au abilitatea de a regenera substraturile destinate regenerarii. Un exemplu
din acest grup este glutation reductaza (GR), care reduce glutationul oxidat. Aceastd enzima
este localizata in citozol si mitocondrii. Flavin reductaza se gaseste in eritrocite si hepatocite,
catalizeaza reducerea flavinului oxidat, in prezenta NADPH. O sarcind similard o indeplineste
dehidroascorbat reductaza in celule vegetale [59].

Antioxidantii pot fi divizati in trei grupe: prima (SOD, GSH-Px, catalaza), a doua
(vitaminele C si E, beta caroten, albumina, bilirubina si acidul uric) si a treia grupa de
antioxidanti cum ar fi biomoleculele mecanismelor de restabilire, inclusiv a celor de restabilire a
ADN si metionin sulfoxid reductaza [182].

1.2.3. Evaluarea statusului antioxidant prin determinarea markerilor oxidativi si
antioxidativi

Starea bund de sanatate si productivitatea inaltd este rezultatul echilibrului dintre
procesele prooxidative si antioxidative in fluide si la nivel celular. Prin ridicarea nivelului de
vitamine $i oligominerale (inclusiv din grupul de antioxidanti) in furaje la animale, inclusiv si la
vaci, se poate asigura controlul statusului antioxidativ din celule si fluidele organismului.

Evaluarea starii de sanatate a vacilor si eficientei metodelor de prevenire pot fi obtinute
cu ajutorul mai multor indici: SOD, GSH-Px, activitatea totalda antioxidanta, ceruloplasmina,
acidul ascorbic, vitamina E, carotenoizii si nivelul de Cu, Zn, Mn si Se. Cand animalele sunt
sandtoase, antioxidantii pot avea rolul de prevenire contra influentei nefavorabile a oxidarii
biologice. Statusul de sdndtate si productivitatea inaltd este rezultatul echilibrului dintre statusul
antioxidativ si prooxidativ. Functionarea corecta a mecanismelor de apdrare previne acumularea
de radicali liberi stopandu-i pe acestea si captand SRO din celule [131].

Activitatea sumara a tuturor moleculelor mentionate, din plasma, constituie statusul
antioxidant. Studiile efectuate demonstreaza o corelatie pozitiva dintre statusul antioxidant si

continutul tuturor moleculelor de antioxidanti din plasma sanguind. De aceea, este importanta
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estimarea statusului antioxidant total, folosind testul ,,Randox”, care evaluecaza activitatea
antioxidanta a sangelui [120].

Antioxidantii inhiba moleculele activate si reactiile de formare a radicalilor liberi 1n lant.
Moleculele biologic active din ratia vacilor sunt foarte importante pentru mentinerea statusului
antioxidant, cum ar fi, de exemplu, carotenoizii depozitati in special in ficat. Aceste molecule
sunt destul de eficace in inhibarea oxigenului molecular singlet si oxigenului triplet care poseda
proprietati oxidative foarte pronuntate [120]. A fost observat ca retinoizii si tocoferolii previn
oxidarea fosfolipidelor si lipoproteinelor din plasma [117].

Posibilitatea determinarii reactiilor antioxidative a componentilor plasmei sanguine este
teoria moderna stiintificd a cercetdrilor in vivo §i in vitro. Sunt cunoscute cateva metode de
estimare a nivelului statusului antioxidant in plasma sanguind. Cele mai importante metode sunt
TRAP (total Radical Trapping Parameter), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) si
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) [153, 191].

Tabelul 1.4. Indicii pentru determinarea statusului pro- si antioxidativ, dupa [85]

¢ Antioxidant enzimatic:
e Marker antioxidant: Superoxid dismutaza (SOD)
Capacitatea antioxidantd hidrofila a plasmei Glutation peroxidaza (GSH-Px)
Capacitatea antioxidanta lipofila a plasmei Catalaza (CAT)
e Antioxidant hidrofil:
e Marker oxidant: Acidul ascorbic
Peroxizi lipidici Glutationul redus (GSH)
Proteine oxidate Glutationul oxidat (GSSG)
Dialdehida malonica (DAM) e Antioxidant lipofil:
Vitamina E
-caroten etc.

Perioada de activitate a SRO este foarte scurtd, de aceea este dificil de masurat
concentratia lor. Concentratia lor poate fi masuratd indirect, prin stabilirea concentratiei de
ca concentratia peroxizilor lipidici se raporteaza la concentratia aldehizilor, in particular, a
dialdehidei malonice (DAM). DAM este produsul final al descompunerii peroxizilor lipidici. De
aceea, concentratia DAM poate fi folositd ca indiciu al procesului de peroxidare a lipidelor.
Continutul Tnalt de aldehide in lichidele organismului sugereaza un grad inalt al stresului
oxidativ [128].

Este dificil sa pui in evidentd un stres oxidativ in mod direct deoarece SRO au o viata
extrem de scurtd. Tehnicile de dozare a radicalilor sunt complexe, costisitoare si dificil

realizabile in practica. De aceea, produsele oxidarii, numite markeri oxidativi sunt utilizati
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pentru a determina indirect si a cuantifica stresul oxidativ in organism. In plus antioxidantii pot fi
dozati pentru o eventuald constatare a carentei sau dezichilibrului intre anti- si pro-oxidanti
[131].

Aplicarea practica, pe teren, a acestor metode nu este posibila, deoarece determinarea
markerilor oxidativi si antioxidativi se poate face numai intr-un laborator dotat. Atentie deosebita
trebuie acordata prelevarii probelor si respectarii prescriptiilor de centrifugare, conditiilor de
temperatura in timpul transportarii si realizarea analizei in detalii adecvate [85]. Problemele
evaluarii sistemului antioxidant sunt legate si de lipsa metodelor standardizate, de aceea sunt
putine date publicate referitor la valorile de referintd ale antioxidantilor in plasma sanguind
[101].

1.3. Impactul stresului oxidativ si modalititile de prevenire ale acestuia
1.3.1. Consecintele stresului oxidativ la nivel celular

SRO sunt implicate, atat la oameni cat si la animale, in patogeneza unui numar mare de
maladii cum ar fi: distrofia ganglionilor, meningita, artrita reumatoida, distrofia musculara,
glomerulonefritele, vasculitele, dermatitele, ulcerul gastric si duodenal, pancreatitele, carcinoma
intestinald, hepatitele, hipertiroidismul, imunodeficienta, cancerul, arterioscleroza, diverse boli
cardiovasculare, ischemia cerebrala, boala spongiforma a bovinelor si altele [168, 151].

Multe procese oxidative sunt incd neexplorate, dar, fard indoiald ca peroxizii lipidici
cauzeaza inactivarea enzimelor celulare si mitocondriale, denaturarea proteinelor, lezarea
membranelor celulare si moartea celulelor [109]. Afectarea lipidelor, proteinelor, acizilor
nucleici si hidratilor de carbon din celula, cauzeaza la randul sau degenerarea elementelor
subcelulare [175].

Peroxidarea lipidelor este extrem de periculoasa pentru membranele celulare. Procesele
de peroxidare incep prin reactiile radicalice, de exemplu, acizii polinesaturati pot fi transformati
de catre oxigenul singlet in forma de hidroperoxid (lipid-OOH). Alti radicali liberi pot
descompune hidroperoxizii in radicali mai reactogeni, cum sunt cei oxialcoolici (lipid-O), iar
acestea contribuie la extinderea distrugerilor in structurile lipidice celulare pana la formarea de
dialdehid malonic (DAM). Descresterea concentratiei de DAM 1in serul sanguin, indica
descresterea proceselor de peroxidare obtinuta in cazul suplimentarii de cupru la taurasi [130].

Afectarea ADN de catre radicalii liberi este foarte periculoasa pentru celule, deoarece
poate fi insotita de efecte mutagene si cancerogene [126].

Inducerea de catre SRO sau alte substante reactogene a diverselor modificdri a
proteinelor este implicata in procesul de Tmbatranire si in patogeneza bolilor de varsta [167].

Responsabil pentru (modificarea) oxidarea proteinelor deseori este radicalul hidroxil (OH"), sursa
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majord a caruia la animale sandtoase este reducerea peroxidului de hidrogen. Ionii metalelor de
tranzitie cum este Fe™™" si Cu™ sunt principalele componente ale acestei reduceri. De aceea,
oxidarea proteinelor depinde de reducerea Fe*"" in Fe™* urmati de formarea H,0,.

Este cunoscut ca radicalul hidroxil se formeaza la concentratii inalte de ionii metalelor si
H,0,. In asa caz radicalul hidroxil poate modifica aminoacizii proteici si pe rand, poate cauza
fragmentarea sau agregarea lanturilor polipeptidice. Pe de altd parte, in concentratii normale a
ionilor metalici si peroxidului de hidrogen se formeaza cantitati mici de radical hidroxil.
Radicalul hidroxil se atageaza de proteine in locurile de fixare ale metalelor. Actiunea daunatoare
a radicalului hidroxil se refera numai la reziduurile de aminoacizi din lanturile polipeptidice si la
proteinele cu locuri asemanatoare. Este constatata acumularea modificarilor oxidative ale
proteinelor cu ionii metalelor de tranzitie odatd cu Tmbatranirea. Mai mult ca atat, s-a observat ca
existd cresterea concentratiei de cupru in plasma odata cu inaintarea in varsta [163].

Stresul oxidativ se caracterizeaza prin cresterea concentratiei de radicali liberi cu durata
de existentd scurtd si reactivitate chimica inalta. In general, este clar, ca ionii unor metale joaca
un rol crucial in mecanismul de declansare a stresului oxidativ [131].

1.3.2. Impactul asupra functiei de reproductie si a dezvoltarii fetusilor

Fenomenele de formare a radicalilor liberi pot influenta diverse procese fiziologice la
animale cum este reproductia, dezvoltarea fizica, eficienta utilizarii nutreturilor, la fel si calitatea
produselor obtinute. Intensificarea acestor fenomene poate fi provocatd de numerosi factori
stresanti: nutritionali, fizici, emotionali sau infectiosi, pe parcursul intregii perioade de
dezvoltare a organismului, incepand, chiar de la formarea gametilor. Pana in prezent, studiile
referitoare la efectele stresului ignora, deseori, procesele de formare a radicalilor liberi [56].

Pentru medicina veterinara aceste fenomene (radicalice) au o importanta deosebitd, mai
cu seama, in studierea patologiilor legate de perioda de parturitie, Sau mai bine zis perioada de
tranzitie de la gestatie la lactatie (trei saptamani pana la parturitie si trei saptamani dupa).
Problemele intalnite in aceasta perioada la vacile de lapte (retentiile placentare, edemul ugerului,
mamitele, febra vitulera, imunodeficientele, mai tarziu si infertilitatea) constituie in jur de 40-
50% din toate patologiile inregistrate la vacile de lapte pe parcursul ciclului de lactatie-
reproductie [145, 92].

Fenomenele de formare a radicalilor liberi legate de gestatie, parturitie sau lactatie
provoaca diminuarea rezistentei organismului si predispunerea lui cétre diverse patologii. Exista
o corelatie dintre diminuarea potentialului antioxidant al sangelui catre sfarsitul gestatiei si
frecventa patologiilor, bazata pe faptul, ca aportul zilnic de 1000 Ul de vitamina E pe parcursul a

ultimilor 40 zile de gestatie aduce la scaderea incidentei retentiilor placentare. De aceea, drept
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prioritate se considera aportul optimal de vitamine in aceasta perioadd prin furage de calitate
bund, sau prin suplimentarea alimentara [144].

Aportul exogen de compusi cu actiune antiradicalicd (vitamina E, Se), in perioada de
estrus, pot ameliora performantele reproductive ale femelelor. O administrare intramusculara de
500 mg vitamina E si 50 mg de seleniu, la 30 zile dupa fatare, poate ameliora fertilitatea la
vacile aflate intr-un mediu nestresant, dar acest aport este insuficient pentru a inlatura dereglarile
de reproductie la animale aflate in conditii defavorabile [54].

Radicalii liberi sunt implicati si in procesele de multiplicare si diferentiere a diferitor linii
celulare la embrion. O ameliorare a dezvoltarii embrionulor, in vitro, a fost constatatd in urma
expunerii lor, in faza de gameti, actiunii controlate din partea radicalilor liberi [162]. Totodata,
supraexpunerea fetusilor actiunii radicalilor liberi de oxigeni poate provoca leziuni ale ADN-lui
si aparitia la ei a malformatiilor [99].

Adaptarea nou-nascutilor la noile conditii, care pentru ei sunt stresante nu este
determinata in totalitate de potentialul sau genetic sau de perioda fetald. La nastere capacitatile
lor de sintezd a vitaminelor si enzimelor care fac parte din sistemul de protectie antiradicalica
sunt mult diminuate. Resursele initiale de aparare le formeaza glutationul, vitamina C, vitamina
E, carotenoizii stocati in tesuturi sau ingerati prin colostru sau cu laptele. Aportul exogen de
acesti compusi amelioreaza sanatatea si dezvoltarea animalelor [142].

Suplimentarea substituientilor de lapte cu vitamina E si vitamina C are efecte pozitive
proportionale cu doza utilizata si In dependenta de starea fiziologica a animalelor, de aceea
deseori este nevoie de aport important. Totodata, S-a constatat, ca intretinerea viteilor in custe
individuale favorizeazad diminuarea continutului de vitamina C si a statusului imun, pe cand
intretinerea lor in padocuri, in afara incaperilor are efecte opuse [79].

1.3.3. Implicarea factorilor fizici, climaterici, emotionali si nutritionali in
declansarea stresului oxidativ

Consecintele negative ale exercitiului fizic asupra sanatatii sunt mai mult studiate la
oameni si la sobolani — folositi ca model. Un exercitiu fizic intens la subiectii neantrenati este
insotit de cresterea spectaculoasd a nivelului de radicali liberi sau, chiar de afectarea tesuturilor.
Totodata, carenta de vitamina E duce la scaderea rezistentei organismului la efort fizic. Pe
parcursul antrenamentului, sistemul de protectie antiradicalicd se adapteaza si devine mai
eficient, astfel organismul tolereaza expozitia la eforturi tot mai intense [190].

Exercitiul fizic, in aceeasi masurd, poate duce la dereglarea echilibrului antioxidant si la
caii de sport, instalandu-se stresul oxidativ, cu implicarea acestuia in diverse patologii [85].

Frigul, la randul sau, stimuleaza fluxul de radicali in organism. La mieii tineri dupa 12 ore de
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aflare la temperatura mediului de 5 °C s-a fregistrat cresterea considerabili a fragilitatii
globulelor rosii si scaderea cu 50 % a glutationului redus in sange, fiind o dovada concludenta a
consumului exagerat de glutation redus in pocesele de protectie antiradicalica [56].

La oameni expozitia la frig mare provoacd diminuarea nivelului de glutation, pe cand
expozitia la frig mai putin intensiv aduce la cresterea activitatii enzimelor antioxidante in special
in muschi [159]. Expozitia pe timp de 2 ore la temperatura de 14-16 °C a soriceilor nu provoaca
modificari In continutul de glutation la acei mai tineri, pe cdnd la animalele mai in varsta se
constata scaderea nivelului de glutation [176].

Conditiile de caldura excesiva in sezonul de vara, la fel, actioneaza negativ, provocand o
situatie de stres oxidativ moderat la vaci n perioada de tranzitie, confirmat prin cresterea
continutului de produse de peroxidare (dialdehid malonic), in special in eritrocite, comparativ cu
nivelul acestora constatat la vaci in tarnzitie, in perioada de primavara [60].

Ingerarea nutreturilor bogate in energie poate atenua consecintele stresului de frig la vitei.
Adaptarea progresivd a animalelor la frig si suplimentarea ratiei cu compusi protectori
amelioreaza cu mult rezistenta organismului [171].

Intretinerea viteilor in conditii de izolare are efect stresant asupra lor. Conform
cercetarilor, la viteii intretinuti in custe individuale pe parcursul a 50 zile nivelul de vitamina C si
imunoglobuline este diminuata, comparativ cu viteii intretinuti in grupuri la aer liber [79].

Izolarea si imobilizarea mieilor inainte de sacrificare este insotita de nivelul crescut de
noradrenalind, cortizol si insulind. In rezultatul mobilizarii rezervelor de lipide si glicogen s-a
inregistrat glicemie si lactacidemie inaltd, pH muscular marit si diminuarea capacitatii de
conservare a carcaselor [53].

La sobolani s-a demostrat intensificarea proceselor de formare a radicalilor liberi in caz
de imobilizate. La ei s-a constatat diminuarea glutationului redus in muschi si cresterea formei
oxidate, cresterea cantitatii de substante reactogene cu acidul tiobarbituric, rezultate in urma
peroxidarii lipidelor tisulare. Suplimentarea cu vitamina E a contribuit la diminuarea substantiala
a consecintelor mentionate [133].

Un alt tip de stres intdlnit in cresterea animallor si studiat mai detaliat este transportul
catre noile unitati de productie sau la abator. Pe parcursul transportului animalele deseori nu
primesc nici nutreturi, nici api, ceea ce favorizeaza formarea radicalilor liberi. In consecinti
animalele pierd in greutate, devin sensibile la infectii sau la alte tipuri de stres. Pentru restabilirea
parametrilor tisulari, a greutatii corporale si rezistentei organismului dupa transport este nevoie
de mai multe saptamani de zile [77]. Totodata, S-a stabilit cd infometarea si transportul

influenteaza negativ calitatea carcasului la animale [131].
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Modificarile brutale ale sortimentului de alimente, a cantitatii de nutreturi ingerate sau a
echilibrului dintre componentele ratiei aduce la cresterea fluxului de radicali liberi in organism.
S-a constatat pe sobolani, ca restrictia de proteine din ratie duce la diminuarea activitatii
enzimelor antioxidante si provoaca peroxidarea componentelor peretelui tractului digestiv si a
altor tesuturi [116].

Pe de alta parte, activitatea SOD-ei, peroxidazei, catalazei si reductazelor, care constituie
mecanismele enzimatice ale protectieci antioxidative, depinde de disponibilitatea
oligoelementelor, cum este Cu, Mo, Zn, Mn, Fe, Se si Si [128, 125, 180]. Diminuarea
continutului de Zn in hrana vacilor de la 1/3 pand la 1/10 din necesitatea zilnica, cauzeaza
descresterea activitatii SOD cu 20% si din contra, cresterea concentratiei de Zn sau Mo cauzeaza
limitarea absorbtiei de Cu, ceea ce limiteaza activitatea SOD [182].

Cuprul este un element unic 1n felul sau, prin aceea ca are un rol dublu de prooxidant si
antioxidant, in dependenta de forma sa. lonul de Cu liber, joaca rolul de ion de tranzitie si devine
un prooxidant foarte puternic. Totodata, Cu ca component al SOD sau Ceruloplasminei
functioneazd ca antioxidant, de aceea, examenarea influentei oligoelementelor in balanta
oxidativa este destul de complicatd si trebuie de luat in consideratie interactiunea sinergica si
antagonista si abilitatea multidirectionald de a intra in reactiile biochimice (Kleczkowski M. et
al., 2006).

In situatia, cand nivelul de alimentare este prea inalt, sau in caz de mobilizare a lipidelor
se constatd un aport intensiv de substante energetice in mitocondrii si producerea de Oy si H,O;
la nivelul ciclului respirator cellular. Atacul oxidativ asupra tesuturilor s-a dovedit a fi mult mai
sever in cazul, cand aprovizionarea organismului cu nutrienti bogati in energie creste brutal
[149].

Intensificarea fenomenelor de formare a radicalilor liberi poate fi indusa prin deficitul sau
excesul de cupru. In primul caz, fenomenul i-a amploare, deoarece scade nivelul de
superoxiddismutaza dependenta de cupru, iar in cazul al doilea cuprul stimuleaza direct formarea
radicalilor liberi in organism. In ambele cazuri protectia antiradicalici a organismului se
epuizeaza si are loc scaderea concomitenta a continutului de vitamina A si E [179].

In caz de aport indelungat al cuprului in cantititi minimale in raport cu necesititile
organismului se constata diminuarea ritmului de crestere, scade calitatea carcasului sau eventual
survine moartea animalelor [66].

Alti factori de risc pot fi micotoxinele, care aduc la scaderea substantiald a asimilarii
antioxidantilor din nutret, metalele grele si alte substante toxice (pesticide, fungicide, erbicide

s.a.), grasimile oxidate din ratie, inducand oxidarea nutrientilor in tractul digestiv, se soldeaza cu
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intensificarea proceselor de formare a radicalilor liberi in organism, insotitd de scaderea
imunocompetentei, performantei productive si reproductive la pasari si animale [11].
1.3.4. Sindromul de peroxidare - expresie clinici a stresului oxidativ la animale

In viziunea stiintifica actuald, stresul oxidativ provocat de actiunea nociva a radicalilor
liberi de oxigen poate fi una din cauze in declansarea leziunilor celulare primare [8], sau, altfel
exprimat, supraproductia de radicali liberi i stresul oxidativ poate fi considerat unul din
mecanismele patobiochimice implicate in initierea sau etapele de progresare a diverselor boli
[174].

Actiunea toxica a produselor oxidarii radicalice se exprimd in inactivarea grupelor
sulfhidrice a proteinelor, activarea lipazelor, aparitia in celule a picaturilor de lipide, inhibarea
fosforilarii oxidative; deformarea sau chiar distrugerea mitocondriilor, aberatii hromosomiale,
activarea proceselor de autoliza. Are loc modificarea integritatii si functionalitatii membranelor
biologice urmata de dereglarea metabolismului celular i a procesului de mitoza. La nivel de
organism se observa scaderea greutatii corporale, apatie, diminuarea reactiei la factorii excitanti
externi, eroziuni pe conjunctivd $i mucoasa nazald, anemie, dereglari digestive, respiratie
aritmicd, leucopenie, prevalarea proceselor distrofice fata de cele regenerative [22].

In caz de dereglare a sistemului antioxidant fiziologic, dezlantuirea proceselor de oxidare
radicalica a lipidelor provoaca un complex de manifestari patologice specificat ca sindrom de
peroxidare. El se caracterizeaza prin afectarea membranelor celulare si a structurilor
intracelulare, dereglarea activitatii enzimelor antioxidante §i a celor membranare, acumularea de
produse primare si secundare ale peroxidarii lipidelor in sange si diferite organe. Oxidarea
provocatd de radicalii liberi favorizeaza descompunerea lipoproteinelor si fosfolipidelor,
provoaca descompunerea fibrelor elastice, induce fibroza si imbatranirea colagenului. Cele mai
vulnerabile sunt membranele eritrocitelor si celulelor endoteliale ale arterelor, deoarece in
componenta lor sunt incluse multe fosfolipide usor oxidabile si, totodata, ele se afla in contact cu
concentratii mari de oxigen [13].

Radicalii liberi si hidroperoxizii sunt capabili sa producd modificari oxidative ale
diferitor substraturi biologice afectind astfel celulele. In consecintd, are loc degradarea
proteinelor si lipidelor structurale ale membranelor, modificari ale acizilor nucleici, inhibarea
enzimelor, modificarea structurii si proprietatilor hormonilor si a receptorilor [22].

Reproducerea experimentala a sindromului de peroxidare la epuri prin excluderea din
ratie a antioxidantilor, a constatat la ei modificari morfologice caracteristice imbdatranirii

(arterioscleroza, disfunctii hipotalamo-hipofizare, modificari in testicule etc.), iar la nivel
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biochimic - cresterea procentului de hemoliza peroxidica, diminuarea cantitatii de glutation si
ascorbat 1n sange, cresterea activitatii SOD si diminuarea catalazei in ficat si In sange [16].

Modificari asemanatoare cu cele descrise la animale de laborator, cum ar fi scaderea
rezistentei peroxidice a eritrocitelor, acumularea produselor de peroxidare in sange, cat si semne
clinice de anemie, diminuarea masei corporale, scaderea productivitatii s.a., au fost constatate si
in cercetdrile noastre efectuate pe vacile cu cetoza clinica [19, 115].

La animale, dupa parerea unor autori, procesele de formare a radicalilor liberi si
peroxidare a lipidelor sunt responsabile de provocarea diferitor maladii, cat si de diminuarea
productivitatii si a calitatii produselor [143].

1.3.5. Modalitatile de prevenire ale stresului oxidativ la animale
Pe parcursul intregii vieti, incepand cu fecundarea si terminand cu abatajul, animalele

sunt expuse actiunii radicalilor liberi. In conditii normale, existi un echilibru intre sistemele
generatoare de specii reactive de oxigen si sistemele antioxidante [3].

Cunoscand factorii care prin actiunea lor favorizeaza declansarea stresului oxidativ pot fi
elaborate masuri respective de profilaxie. Unul din factorii frecvent intalniti in cresterea
animalelor care influenteazd negativ statusul antioxidant este factorul nutritional. Anume prin
aportul alimentar insuficient, sau neechilibrat a compusilor nutritivi cu proprietdti antioxidante,
sau prin aportul excesiv de ingridienti oxidativi se ajunge la dezechilibru in procesele respective.
De aceea, este important de a cunoaste necesititile fiziologice ale animalelor atat in conditii
normale, cit si in caz de suprasolicitari ale sistemului antioxidant.

Dupa parerea lui [138] necesitatile zilnice ale vacilor cu productivitate inalta in
antioxidanti sunt mult mai mari, decat se credea in trecut si ele nici de cum nu sunt acoperite prin
distribuirea ratiilor obisnuite. Pentru aceste animale este necesard suplimentarea ratiilor cu
antioxidanti sau administrarea lor parenterala.

Antioxidantii necesari trebuie furnizati toti in ansamblu si in cantititi optimale fiecare. In
afard de efectele sinergiste dintre antioxidanti poate avea loc anihilarea efectului respectiv, daca
unul dintre antioxidanti este in cantitate insuficient3. In domeniul acesta rimane mult de cercetat,
dar in fond, trebuie de utilizat cei mai efectivi antioxidanti cunoscuti cum sant vitaminele A, C, E
si oligoelementele Fe, Cu, Zn, Mn, |, Co [145, 138].

Aportul alimentar de compusi antioxidanti, in particular de vitamina E, este efecace
numai dupd depasirea pragului de asimilare. Dupa ingerare concentratia substantelor respective
in sange este mai 1naltd comparativ cu cea din tesuturi. Pentru a obtine o protectie optimald a
tesutului muscular la vitei de patru luni suplimentarea trebuie facuta pe parcursul a 1,5 — 2 luni,

iar pentru a obtine un nivel de acumulare maximala trebuie administrat timp de patru luni [55].
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Un regim alimentar echilibrat nu impune administrarea unor cantitati suplimentare de
antioxidanti exogeni, organismul obtinand vitaminele si factorii nutritivi necesari. Administrarea
antioxidantilor este insa utila in stari de subnutritie, ratii alimentare dezechilibrate, expunerea la
noxe chimice, radioactive sau primavara cand animalul este cu deficit in factori alimentari
naturali [9]. Pentru rumegatoare nutretul preferat sunt plantele in floare — bogate in vitamina E,
carotenoizi si ubichinon [189].

In lexicul medical, inca din anii *80 a fost introdus de catre specialistii japonezi, termenul
de aliment functional care se refera la alimentele procesate ce contin ingrediente ce adauga la
factorul nutritiv si un stimulator specific functiilor organismului [3].

Definitia a fost extinsd la toate alimentele sau ingredientele ce au un impact pozitiv
asupra sanatatii individuale, stimuldrii performantelor fizice, comportamentale sau a celor
mentale in plus fatd de valoarea nutritiva. Deci, in afara de consumul de alimente ce contin
antioxidanti naturali, se subintelege si consumul de alimente procesate care au fost suplimentate
cu antioxidanti naturali utilizati frecvent precum: tocoferolii, acidul ascorbic, extracte din plante
ca rozmarin, flavonoide, licopene si altele, care pot asigura statusul antioxidant [90].

Rolul alimentelor functionale consta in profilaxia nutritionald a stresului oxidativ. Cand
se consuma alimente cdrora li s-au addugat antioxidanti sintetici precum uleiurile vegetale,
margarina, maioneza, diferite gustari etc., antioxidantii trebuie sa se metabolizeze in vederea
solubilizarii lor in lipide, fie in substante mai putin solubile in lipide, fie in metaboliti
hidrosolubili [3].

Dovezile epidemiologice acumulate sprijina ideia precum, ca antioxidantii naturali pot
preveni dezvoltarea timpurie a unei patologii legate de radicalii liberi oxigenati, precum bolile
cardiovascutare, unele stari canceroase, afectiuni neurologice etc., oferind totodatd o viatd mai
buna reflectata prin starea de sanatate si calitate a vietii.

Determinarea aportului optim de antioxidanti naturali, prin utilizarea de alimente
functionale, este una din provocarile cele mai mari ale nutritiei, fiziologiei si ftziopatologiei.
Pentru cunoasterea antioxidantilor naturali, a mecanismelor de actiune, care sd aibd o inaltd
putere antioxidanta si o slaba toxicitate, cu o mare solubilitate in faza apoasa sau in cea organica,
sunt angajati nutritionisti, biochimisti, fiziologi si fiziopatologi din domeniul nutritiei omului si
animalelor, chimiei alimentare, ingineriei si tehnologiei alimenlare. In general, antioxidantii
naturali sunt compusi care pastreaza in mod natural calitatea alimentelor si protejeaza sanatatea
omului si animalelor de efectele nedorite ale speciilor reactive de oxigen [3].

Reesind din cele relatate mai sus, este evidentd importanta nutritiei echilibrate si pentru

mentinerea sanatatii animalelor. De aceea, in nutritia animalelor, la fel sunt introdusi diferiti
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compusi naturali sau de origine sintetica, cu actiune protectoare sau unele elemente care ar
favoriza functionarea sistemului antioxidant al organismului. In prezent aceasti idee se
realizeaza prin Introducerea in ratiile animalelor a premixurilor mineralo-vitaminice care poseda
proprietatile mentionate.

Utilizarea antioxidantilor in pregatirea nutreturilor este un fapt deja cunoscut. Includerea
lor in componenta nutreturilor sporeste termenul de pastrare a acestora si valoarea nutritiva.
Actiunea protectoare a antioxidantilor se exercitd asupra substantelor usor oxidabile din
nutreturi, cum ar fi lipidele nesaturate, vitaminele liposolubile s.a.. In cazul oxidarii acestora, ele
se transformd in produse toxice, care influenteazd negativ dezvoltarea si productivitatea
animalelor [21].

In nutreturile combinate la care s-au adiugat antioxidanti sintetici (santoxini sau
diludind), continutul de peroxizi lipidici si indicele acidittii sunt mult mai diminuati, decat in
mostrele fara antioxidanti. Pe parcursul pastrarii nutreturilor stabilizate (4-6 luni), nivelul de
grasime bruta si de acizi grasi nesaturati, cat si a vitaminelor liposolubile (A,E) este mai 1nalt,
decat 1n cazul stocdrii fard antioxidanti. Totodatd, se mentioneazd, cd efect stabilizator mai
pronuntat s-a obtinut In cazul asocierii a cdtorva antioxidanti cum ar fi: santoxina, ionolul si
acidul [21].

Aceasta modalitate de utilizare a antioxidantilor sintetici a gasit aplicare practica in toate
domeniile zootehniei intensive, inclusiv si in cresterea bovinelor.

Alta modalitate de utilizare a antioxidantilor, decat cea de stabilizare a nutreturilor este
includerea acestora in ratiile zilnice cu scopul de prevenire a oxidarii substantelor nesaturate in
organismul animalelor. Un sir numeros de cercetari efectuate, in aceasta directie, pe vitei si vaci
confirmad actiunea pozitiva a antioxidantilor asupra dinamicii de dezvoltare la tineret, a nivelului
productivitatii si indicilor reproductivi la animale mature.

In experienta efectuati pe cateva loturi de vitei [24], privitor la utilizarea diludinei in
diferite doze s-a constatat, ca efectul stimulator asupra dezvoltarii fizice este mai evident la
loturile care au primit zilnic cate 4 si 6 mg / kg m.c., paralel, cu diminuarea consumului de
unitati nutritive si de proteind digestibild la 1kg de surplus de masa corporala.

S-a constatat sporirea energiei de dezvoltare, diminuarea consumului de hrana la 1 kg de
surplus, cresterea nivelului de proteine si caroten in ser, la taurasi in varsta de 10 luni, care au
primit diludina si ionol in doza de 5 mg/kg m.c. in perioada de vara [23].

In altd experientd efectuati pe tiurasi la ingrisare, la fel s-a constatat efectul stimulator
al diludinei (2-4 mg /kg m.c.) asupra dinamicii de dezvoltare si nivelului de asigurare cu

vitamina A, dar numai in perioada de iarna a anului [48].
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Cercetari recente [43], vizdnd actiunea adaptogenilor asupra proceselor metabolice au

fost efectuate pe taurasi cu varsta de 11 luni. In cadrul acestui experiment fiziologic s-a stabilit

.....

substantelor organice, a proteinei, grasimii si celulozei brute din ratie, cu efect pozitiv asupra
balantei azotului si in metabolismul energetic.

Multiple cercetari efectuate pe vaci de lapte confirmd, in repetate cazuri, actiunea
benefica a diludinei si a altor antioxidanti sintetici (santohind, ionol) si naturali (vitamina E, A)
asupra functiei de reproductie si productivitatii animalelor.

Actiunea diludinei in dozd de 1,2 g/animal/zi asupra indicilor productivi la vaci in
lactatie, in comparatie cu santohina (1,2g/ animal / zi) si vitamina E (50mg/ animal / zi)
administrate pe parcursul a 90 zile este descrisa de [21]. Din rezultatele prezentate s-a constatat,
ca productivitatea exprimata prin cantitatea medie zilnica de lapte de 4% la lotul de vaci, care a
primit diludina, a fost cea mai inalta dintre toate loturile (18,5% decét lotul martor), iar procentul
de grasime a laptelui a atins valoarea de 4,61%, fiind la fel cel mai nalt. Prin efectuarea analizei
laptelui, la acest lot s-a constatat nivel mai ridicat de caroten si vitamina A, decat la celelalte
loturi. Pe baza acestor rezultate autorii concluzioneaza, ca diludina este un preparat mai eficient
in stimularea productiei si sporirea procentului de grasime In lapte, comparativ cu alti
antioxidanti, fapt confirmat si de [31].

[40] au obtinut rezultate similare in experienta, care viza administrarea la vaci, a diludinei
care a fost inclusa in nutreturi combinate in raport de 50 si 100 g la tona, pe parcursul a 92 zile.
La vacile din loturile experimentale de asemenea s-a obtinut cresterea considerabila a cantitatii
de lapte ( cca. 38 %) si a procentului de grasime (cu 0,2-0,3 %).

Alt aspect, al actiunii pozitive a antioxidantilor santohina si diludina, il constituie
stimularea functiei de reproducere a vacilor fapt confirmat de cercetdrile mai multor autori [44].
Ei afirma cd imbunatatirea functiei de reproducere si a productivitdtii se datoreaza nivelului mai
inalt de vitamina A, constatat la vacile care primesc in ratie antioxidanti.

Folosirea vitaminei A pentru compensarea deficitului de caroten din ratie, in combinatie
cu antioxidantii sintetici (santoxina si diludind) a descoperit posibilitatea introducerii unor doze
mai mici de aceasta vitamind. Conform autorilor, [21], administrarea diludinei (1,5 g/zi) in
combinatie cu vitamina A in diferite doze (100, 150, 200 si 250 mii Ul/zi), a influentat pozitiv
asimilarea acesteia, constatand un nivel mai inalt de caroten si vitamina A in serul sanguin si in

lapte, comparativ cu loturile carora li s-a administrat numai vitamina A.
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Eficienta antioxidantilor sintetici depinde in mare masura de dozele utilizate [21]. Dozele
mici - nu manifesta efect biostimulator, iar dozele mari pot provoca atitudine concurentiala cu
antioxidantii naturali din organism. Dozele optimale pentru santohind si diludind in ratiile
vacilor, confirmate prin efect pozitiv asupra productivitatii, functiei de reproductie, nivelui de
caroten §i vitamina A in lapte si sdnge - sant de 150 — 200 mg la o unitate nutritiva. Rezultate
similare au fost obtinute de [31, 30].

Intr-un sir de experiente efectuate pe loturi de vaci multiparte si juninci, la care s-a
administrat santohind, diludind sau vitamina E, s-a constatat diminuarea activitatii
transaminazelor lizozomale AST, ALT si a PA in serul sanguin. Acest fapt are o interpretare
pozitivd, deoarece cresterea activitdtii serice a enzimelor intracelulare pe fondalul deficitului de
vitamina E, dupa cum s-a constatat se produce din cauza acumularii de peroxizi lipidici, care la
randul sau influentiaza permeabilitatea membranelor celulare si a structurilor subcelulare. Prin
urmare, deficitul de vitamina E 1n ratie poate fi patial compensat de catre antioxidantii sintetici
(santohina, diludind) [21].

Un aspect important al utilizdrii antioxidantilor este acela, ca eficienta lor creste in cazul
combindrii a catorva substante de provenientd sintetica, sau cu cele de origine naturala, datorita
efectului sinergic [21]. Administrartea concomitenta a santohinei (2 g/ zi) si vitaminei E (50 mg/
zi), sau a diludinei (2,4 g/ zi) cu vitamina E 1n aceeasi doza, s-a soldat cu imbunatatirea functiei
de reproductie la vaci, cresterea viabilitdtii i micsorarea morbiditatii viteilor de dispepsie,
sporirea continutului de vitamina A, proteine, lipide si fosfor in lapte. In serul sanguin s-a
constatat marirea cantitdtii de fosfor neorganic, magneziu, zahdar si scaderea activitatii fosfatazei
alcaline [45].

Rezultate bune in ameliorarea functiei de reproductie si productivitatii la vaci au fost
obtinute in cazul utilizarii asociate a citorva preparate cu actiune antioxidanta: diludina (2,0 g),
selenit de natriu (1,0 mg), vitamina E (200 mg) si A (100-150 mii UA) [30, 32].

Totodata, se mentioneazd, cd in aceste experiente s-a constatat atat cresterea
si ameliorarea fonului metabolic la animale. Ultimul s-a exprimat prin cresterea rezervei alcaline,
a carotenului si fosforului neorganic in ser; sporirea numarului de eritrocite, a concentratiei de
hemoglobina, a cantitatii de glutation redus si a rezistentei eritrocitelor la hemoliza [32].

La momentul actual, in cresterea bovinelor de lapte sau carne, interes sporit prezinta
includerea in ratie a micronutrientilor cu rol biologic (vitamine, oligoelemente), in primul rand
pentru asocierile constatate in vederea asigurdrii imunitatii, rezistentei la boli si functiei

reproductive [111].
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Tinand cont de faptul, cd oligomineralele constituie centrul activ al enzimelor cu rol de
protectie antioxidativa (SOD-za (Cu, Zn si Mn), CAT-za (Fe), GSH-Px (Se)), fluctuatiile
valorilor fiziologice ale oligoelementelor in organism pot cauza tulburari ale metabolismului
acestora si a balantei oxidative in sange si tesuturi.

Pentru prevenirea deficientelor de oligominerale la vaci, ca si la alte specii, trebuie de
perfectionat nutritia si managementul, deoarece chiar si formele subclinice ale diverselor
deficiente minerale se manifesta prin scaderea productiei de lapte cu schimbarea componentei
acestuia la animale lactante si tulburari in cresterea si dezvoltarea tineretului [147].

Suplimentarea ratiei cu oligoelemente (Cu, Zn, Mn, Se s.a.) este importantd pentru
asigurarea protectiei antioxidative, in special, odata cu cresterea necesitatilor la vaci cu diferit
nivel de productie. Dar trebuie de tinut cont atat de efectul pozitiv, cat si cel negativ al
componentei ratiei, dupa cantitatea de oligominerale, asupra balantei oxidative si antioxidative
[141, 182].

Situatiile, in care este necesara administarrea oligomineralelor la vaci, sunt urmatoarele:
1) perioada de repaus mamar; 2) perioada 1nainte si dupd fatare; 3) situatiile de stres ( parturitia,
transportarea s.a.); 4) perioada de monta (30 — 60 zile) [111].

La momentul actual problema deficientei oligoelementelor cu functie biologicd se
solutioneaza prin doud metode. Prima, adoptatd de mai multi ani in urma, este utilizarea in
nutritie a oligoelementelor Tn forma anorganica (sulfati sau cloruri s.a.), dar care are si o serie de
efecte nedorite.

A doua modalitate, mai modernd, constd in utilizarea microelementelor in forma
proteinata (organicd) — legate cu aminoacizi. Oligoelementele in forma proteinatd sunt
promovate pe piata mondiald cu mai mult de doua decenii In urma. Una din firmele specializate
in domeniul dat, este ,,Alltech” (SUA), care a implimentat asa produse cum este Sel-Plex (Se),
Bioplex (Zn, Mn, Cu, Fe si Se) pentru diferite specii de animale (pasari, porcine, rumegatoare,
cabiline s.a.) [11].

Rezonabilitatea utilizarii oligoelementelor organice, constd in primul rand, in
biodisponibilitatea sporita a acestora, care creste cu 10 — 30 %, vizavi de cele anorganice [73].

Biodisponibilitatea oligoelementelor si distribuirea lor in organism este influentata de
mai multi factori, principalii dintre care sunt: forma chimica, alti componenti ai ratiei, starea
fiziologica, specia s.a. [178].

Este dovedit ca absorbtia intestinala a oligoelementelor organice, in special a Se In forma
de selenometiona (SeMet), spre deosebire de formele anorganice (selenit de sodiu sau selenat) se

produce pe calea de absorbtie a aminoacizilor [193].
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Prin acest mecanism se asigura transportarea mai activd a Se prin mucoasa intestinala si
acumularea in tesuturi (ficat, muschi s.a.), asigurandu-se, astfel rezerva necesara care poate fi
utilizata eficient in cazuri de necesitate (conditii de stres) cand cerintele de seleniu sunt mai mari
decat ceea ce poate fi furnizat zilnic prin ratie [11, 174].

Utilizarea oligoelementelor organice, in special a seleniului, in nutritia animalelor,
inclusiv la bovine, se soldeaza cu efecte pozitive, dintre care pot fi mentionate urmatoarele:
cresterea concentratiei de seleniu in colostru si lapte, cresterea nivelului de imunoglobuline si T;
in ser [58], cresterea sporului zilnic la vitei si a nivelului de Se in sadnge si in ficat [185],
reducerea degenerarii musculare de origine nutritionald la vitei, reducerea numarului de celule
somatice in lapte, reducerea numarului de insdmantari pe monta fecunda la vaci [113, 97].

Modernizarea fermelor de vaci de lapte a dus la aparitia a noi factori de stres care
influentiazd asupra animalelor, iar cresterea cerintelor pentru productia de lapte impune
reconsiderarea cerintelor de nutrienti pentru vacile de lapte. De aceea, cercetarile din ultimii ani
sugereazd o abordare mai practicd a imbunatatirii statusului seleniului la vaci prin utilizarea
formei organice (Sel-Plex) [97].

Studiile din ultimii ani indicd asupra faptului ca imbogatirea alimentelor de origine
animald cu Se prin suplimentarea ratiilor animalelor, ar putea fi un mod eficient de crestere a
statusului de Se la om acolo unde aportul este scazut. De aceea, prin crearea de alimente
functionale este posibila punerea la dispozitia consumatorilor a unei mari varietati de produse
avicole, din carne de porc, vita si produse lactate care pot reprezenta o dietd pentru mentinerea
unei bune stari de sanatate [12].

1.4. Concluzii la capitolul 1

1. Reactiile de formare a radicalilor liberi si altor specii reactive de oxigen, reprezinta
unul din aspectele metabolice vitale pentru mentinerea homeostaziei in organism, iar
destabilizarea echilibrului dintre procesele pro- si antioxidative la nivel umoral si celular,
reprezintd starea de stres oxidativ, care poate deveni unul din mecanismele fiziopatologice
importante in declansarea diverselor patologii la om si la animale.

2. Studierea fenomenelor ,,redox” din organism, mult mai extinsd Tn medicina umana, a
avut drept rezultat constatarea implicarii proceselor oxidative in diverse patologii sistemice si de
organ la om, dar si mai nou, - elaborarea unor metodologii de utilizare a antioxidantilor in
tratamentul si profilaxia acestor procese.

3. In medicina veterinara, amploarea cercetirilor de acest gen este mult mai modest, fapt

ce explica volumul relativ mic de informatie, cu referire la incidenta stresului oxidativ si

-39-



implicarea acestuia In patologiile animalelor de diferite specii, in general, si a celor de productie,
in special.

4. Evaluarea statusului antioxidant la vacile de lapte este importantd atat din punct de
vedere al diagnosticarii stresului oxidativ in perioadele fiziologice ,.critice” sau la actiunea unor
suplimentarea ratiei cu oligominerale, antioxidanti naturali sau sintetici, care contribuie eficient
la modularea sistemului antioxidant, fortificarea sanatatii si sporirea potentialului productiv.

Reiesind din cele expuse, scopul lucririi constd in evaluarea sistemului antioxidant la
bovine in functie de starea fiziologica si varsta animalelor (vaci in tranzitie si debutul lactatiei;
tineret taurin), elucidarea rolului stresului oxidativ in patogeneza unor stari morbide (cetoza,
SML), si aprobarea unor masuri complexe de optimizare ale statusului antioxidant la vaci si
vitei.

Obiectivele cercetarilor:

e evaluarea particularitatilor statusului antioxidant la vacile sanatoase (perioada de tranzitie si
debutul lactatiei) si tineretul taurin, si elucidarea factorilor de risc in destabilizarea
echilibrului “redox”;

e studierea eventualei implicari a stresului oxidativ in patogeneza cetozei si sindromului de
mobilizare a lipidelor la vaci;

e elaborarea si aprobarea unor modalitati de optimizare ale parametrilor statusului antioxidant
la vaci si vitei, prin utilizarea substantelor cu proprietati antioxidante de origine naturald si

sintetica.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile au fost efectuate in perioada anilor 1988-1990, 2002, 2004 si 2006 in patru
gospodarii specializate in cresterea bovinelor, pe un numar total de 152 de animale, dintre care
124 de vaci si 28 de vitei. Vacile incluse in experiente aveau varsta cuprinsa intre 3 si 7 ani si
viteilor a variat de la 6-8 saptamani pana la 6-7 luni.

In scopul facilitarii procesului de descriere si analiza a materialului experimental, inclus
in lucrare, loturile de animale supuse cercetdrilor au fost nominalizate conventional prin
urmatoarele litere latine: “A”, “B”, “C”, “D”, “E”, “F” si “G”.

In prima parte a cercetarilor, cuprinse in capitolul 3, sunt analizate rezultatele evaluarii
statusului antioxidant la vaci sanatoase si la vaci bolnave de cetoza, prin determinarea indicilor
(markerilor) pro- si antioxidativi (RPE, CAT si DAM), in perioada de tranzitic (gestatie-
lactatie). De rand cu acestia, s-a studiat dinamica indicilor eritronului, ai parametrilor clinici si ai
productivitatii, in vederea monitorizarii complexe a stirii de sdnatate a vacilor in perioada
“critica” periparturienta si de debut a lactatiei (cercetarea “A” si “B”).

A doua parte a cercetarilor, descrise in capitolul 4, cuprinde rezultatele evaluarii a unor
modalitati de optimizare ale statusului antioxidant la vaci prin includerea in ratie a substantelor
cu proprietati antioxidante, precum este:

a) antioxidantul sintetic Diludind, utilizat la vaci in perioada de tranzitie sau in lactatie
(experienta “C” si “D”);

b) premixul mineralo-vitaminic pentru vaci in debutul lactatiei cu oligoelemente in forma
anorganica (Cu, Zn, Co, I, si Se), inclusiv vitamina E si A, si metionina (experienta “F”).

A treia parte a cercetarilor (capitolul 5) cuprinde rezultatele, privind optimizarea
statusului antioxidant la vitei prin folosirea oligomineralelor (Cu, Zn, Co, Mn si Se) in forma
anorganicd §i proteinatd (experienta “G”) si investigatiile, referitoare la variatiile de varsta ale
statusului antioxidant la un lot de vaci in lactatie si un lot de vitei (cercetarea ,,E”).

Influenta produselor mentionate a fost apreciatd prin determinarea a mai multor indici,
dintre care: cei ai sistemului antioxidant (RPE, CAT si DAM), ai eritronului, ai profilului
metabolic, ai parametrilor clinici §i ai performantei productive, in experientele cu Diludina; cei ai
statusului antioxidant (AAT, AOT, DAM si HPL), ai indicilor hematologici, ai profilului
metabolic, ai parametrilor clinici si ai performantei productive in experienta “F”; cei ai
statusului antioxidant (AAT, AOT, SOD, CAT, GR, GSH-Px, DAM si HPL), ai eritronului,

ai parametrilor clinici si ai performantei productive in experienta “G” si ,,E”.
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In ansamblu, pe parcursul cercetirilor efectuate s-a tinut cont de structura ratiei,
corespunderea acesteia particularitatilor de specie si perioadei sezoniere, randamentului
productiv si necesitatilor zilnice ale animalelor. Investigatiile s-au realizat in lunile de toamna-
iarnd, primavara si primavara-vara.

Experientele nominalizate “F”, (2006) si “G”, (2004) au fost efectuate in conlucrare cu
colaboratorii “Laboratorului de nutritie a animalelor §i tehnologia nutreturilor”, condus de dr.
habilitat in biologie Cosman Sergiu, din cadrul ISPBZMYV, ¢. Maximovca, r-I Anenii-Noi.

Investigatiile de laborator au fost indeplinite la catedra de Terapie a UASM, in
laboratoarele raionale veterinare (r-1 Criuleni si Ungheni), laboratorul CRDV, (anii 1989-1990)
si in Laboratorul Central de Cercetdri Stiintifice a USMF “N. Testemitanu” (an. 2002, 2004 si
2006).

2.1. Evaluarea statusului antioxidant la vacile sanitoase si la vacile cu cetoza (cercetarea
»A” si ,,B”)

Cercetarile descrise 1n acest capitol s-au desfasurat in doud efective de vaci, din diferite
unitdti economice, urmarind dinamica stdrii de sandtate si a statusului antioxidant al acestora, in
perioada de tranzitie.

Din primul efectiv (c. Colonita, r-I Criuleni; 1v-V, 1989)) au fost selectate 10 vaci, care in
perioada respectiva de monitorizare, de la 20-14 zile antepartum pana la 21 zile post-partum, au
fost sandtoase, constituind astfel, lotul A de referinta.

Din cel de al doilea efectiv, (c. Malaiesti, r-1 Orhei; 1V-V, 1989) in care s-a constatat
imbolnavirea vacilor de cetoza, au fost cercetate 39 de animale divizate in trei loturi in functie de
perioada lactatiei si starea clinica: lotul B; — 22 vaci 1n perioada post-partala (7-14 zile); lotul B,
— 10 vaci-recordiste (peste 25 kg/zi) la 30-60 zile de lactatie, si lotul B3 — 7 vaci la 60-90 zile de
lactatie, grav bolnave in stare de casexie.

Pe parcursul cercetarilor, de rand cu examenul clinic al animalelor s-a efectuat analiza
probelor de urina, inregistrarea ECG-ei, determinarea indicilor sistemului antioxidant (SAO) si a
indicilor eritronului, In conformitate cu schema experientei (tab. 2.1.).

Starea clinica a vacilor din efectivul ,,A” s-a determinat prin inspectia zilnica a
animalelor, Incepand de la 20-14 zi pana la parturitie si finalizand cu a 21-22 zi postpartum. La
inceputul cercetarii, la 2-4 zile si la trei sdptamani postpartum la aceste vaci, de rand cu
aprecierea starii generale, s-a efectuat masurarea parametrilor clinici (T, P si R) si colectarea

probelor de siange pentru analize hematologice si biochimice. La ultima cercetare (21 zi
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postpartum) la noud vaci din acest lot s-au colectat probe de urina si s-a efectuat Inregistrarea
ECG-ei.
Tabelul 2.1. Schema cercetarilor privind starea clinica si statusul antioxidant la vaci

sandtoase si vaci bolnave de cetoza in perioada de tranzitie

E)e(flg'_ Lotul Perioada n Productia | Mentiuni Indicii
|
A 2-4 zi plpart. 10 16-18 kg/zi | sanatoase DAM. RPE. CAT:
18-21 zi p/part. cor}ai cet(;nici ’
T, P, R; ECG;
B B: 7-14 zi plpart. vy 2 [R— | cetoza DEK;I”-F'QE;!SXT_
? B, 30-60 zi lact. 10 |peste 25 kg/zi | cetoza corpi cetonici:
Bs; 60-90 zi lact. 7 scazuta cagexie Exam. anatomo-
patologic

Examenul clinic la animalele din efectivul ,,B” s-a efectuat simultan, la toate trei loturi
mentionate (39 animale in total), prin determinarea parametrilor clinici (T, P si R), inspectia
conjunctivei si a mucoaselor aparente, aprecierea comportamentului, starii de intretinere etc. La
10 animale din lotul B; si la 7 din lotul B, s-au colectat probe de urind in vederea determinarii
proteinelor (testul cu acid sulfo-salicilic 20%) si a corpilor cetonici (testul-expres cu reagentul,
Lestrade-Roter).

Concomitent cu investigatiile clinice s-au prelevat probe de sange pentru analize
hematologice (eritrocite, Hb si Ht) si biochimice, de la 16 vaci din By la zece din B, si la cele 7
din lotul Bs. Ultimele s-au facut in vederea determinarii prin teste biochimice a indicilor
sistemului antioxidant (lotul B; si B,) precum este: rezistenta peroxidica a eritrocitelor (RPE),
activitatea catalazei (CAT) si cantitatea de dialdehida malonica (DAM) in ser (capitolul 2.6.1.).

La 8 animale din lotul B; si la 10 din lotul B, s-a efectuat examinarea detaliatd a
sistemului cardiovascular prin metodele clinice §i prin inregistrarea electrocardiogramei (ECG).
Prin palpatie s-a determinat prezenta si calitatea socului cardiac, iar prin auscultatie — frecventa,
ritmicitatea si intensitatea zgomotelor cardiace.

Electrocardiograma (ECQG) a fost inregistratd in pozitie frontald bipolara toracicd dupd
metoda propusa de M.P. Roscevski, 1958. S-au inregistrat trei derivatii standard (I, II si a III)
prin fixarea electrozilor de tip ,.crocodil” in regiunea posterioard a articulatiilor scapulo-
humerale: pe dreapta-electrodul rosu, pe stanga-clectrodul galben si la baza apendixului
xifoidian - electrodul verde. Locul de amplasare a electrozilor se tundea, se degrasa cu solutie de

alcool etilic si se umezea cu solutie hipertonica de clorura de sodiu.
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Pentru inregistrarea ECG-lor s-a utilizat electrocardiograful de tip DK1T-04 cu un canal
cu hartie termosensibila. Aparatul a fost etalonat la ImV = 10 mm, cu viteza de rulare a hartiei
de 50 mm/s (Imm = 0,02 s). Pentru fiecare derivatie au fost inregistrate de la 7 pana la 10 cicluri
cardiace.

Analiza ECG-lor s-a efectuat prin descifrarea fiecarei din cele trei derivatii inregistrate.
In acest scop s-a determinat amplitudinea undelor P, Q, R, S si T (mV), durata intervalelor /P-
Q/, /1Q-T/, IR-R/ si complexului QRS in secunde, lungimea segmentului S-T si pozitia sa fata de
linia izoelectrica. Pe baza masurarilor efectuate a fost analizata ritmicitatea cardiaca, s-a calculat
frecventa cardiaca, indicele sistolic ventricular (ISV) exprimat in procente (Q-T/R-Rx100) si
coeficientul diastolo-sistolic (CDS), care arata de cate ori durata diastolei depaseste durata
sistolei ventriculare (T-Q/Q-T).

In vederea stabilirii diagnosticului pato-morfologic la vacile bolnave din lotul Bs, in stare
de casexie grava, cinci animale au fost sacrificate si supuse examenului anatomo-patologic.
Sacrificarea animalelor si examenul respectiv s-a efectuat la combinatul de carne din or. Balti, in
prezenta comisiei de experti.

S-a examinat starea carcaselor si a organelor interne (cord, pulmon, ficat, splina,
pancreas, rinichi, intestine, prestomace etc.) prin metode macroscopice si histologice. Pe baza
modificarilor constatate a fost intocmit un certificat, referitor la rezultatele examenului anatomo-

patologic (anexa 1).

2.2. Modalitati de optimizare ale statusului antioxidant la vaci
2.2.1. Utilizarea antioxidantului sintetic Diludind la vaci in perioada de tranzitie si
primele luni de lactatie (experienta ,,C” si ,,D”)

Diludina (2,6-dimetil-3,5-dicarbetoxi-1,4-dihidropiridina)- preparat sintetic cu formula
chimica C13H19NO, si masa moleculara — 254, reprezintd o pulbere de culoare galben-verzuie cu
miros specific putin pronuntat, care nu se dizolva in apa si este putin solubil in alcool etilic,
cloroform, uleiuri vegetale. Conform instructiunii de folosire (anexa 3), este recomandat ca
stimulator al cresterii la tineret si a productivitdtii la animalele mature. Sub actiunea lui in
organism creste nivelul de tocoferol, scade cantitatea de peroxizi din ficat. Ca antioxidant
stabilizeaza carotenul, vitamina A, D, E, uleiurile vegetale si lipidele.

Materialele din acest capitol includ rezultatele a doua experiente efectuate pe vaci in
lactatie in perioada anilor 1988-1990. Experientele s-au desfasurat in gospodaria ,,Ungheni” si
GEP ,,Colonita” si au cuprins un numar total de 45 animale (tab. 2.2.). Nivelul de productivitate

al animalelor varia intre 4250 si 4700 kg de lapte in mediu pe lactatie. In fiecare caz, vacile
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selectate in perioada de repaus mamar sau in lactatie, au fost divizate in lotul martor si
experimental, si beneficiau de conditii identice de intretinere si nutritie.

Tabelul 2.2. Schema experientelor cu utilizarea Diludinei la vaci

Experienta | Lotul Perioada n Produc‘ga Mentiuni Indicii testati
’ (kg/lactatie) i i
C, Ratie
10 bisnuit T.P,R;
(mart.) de la 10-20 obisnuita Eritr., Hb, Ht; prot.,
“C” pana la 140 zile 4700 ) caroten, Ca, P, RA;
C, lactatie Ratie + DAM, RPE, CAT;
( ) ’ 10 Diludina (doua reprize)
EXper. (2,5 g/zi)
Ratie .
> T, Pl R!
o1 : 10 obisnuita Eritr., Hb, Ht;
“p” (mart.) 60-45 zile " LY .
alpart. — 60 zile 4250 prot., caroten, Ca, P, RA;
lotat Ratie + DAM, RPLE, CAT;
D> actatie 15 Diluding | (patru re;irize la interval de
(exper.) (2,5 g/zi) ~30 zile)

Nutritia se efectua in conformitate cu normativele existente la moment, tinandu-se cont
de perioada fiziologica, nivelul productivitatii al animalelor s.a. criterii recomandate. Ratiile erau
intocmite, reiesind din asortimentul nutreturilor stocate in gospodarie in perioada respectiva a
anului.

Experienta ,,D” a fost realizata la ferma de bovine a gospodariei ,,Ungheni” (X. 1989 - 1. 1990).
Pentru aceasta s-au selectat 25 de juninci aflate in ultimele luni de gestatie care s-au impartit in
doua loturi: martor, D; — 10 animale si experimental D, -15 animale.

Junincilor din lotul experimental li s-a administrat zilnic cate 2,5 g Diludina, incepand cu
60-45 zile inainte de fatare si pe parcursul a 60-75 zile dupa fatare. Animalelor din lotul martor,
aflate in conditii similare de intretinere, nu li s-a administrat Diludina.

Pe parcursul a patru luni de experientd animalele au fost zilnic supravegheate. S-a evaluat
starea generald, prezenta poftei de mancare, specificul actului de defecare si urinare, iar la
sfarsitul experientei s-a masurat temperatura corporald, S-a numadrat frecventa pulsului si a
miscarilor respiratorii. In primele luni de lactatie a fost urmarita productivitatea individuala prin
efectuarea mulsorilor de control.

Pentru testarea actiunii preparatului de la ambele loturi de animale au fost prelevate
probe de sange din vena jugulara, in patru reprize: la inceputul experientei, la 7, 30 si 60 zile
dupa parturitie. In probele de singe au fost determinati urmitorii indici morfologici si
biochimici: numarul de eritrocite, cantitatea de hemoglobina, hematocritul, proteinele totale,

carotenul, calciul total, fosforul neorganic, rezerva alcalina. Paralel, s-au determinat si cativa
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indici ai sistemului antioxidant: rezistenta peroxidica a lipidelor eritrocitare (RPLE), activitatea
catalazei (CAT) si cantitatea de dialdehida malonica (DAM) in plasma conform descrierilor ce
urmeaza in capitolul 2.6.1..

Experienta ,,C” a fost desfasurata la ferma de bovine a GEP ,,Colonita” (X. 1988 - II.
1989). Productivitatea medie anuala a unei vaci din aceasta gospodarie constituia circa 4700 kg de
lapte. In experientd au fost incluse 20 de vaci aflate la inceputul lactatiei (10-20 zile dupa
parturitie) impartite in doua loturi numeric egale: C;- martor si C, - experimental. Conditiile de
intretinere si nutritie au fost pentru ambele loturi aceleasi. Ratia era balansatd dupa ingridientii
nutritivi de baza si in general, corespundea nivelului de productivitate. Ca si in cazul precedentei
experiente, pe parcursul a 120 zile vacile din lotul experimental au primit suplimentar la ratia
zilnica cate 2,5 g de diludina, incepand cu cea de a 20-ea zi dupa parturitie, iar in ratia vacilor
din lotul martor nu a fost inclus produsul studiat.

In timpul cercetarilor toate animalele au fost zilnic supravegheate. In debutul experientei
— pe parcursul a 12 zile si la finele ei — timp de patru zile la rand, la toate vacile s-a masurat
temperatura corporala, frecventa pulsului si a miscarilor respiratorii. Productivitatea animalelor a
fost determinata prin efectuarea mulsorilor de control lunare. Paralel cu investigatiile clinice, la
inceputul si sfarsitul experientei, de la ambele loturi au fost prelevate probe de sange in care au

fost determinati aceiasi indici ca si in experienta ,,D” (tab. 2.2.).

2.2.2. Utilizarea premixului mineralo-vitaminic la vaci in debutul lactatiei (exp. ,,F”)

Cercetarea data, cu durata de 90 de zile, s-a efectuat la ferma de bovine din gospodaria
Maximovca, r-1 Anenii-Noi (IV-VI, an. 2006), unde au fost formate doua loturi a cate 5 vaci,
incepand cu ziua a 14-a a lactatiei (tab. 2.3.). La seclectarea animalelor a fost luata in
consideratie: productia de lapte In lactatia anterioard, continutul de grasime in lapte, virsta
animalelor si starea sanatatii.

Pentru desfdsurarea experientei a fost elaborata o reteta de premix mineralo-vitaminic
care dupa continutul in macro-, microelemente si vitamine, corespundea necesitatilor biologice a
vacilor in perioadi de lactatie timpurie. In componenta lui au fost incluse urmatoarele
ingrediente: sulfat de cupru -1,06 g, sulfat de zinc -11,3 g, carbonat de cobalt — 100 mg, iodura
de potasiu — 70 mg, selenit de sodiu — 45 mg, vitaminele: A — 830 mg, D — 170 mg, E — 1,33 g,
aminoacidul metionina — 167 g; bicarbonat de sodiu — 652 g si suport pina la 1000 g.

Distribuirea premixului s-a efectuat prin amestecarea lui cu nutretul combinat in raport de
3% din greutate, care la randul sau, se repartiza individual in dependenta de nivelul

productivitatii al animalelor. Nutreturile voluminoase (fin, siloz) au fost distribuite in cantitati
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egale, iar evidenta consumului lor s-a efectuat pentru fiecare lot in parte, prin cantarire o data la
10 zile. Ratia se intocmea si se corecta o datd in zece zile ludndu-se in consideratie datele

mulsorilor de control care reflectau performantele productive.

Tabelul 2.3. Schema experientei cu utilizarea premixului la vaci in debutul lactatiei

. . P ti . . . .
Experienta | Lotul Perioada n Eﬁg?zci,)la Mentiuni Indicii testati
14-105 zile Ratie
F1 1 . 5 16 bi S T,P,R;
(mart) actatie obignuita eritr., Hb, Ht, leucoc.;
F ' prot., caroten, Ca, P,
» : : ASAT, ALAT,;
- J’_ ’ ’
F, 14-105 zile Ratie AAT, AOT, DAM, HPL;
lactatie 5 16 premix (doudi reprize)
(exper.) MV p

Pentru aprecierea eficientei premixului a fost monitorizatd starea clinicd si
productivitatea animalelor, dinamica indicilor hematologici, profilul metabolic si indicii
sistemului antioxidant.

Monitorizarea productivitatii de lapte se efectua prin mulsorile de control, o data la 10
zile. Colectarea probelor de sange s-a efectuat la inceputul experientei (14-21 zile dupa fatare) si
peste 45 zile. Probele de sange s-au prelevat de fiecare datd dimineata, intre orele 8 si 9, in
eprubete cu anticoagulant (heparind).

In sange s-au determinat indicii hematologici (Ht, Hb, eritrocitele si leucocitele), indicii
biochimici (proteine totale, albumine, calciu, fosfor, ALAT si ASAT) si indicii care reflecta
starea sistemului antioxidant: activitatea antioxidanta totala (AAT) in plasma si in eritrocite,
activitatea oxidativa totala (AOT) in plasma, continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL) si

dialdehidul malonic (DAM) in plasma si in eritrocite.

2.3. Modalitati de optimizare ale statusului antioxidant la vitei si variatii de varsta
ale acestuia
2.3.1. Influenta oligomineralelor in forma organica si anorganica asupra statusului
antioxidant la vitei cu varsta de 2,5 — 6 luni (experienta ,,G”)

Experienta ,,G” a fost efectuatd la ferma de bovine din gospodaria Maximovca, r-1
Anenii-Noi, pe 12 vitei de tip Baltatda cu Negru Moldovenesc cu varsta de 7073 zile, in lunile
aprilie-august (an. 2004). La inceputul experientei, animalele au fost examinate clinic, cantarite
individual, apoi impartite in conformitate cu principiul analogiei in doua loturi, a cate sase vitei

(trei taurasi si trei vitele) in fiecare. Experienta a durat 4 luni (pana la varsta de 196 — 198 zile),
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perioada pe parcursul careia viteii din ambele loturi au fost hraniti §i intretinuti in conditii
similare.

Nutritia viteilor s-a efectuat in conformitate cu ratiile elaborate preventiv, structura carora
prevedea folosirea urmatoarelor sortimente: fan de lucerna, siloz de porumb, masa verde de
lucernd, de mazariche-ovaz sau iarba de sudan; nutret combinat din uruiala de porumb (45 %) si
orz (25 %), cu un adaos proteino-mineralo-vitaminic (APMV) (30 %).

In componenta APMV pentru lotul martor (G;) s-a inclus mazire (35 %), tirite de grau
(12 %), drojdie furajerd (10 %), macuh floarea soarelui (35 %), fosfat tricalcic (3 %), sare de
bucatarie (2 %) si premix P68-2-89 (3 %), care includea vitaminele A, Ds, E si oligomineralele
Cu, Zn, Co, Mn si Se sub forma de compusi traditionali, de saruri neorganice.

Pentru lotul experimental (G;), APMV a fost preparat din aceeasi ingredienti cu
includerea premixului INZMV (3%) care continea vitaminele respective si aceleasi
oligominerale, numai ca in forma proteinata (produsul “Bioplex”).

Aditivul furajer ,,Bioplex” pentru bovine produs de firma Alltech (SUA) reprezinta o
pulbere amorfa de culoare cenusie-gilbuie cu miros specific, In componenta careia intrd cinci
oligoelemente legate cu aminoacizi. Continutul oligoelementelor din produsul respectiv este
urmatorul: Zn = 0,18 %, Mn = 0,18 %, Cu = 0,025 %, Co = 0,00025 % si Se = 10 ppm.
Includerea acestui aditiv in ratia animalelor nu prevede perioada de asteptare.

Astfel, in nutretul combinat S-a continut cantitatea de oligominerale, corespunzatoare
normelor in vigoare (STAS 68-1-89), recomandate pentru vitei de varsta respectiva, insa la lotul
G; (martor) acestea s-au folosit in forma anorganica, iar la lotul G, (experimental) -
oligominerale proteinate ,,Bioplex” (tab. 2.4.).

Nutreturile voluminoase si concentratele au fost disponibile la discretie pentru ambele
loturi, cu evidenta consumului prin cantarirea acestora dimineata la administrare i a ramasitelor
la sfarsitul zilei.

Tabelul 2.4. Schema experientei cu utilizarea produsului “Bioplex” la vitei

. Perioada Greutatea .. . )
Experienta | Lotul (varsta) n (kg) Mentiuni Indicii testati
G Ra_'fle T,P,R;
! 70-196 zile 74 o Eritr., Hb, Ht,
(mart) ollgomlne:rale leucoc.:
»G” anorganice AAT, AOT, DAM,
Ratie HPL, SOD, CAT,
G2 | 70196 zile 74 * o o
- : : patru reprize la
(exper) ol‘l%oir:;?:rile interval de =30 zile)
X
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Pe parcursul experientei animalele au fost supravegheate, luandu-se in consideratie
urmatorii indici: starea generald - monitorizata zilnic, indicii clinici (T, P si R) — apreciati la
fiecare 7 zile In prima lund a experientei, consumul de nutreturi prin cantarirea cantitatii
administrate si a rimasitelor, si surplusul de masa corporala apreciat o data in luna.

La inceputul experientei si peste fiecare 30 — 35 zile (in total de 4 ori), de la cinci
animalele au fost prelevate probe de sange (din vena jugulard) in care s-au determinat indicii
hematologici (Ht, Hb, eritrocite, leucocite) si indicii-markeri ai statusului antioxidant:
activitatea antioxidanta totala (AAT) si activitatea oxidativa totald (AOT); activitatea superoxide
dismutazei (SOD), catalazei (CAT), glutation peroxidazei (GSH-Px) si glutation reductazei
(GR); continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL) si continutul de dialdehida malonica (DAM) in
plasma si ertrocite (capitolul 2.6.1.).

2.3.2. Studierea statusului antioxidant la vitei cu varsta de 1,5-2 luni si la vaci in prima
lactatie (experienta ,,E”)

Cercetarile au fost efectuate in conditiile fermei de bovine din c. Colonita, r-I Criuleni,
incepand cu a doua jumatate a lunii noiembrie (XI-XII, an. 2002), pe un lot de vaci primipare (20
animale) — in lunile 3-4 de lactatie cu productivitatea medie de 12 kg de lapte in zi si un lot de
vitei (16 animale) cu varsta de 68 saptamani (tab. 2.5.).

Pe parcursul cercetdrilor, care s-au desfasurat 30 de zile, la categoriile mentionate, s-a
studiat dinamica indicilor sistemului antioxidant (AAT, AOT, SOD, CAT, GR, GSH) si a
continutului produselor de peroxidare a lipidelor (HPL si DAM) in plasma si in eritrocite,
conform metodelor biochimice descrise in continuare (capitolul 2.3.1.). In acest scop, de la
loturile respective (E; si Ey), in trei reprize, cu interval de 14-15 zile, au fost prelevate probe de
sange cu heparina. De rand, cu monitorizarea zilnica a starii generale, in ziua prelevarii probelor
de sange, animalele au fost supuse examenului clinic prin aprecierea temperaturii corporale (T,
°C), a frecventei pulsului (P, contr./min) si respiratiei (R, misc./min).

Tabelul 2.5. Schema experientei privind statusul antioxidant la vaci si vitei

Experienta | Lotul | Specificare n | Productia Mentiuni Indicii testati
Juninci la T.PR;
E; 3-4 luni 20 | 12kglzi | @ - eritr., Hb, Ht;
lactatie AAT, AOT, DAM,
»E” : HPL, SOD, CAT,
E Vitei 16 greutatea e GSH, IGRt |
2 @ ezgx | 16| e _ rei reprize la interva
de 6-8 saptam. 53-58 kg de 14-15 zile)
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De mentionat, ca in perioada investigatiilor animalele au fost expuse influentei unor
conditii meteorologice, mai putin favorabile din punct de vedere ale confortului termic,
. . o . . . A~ . . . . 0 -
exprimate prin racirea timpului pana la temperaturi diurne negative de minus 2-3 “C. Perioada
respectiva s-a mentinut aproximativ pe parcursul a doua saptdmani si a coincis calendaristic cu
momentul cercetarii a doua, dupa care a survenit o usoara incalzire a timpului, cu valori diurne

.. . 0 . . . . .
pozitive (putin peste 0"C), la momentul investigatiei a treia.
Un al doilea factor de care trebuie tinut cont, este acela cd la momentul cercetarilor,
gospodaria nu dispunea de sortimentul necesar de nutreturi prin care sa se asigure aprovizionarea

animalelor cu ratii complete, in special a vacilor, dar care pe parcurs au fost partial Inldturate.

2.4. Metodele de cercetare si analiza statistica
e Metodele utilizate pentru determinarea indicilor statusului antioxidant

Cercetarile biochimice, efectuate in vederea testarii indicilor statusului antioxidant, sau
realizat partial in laboratorul catedrei de Terapie a Facultatii de Medicind Veterinara (anii 1988 -
1990) si in Laboratorul Centrului de Cercetari Stiintifice a USMF ,N. Testemitanu” (anii 2002,
2004, 2006), prin metodele descrise n continuare.

a) Determinarea activitatii antioxidante totale (AAT) a plasmei si eritrocitelor [47]

Metoda se bazeaza pe aprecierea gradului de inhibitie a procesului de oxidare a
substratului twin-80 pana la formare de DAM, prin inducere cu ascorbat si ioni de fier.

Reagenti: sol.1% de twin-80, solutic ImM de sulfat de fier, solutic 10 mM de acid
ascorbic, sol. 40% acid tricloracetic (ATCA), sol. 0,25 % de acid tiobarbituric (ATB).

In doua eprubete cu dop ermetic se introduc cate 2 ml sol. de twin-80, 0,2 ml sol. de
sulfat de fier, 0,2 ml sol. acid ascorbic. In prima eprubeti (proba experimentali) se adauga 0,1 ml
hemolizat (0,1 ml eritrocite spalate si 0,9 ml apa distilata), sau 0,2 ml plasma sanguina, iar in
eprubeta a doua (proba martor) — aceiasi cantitate de apa distilata. Probele se incubeaza la 40 °C
pentru 48 ore, apoi la 2 ml de amestec se adauga 1 ml ATCA si peste 60 min se centrifugheaza la
8000 rot./min timp de 15 min. Dupd aceasta se ia 1ml supernatant la care se adauga 2 ml ATB si
se expune fierberii 15 min. Probele se fotometreaza la 532 nm fata de apa distilata.

b) Determinarea activititii oxidative totale (AOT) in plasma sanguina [34]

AOT a plasmei se determind dupd cantitatea de DAM acumulatd in procesul de
peroxidare intr-un sistem-model; in calitate de substrat se foloseste twin-80, iar in calitate de
initiator — plasma sanguina. Reagenti: sol. twin-80 1%, sol. 40% acid tricloracetic (ATCA),
501.0,25 % acid tiobarbituric (ATB).
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In doua eprubete cu capacele ermetice se introduc cate 2 ml sol. 1 % twin-80. In prima
eprubetd (proba experimentald) se adauga 0,2 ml plasma sanguind, iar in a doua (proba martor)
0,2 ml apa distilatd. Dupa incubatie la temperatura 40 °C timp de 48 ore in ambele probe se
adaugd cate 1ml sol.40 % ATCA si se lasd la temperatura camerei 60 min. Se centrifugheazad 15
min la 8000 rot/min, apoi 2 ml supernatant se amesteca cu 2 ml s0l.0,25 % ATB si se expun 15
min la temperaturd de 100 °C . In aceste conditii ATB reactioneazi cu DAM formand un
complex trimetinic de culoare roz. Probele se racesc, apoi se masoara densitatea optica la 532 nm
fata de apa distilata.

c) Determinarea rezistentei peroxidice a eritrocitelor (RPE) [121]

Metoda se bazeaza pe principiul incubdrii suspenSiei de eritrocite in solutie tampon-
fosfat, pH — 7,4 timp de 4 ore la temperatura de 37°C, dupa ce, probele se fotometreaza si
rezultatul se exprima in % de hemoliza.

Reagenti: solutie-tampon cu pH-7,4 se prepara prin dizolvarea a 136 g KH,PO4-2H,0 si
30g NaOH 1la 1 litru de apa distilata; solutie de clorura de sodiu (170g de NaCl la 1 litru de apa
distilatd). Solutia pentru incubare se obtine prin amestecarea a 50 ml de solutie-tampon cu 50 ml
solutie de NaCl si adidugarea de apa distilati pana la volumul de 1 litru. Inainte de utilizare
aceasta solutie se agita timp de 1-2 min pentru saturatie cu oxigen.

Intr-o eprubeta conica se introduc 7,5 ml de solutie pentru incubare si 0,1 ml de singe,
proba se agitd usor apoi se centrifugheaza 10 min la viteza 500 rot./min. Supernatantul se
inlaturd, iar sedimentul eritrocitar se resuspendeaza cu 7,5 ml de solutie pentru incubare. Cate 1
ml de suspensie eritrocitara se adauga in doua eprubete: prima eprubeta (proba experimentald)
contine 4 ml de solutie de incubare, iar in a doua eprubetd se adaugd 4 ml de apa distilata.
Aceasta serveste drept probd de control (100% hemoliza). Toate probele se incubeaza la 37°C
timp de 4 ore.

Dupa incubare probele se centrifugheaza 10 min la 500 rot./min. Extinctia
supernatantului se masoara la 540 nm, n cuva cu grosimea de 1cm. Dupa formula de mai jos se
apreciaza procentul de hemoliza: (E; + E3) x 100/ 2x Econtr. = % de hemoliza.

d) Determinarea rezistentei peroxidice a lipidelor eritocitare (RPLE) [20]

Metoda se bazeaza pe incubarea suspensiei de eritrocite in solutie de 1% peroxid de
hidrogen (H20,) si determinarea ulterioara a produselor de peroxidare acumulate, prin testul cu
acid tiobarbituric (ATB). Intr-o eprubetd conicd, gradati se masoard 0,5 ml de singe cu
anticoagulant (heparind sau EDTA) la care se adaugd 5 ml de solutie de 0,9 % de NaCl
Amestecul se agita, se centrifugheaza 8-10 min la 800-1200 rotatii/min. Supernatantul se inlatura

cu ajutorul unei micropompe, iar stratul de eritrocite se spald in acelasi mod inca de doua ori.
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Dupa a treia spalare la sedimentul eritrocitar se adauga solutie 0,9 % de NaCl pana la atingerea
volumului total de 2 ml. Acest amestec se suplimenteaza cu 2 ml solutie 1% H,0,, se agita si se
incubeaza 2 ore la t=37° C. Dupa incubare in proba se adaugd 2 ml solutie 10 % de acid
tricloracetic, se amestecd cu bagheta de sticla si se centrifugheaza 10-12 min la 2500-3000
rotatii/min. Se toarnd 2 ml supernatant in alta eprubeta, se adauga 2,5 ml solutie 0,67 % ATB si
se apoi se incubeazd 15 min intr-o baie clocotindd. Dupa expirarea timpului de incubare
eprubetele se racesc, solutia se fotometreaza la 535 nm, fatd de proba cu solutie de peroxid de
hidrogen. Rezultatul se calculeaza prin inmultirea densitatii optice obtinute la coeficientul 1000
si se exprima in unitati conventionale (u.c.).

e) Determinarea hidroperoxizilor lipidici (HPL) [34]

Reagenti: heptan, izopropanol, acid clorhidric (HCI) pH=2,0 . Se pregateste amestec din
heptan si izopropanol in raport de 2:1. La 6 ml amestec se adaugd 0,2 ml plasma sanguina si se
agitd 15min dupa care la proba se adaugd 1ml HCI agitandu-se intensiv. Dupa separarea fazelor
se preia stratul de heptan si se fotometreaza la 233 nm fata de proba control care in loc de plasma
contine apa distilata.

f) Determinarea cantitatii de dialdehida malonica (DAM), dupa [17]

Metoda se bazeaza pe capacitatea DAM de a interactiona cu douda molecule de acid
tiobarbituric (ATB), formand un compus colorat. La 3 ml acid fosforic (H3PO4 ) de 1% (pH 1,15
—1,45) se adauga 1 ml solutie de 0,8% de ATB si 0,2 ml ser sanguin. Proba se incubeaza timp de
45 min in baia de apa la temperatura de 99-100°C. Se scoate din baie §i se raceste pana la
temperatura camerei. In eprubetd se adaugi 5 ml n-butanol, se agita si se centrifugheazi 15 min
la 3000 rot./min. Extractul de n-butanol se colorimetreaza la 535 si 580 nm.

Continutul de DAM se calculeazd dupa formula: C= 0,81 + 106 x AE, unde C —
concentratia de DAM in nmol/ml ser, AE — indicele de extinctie (AE = Esss — Esg0).

g) Determinarea activitatii superoxid dismutazei (SOD) [33]

Principiul metodei se bazeaza pe inhibitia procesului de reducere a sarii de tetrazolium
nitroblue (NBT) in sistemul ce contine fenazinmetasulfat si NADH, sub actiunea SOD. in urma
reducerii NBT se formeaza nitroformazan care are o coloratie albastrd intensitatea céreia este

proportionala cantitatii de NTB redus.

Prelucrarea preliminara a serului sanguin: la 0,1 ml ser se adauga 0,03ml etanol, 0,015
ml cloroform (sau 0,045ml amestec etanol:cloroform 2:1) si 30 mg KH,PO, cristalic, se
amesteca minutios cu bagheta de sticla in decurs de 10-15 min apoi se centrifugheaza 15 min la

1000 rot./min (4°C); supernatantul obtinut trebuie sa fie transparent si incolor.
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Prelucrarea preliminara a_eritrocitelor: eritrocitele sunt spalate cu solutie fiziologica

(0,9% NaCl) prin centrifugdri repetate, apoi la 0,1 ml eritrocite anterior hemolizate si diluate de
10 ori cu solutie tampon Tris-HCl 5,0 mmol (pH 7,4) se adauga 0,05 ml etanol si 0,015 ml
cloroform (sau 0,04 ml amestec etanol:cloroform 5:3). Prelucrarea ulterioara este aceeasi ca si la
probele de ser sanguin.

In microcuvele fotometrice ale analizorului biochimic ,,FP-901” se masoard 0,1ml
supernatant incolor si transparent la care se adauga 0,4 ml mediu de incubatie compus din 0,033
mmol EDTA, 0,41 mmol NBT si 0,01 mmol FMS 1n solutie tampon fosfat 0,1M cu pH 7,8. Se
masoard densitatea opticd initiald Eo la 540 nm. Reactia de reducere a NBT se initiazd prin
adaugarea a 0,05 ml solutie 0,8 mmol NADH;. Mediul de reactie se incubeaza timp de 5 min la
t-37°C. Dupa expirarea timpului fixat se inregistreaza densitatea opticd (E1) si se determina
diferenta dintre valorile densitétii optice inregistrate la prima si la cea de-a doua masurare (AEexp
= E; — Eg). Cu proba martor se opereaza in mod similar, insad ea nu contine materialul biologic,
deci este lipsita de enzima, si aici nu are loc inhibitia procesului de reducere a NBT. Activitatea
enzimei se exprimi in unititi conventionale. In calitate de unitate a activititii SOD se ia
cantitatea de enzima necesard pentru inhibitia cu 50 % a reactiei de reducere a NBT. Activitatea
enzimei se raporteaza la 1ml de ser, la 1g de proteina sau la 1g de hemoglobina.

h) Determinarea activitatii catalazei (CAT) [26]

Principiul metodei se bazeaza pe capacitatea peroxidului de hidrogen (H,0,) de a forma
un compus color stabil cu molibdatul de amoniu. La 2 ml de solutie de peroxid de hidrogen de
0,03% se adauga 0,1 ml de ser sangvin. In proba de control la solutia de peroxid de hidrogen se
adaugd 0,1 ml de apa distilatd. Reactia se stopeazd peste 10 min prin addugarea a 1ml solutie
4,0% de molibdat de amoniu, iar in control se adauga 2 ml de apa distilata. Intensitatea colorarii
se apreciaza la 410 nm fata de proba de control.

Activitatea catalazei in eritrocite a fost determinatd prin aceiasi metoda, dupa separarea
prealabild a eritrocitelor de plasma sanguina si obtinerea unui hemolizat in raport de 1 : 200.
Activitatea enzimei se exprima in nmol/1 ml suspensie eritrocitara.

i) Determinarea activititii glutation reductazei (GR) [15]

Principiul metodei se bazeaza pe capacitatea GR de a cataliza reactia de reducere a
glutationului oxidat in prezenta NADPH,. Scaderea cantitatii de NADPH2 se determina
spectrofotometric la 340 nm.

Reactive si utilaje: sol. tampon fosfat 0,05M pH6,6 ce contine 1mmol acid etilen

diamintetraacetic (EDTA) (373 mg EDTA la 100 ml solutie-tampon), sol 1,6 mmol NADPH,
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(8mg de NADPHj; se dizolva in 10 ml sol. 1 % NaHCQO3), sol. 7,5 mmol glutation oxidat (3 mg
glutation se dizolva in 10ml apa distilata), analizor biochimic.

In microcuvele fotometrice se introduc 0,05 ml material de cercetat (ser sanguin,
hemolizat) la care se adauga 0,55 ml solutie-tampon fosfat 0,05M pH 6,6 ce contine 1 mmol
EDTA si 1,5 ml sol. 1,6 mmol NADPH, . Reactia se declanseaza prin suplimentarea a 0,05 ml
sol. 7,5 mmol glutation oxidat. Dupa 30 s se Inregistreaza scaderea densitatii optice in decurs de
Imin la lungimea de unda de 340 nm utilizand programul ,,masurarea cinetica cu coeficient” al
analizorului. Activitatea enzimei se calculeaza reiesind din coeficientul molar de extinctie a
piridinnucleotidelor (la t=37 °C si A =340 nm, ¢ = 6mmol -cm ' sau ¢ =5,66 pmol-cm?).
Activitatea enzimei se exprima in nmol de NADPH; oxidat timp de 1s la 1g de tesut (nmol/s-g)
sau la 11 ser (nmol/s-1).

j) Determinarea activitatii glutation peroxidazei (GSH-Px) [38]

Activitatea GSH-Px se determina dupa viteza de oxidare a glutationului redus pana si
dupa inoculare. La baza reactiei cromatice se afld interactiunea grupelor SH cu acidul 5,5 —
ditiobis (2-nitrobenzenic) (DTNB) cu formarea produsului colorat — anionul tionitrofenol
(TNFA). Cantitatea acestuia este direct proportionald cu numarul de SH grupe, care au reactionat
cu DTNB. Activitatea GSH-Px este exprimatd in micromol (umol) ai substratului pe minuta la
1g de hemoglobina.

k) Determinarea continutului de glutation redus (GSH) [36]

Principiul metodei se bazeaza pe proprietatea glutationului de a reactiona cu 5,5—
ditiobis (2-nitrobenzoatul) (DTNBC) cu formarea unui produs colorat in prezenta NADPH; si
glutation reductazei (GR). Densitatea optica a probei se masoara la 405 nm la interval de 5 min,
calculandu-se ADO= DO; — DOj. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare obtinutd prin

dilutii consecutive ale solutiei standard de glutation. Cantitatea de glutation se exprima in pmol/I.

e Metodele utilizate pentru analize hematologice si determinarea profilului metabolic
in probele recoltate pe parcursul cercetdrilor, s-au determinat urmitorii indici
hematologici: numarul de eritrocite — prin metoda fotocolorimetrica (cu solutie de clorurd de
sodiu 3,5 %), cantitatea de hemoglobina — prin metoda fotocolorimetrica (reactiv Drabchin) si
indicele hematocritului — prin microcentrifugare, numdarul de leucocite — prin numarare in
camera Goriaev. Determinarea indicilor hematologici mentionati s-a efectuat in laboratorul
catedrei de Terapie si la Centrul Republican de Diagnostic Veterinar.
Profilul metabolic s-a determinat prin dozarea in plasma sau ser sanguin a continutului

de caroten, calciu total, fosfor neorganic, proteine totale, aloumine, glucoza, activitatea ASAT,
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ALAT si rezerva alcalina — prin metode standardizate efectuate in laboratoarele veterinare
raionale (r-1 Criuleni si Ungheni) si in laboratorul catedrei de ,,Terapie”, FMV, cu ajutorul
analizatorului biochimic semiautomat (Stat FAX 1904), utilizand chituri standarde de reagenti
(Elithech, France).
e Analiza statisticA a fost realizatd prin utilizarea programului Excel cu aprecierea
urmatorilor parametri: M — media aritmeticd, m — deviatia standard, lim — limitele

variatiilor individuale, p — criteriul indicelui de autenticitate si r — coeficientul de corelatie.

2.5. Concluzii la capitolul 2

1. Din punct de vedere metodologic studiul are un caracter complex, cu implicarea a mai
multor loturi de vaci si vitei, in vederea evaluarii particularitatilor de varsta ale statusului
antioxidant, identificarii factorilor de risc in aparitia stresului oxidativ si aprecierii modalitatilor
de prevenire a acestuia.

2. Metodele folosite in cercetare au inclus monitorizarea conditiilor de intretinere, nutritie si
exploatare, examenul clinic al animalelor, analiza probelor de urind si de sange, in vederea
supravegherii profilului metabolic, fapt care a asigurat posibilitatea evaluarii multilaterale a starii
de sanatate a animalelor si aprecierea factorilor care puteau sa influenteze statusul antioxidant.

3. Dozarea unui spectru larg de markeri pro- si antioxidativi (RPE, AAT, AOT, SOD, CAT,
GR, GSH-Px, GSH, HPL si DAM) in plasma si eritrocite, a asigurat in buna masura, evaluarea
capacitatii functional-adaptive a statusului antioxidant la vaci si vitei in diferite perioade
fiziologice, sau in conditii de suprasolicitare.

4. Tinand cont, cd metodele de dozare a indicilor SAO erau actualizate in continuu, pentru
realizarea cercetarilor au fost selectate acele variante, care erau adecvate sarcinilor propuse si

accesibile pentru conditiile noastre.
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3. STRESUL OXIDATIV LA VACI SANATOASE SI LA VACI BOLNAVE DE CETOZA

Perioada de tranzitie pentru vacile de lapte, care incepe cu trei saptdmani inainte i se
termind cu trei sdptdmani dupd parturitie [108], este una critica pentru sandtatea, productivitatea
cat si profitabilitatea acestora. In aceasti perioadd se declanseaza un sir de patologii care
afecteaza sandtatea animalelor primele dintre care sunt parezia de parturitie, cetoza, distrofia
grasa a ficatului, retentia placentard, metritele, dislocarea abomazului s.a.; incidenta majora a
carora se plaseaza disproportional anume in aceastd perioada relativ scurta [92]. Dupa parerea
autorilor [104], tranzitia de la starea de repaus mamar (gestatie), urmata de parturitie si debutul
lactatiei, poate fi o experienta dezastruoasa pentru animale, de aceea este nevoie de a largi
cunostintele referitor la factorii care favorizeaza incidenta inaltd a maladiilor la vaci in perioada
periparturienta.

Reiesind din importanta mentiondrilor de mai sus, sarcina propusa a fost aprecierea starii
de sdnatate a vacilor n perioada de tranzitie dupa criterii clinice, prin evaluarea dinamicii
eritronului si a statusului antioxidant, si elucidarea factorilor care favorizeaza diminuarea
functiei protective a sistemului antioxidant.

Cercetarile au fost efectuate In doua efective de animale, din diferite unitati economice.
Din primul efectiv au fost selectate 10 vaci (lotul A) care, in perioada respectiva de monitorizare,
au fost sanatoase si au constituit lotul de referintd. Din cel de-al doilea efectiv, In care s-a
constatat Imbolnavirea vacilor de cetoza, au fost cercetate 39 de animale divizate in: lotul By cu
22 vaci la inceputul lactatiei (7-14 zile); lotul B, — 10 vaci-recordiste cu productivitatea de peste
25 kg/zi la 30-60 zile de lactatie si lotul Bs cu 7 vaci la 60-90 zile de lactatie, grav bolnave in
stare de casexie.

Pe parcursul cercetarilor, de rand cu determinarea indicilor sistemului antioxidant (RPE,
CAT si DAM) si a indicilor eritronului, s-a efectuat examenul clinic, inregistrarea ECG-mei

analiza probelor de urina si examenul anatomo-patologic, la o parte din animale.

3.1. Starea clinici, analiza probelor de urini si examenul anatomo-patologic

Investigatiile clinice efectuate pe vacile din lotul A, aflate in repaus mamar, au aratat ca
in perioada respectivd animalele manifestau temperament vioi, consumau cu poftd nutreturile
incluse in ratie, aveau stare de intretinere bund sau foarte buna, iar unele dintre ele erau
supraponderale (grase). In ultimele siptimani de gestatie vacile au devenit mai apatice,
migcandu-se mai lent si adoptdnd mai frecvent decubit sterno-abdominal; a scazut consumul de

nutreturi.
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La examenul fizic s-a constatat conjunctiva si mucoasele aparente umede, de culoare roz-
pald, iar mucoasa vaginald de culoare roz, edematiatd. La determinarea indicilor clinici s-a
constatat tahicardie si tahipnee moderata, caracteristice perioadei de gestatie avansata;
temperatura corporala s-a aflat in limitele fiziologice.

In perioada de dupa fatare starea generala a vacilor (lotul A) s-a modificat, observandu-se
diminuarea poftei de mancare sau apetit selectiv. Restabilirea partiald a apetitului, la vacile cu
fatari normale s-a produs in 3-5 zile, iar la cele cu parturitii mai dificile — dupa 7-10 zile.
Restabilirea deplina a apetitului si cresterea consumului necesar de nutreturi s-a observat peste 3-
4 saptamani.

Pe parcursul a 2-3 saptamani dupa parturitie la toate vacile s-a constatat slabirea
corporald mai mult sau mai putin accentuatd. La majoritatea animalelor aceasta s-a exprimat prin
stare de intretinere satisfacdtoare, iar la cateva — nesatisfacatoare, dar fara consecinte grave
asupra starii de sandtate si productivitatii. Productivitatea vacilor din lotul A a constituit, in
mediu, cca 16 kg/zi in prima lund a lactatiei, consemnata cu o usoara crestere in cea de a doua.

Tabelul 3.1. Dinamica indicilor clinici la vaci in perioada de tranzitie

) Indicii clinici
Lotul n Pe“oﬁd‘? - - :
lactatiei T (°C) P (contr./min) R (misc./min)
M £ m /({im) M £ m /(¢im) M £ m /(fim)
38,88 + 0,07 76,6 + 2,82 24,6 £+ 2,65
(sénﬁﬁoase) 9 |18-21zile (38,5-39,1) (69-93) (17-36)
XX XX Pas: < 0,001
B 38,92 + 0,06 77,4 £ 1,35 51,1 +£1,98
- 22 | 14-20 zile (38,3-39,4) (64-96) (40-78)
(cetoza)
XX XX Pas2 < 0,01
B 39,08 + 0,17 83,0 +2,63 36,1 +£2,85
(cetozzé) 9 | 30-60 zile (38,6-39,3) (70-96) (25-49)
XX XX Pe1-s2< 0,001

Din tabelul 3.1., in care sunt prezentati indicii clinici (T, P si R) determinati la 2-3
saptamani de la fatare (lotul A), se vede ca mediile acestora, nu depasesc limitele fiziologice,
fiind egale cu 38,8 %C, 76,6 contr./min si 24,6 misc./min, respectiv. La un singur animal din acest
lot (nr. 356), s-a constatat o depasire a frecventei pulsului si respiratiei peste maximele de
referinta (93/min si 36/min respectiv).

Dupa incheierea perioadei de tranzitie (3 saptamani de la parturitie) starea clinica si starea
de intretinere a vacilor pe parcursul supravegherii s-a mentinut satisfacatoare, ele manifestau

apetit stabil, consumul de nutreturi decurgea energic, cu poftd, comportamentul fiind la
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majoritatea animalelor vioi, adecvat circumstantelor. Probele de urina colectate de la 9 vaci din
acest lot si testate la prezenta corpilor cetonici si a proteinelor au fost negative (tab. 3.2.).

La examenul clinic al vacilor din lotul B; (n=22), aflate in perioada de postparturitie, s-a
constatat, ca temperatura corporald si frecventa pulsului erau in limitele fiziologice cu valori
medii de 38,91°C si 77,4 contr./min, respectiv, iar frecventa respiratiei la toate animalele depasea
limita superioara de referintd, media pe lot, fiind de 51,1 misc./min. Variatiile individuale ale
frecventei pulsului in acest lot se aflau intre 64-96 contr./min, iar a respiratiei intre 40-78
misc./min. Totodata, la circa 14% din animalele cercetate s-a constatat frecventd cardiaca de
peste 80 contr./min, iar la circa 50% - tahipnee cu valori de peste 50 misc./min (tab. 3.1.).

Si la vacile din lotul B; s-a constatat scaderea greutatii corporale manifestata prin slabire
corporald, evidentd 1n primele saptdmani dupa parturitie. Din cele 22 de animale cercetate clinic
numai cinci dintre ele aveau stare de Intretinere buna, altele opt — stare de intretinere
satisfacatoare, iar celelalte noua — stare de intretinere nesatisfacatoare (40%). La inspectia
mucoaselor aparente s-a constatat: conjunctiva de culoare roz-pala in 11 cazuri, culoare pala
(anemica) — 1n patru cazuri, pald-icterica — in patru cazuri si congestionata — la trei dintre cele 22
de vaci. Mucoasa gingivala la majoritatea animalelor cercetate avea culoare pala, iar la opt dintre
ele capilarele mucoasei erau injectate (27%). La patru dintre animalele cercetate s-a constatat
clitinarea dintilor, iar in opt cazuri - afectiuni podale. In probele de urini colectate de la 10
animale din lotul B; s-au depistat doua probe cu cetonurie marcata conventional prin trei plusuri
(,,+++7) si opt probe (80%) marcate cu patru plusuri (,,++++7) (tab. 3.2.).

Tabelul 3.2. Analiza probelor de urina

. Corpi cetonici
Lotul n Proteine
+ ++ +++ ++++
(Séniﬁ\oase) 9 negativ negativ negativ negativ negativ
(ce?olzé) 12 negativ - 2 probe 8 probe
B, .
(cetozd) 10 negativ L 10 probe

La animalele cu productivitate de peste 25 kg/zi (lotul B;) slabirea corporald devenise
deosebit de accentuatd, exprimatd prin stare de intretinere nesatisfacatoare. La aceste vaci s-au
constatat si modificdri de comportament: ardtau mai abatute, indiferente, cu reactie intarziata la
factorii mediului, apetitul diminuat etc.. Unele animale puteau fi surprinse cu capul sprijinit de
iesle sau alte obiecte din jur. La majoritatea vacilor, din acest lot, s-a constatat inmuierea

ultimilor vertebre caudale. Conjunctiva si mucoasele aparente aveau nuantd anemica pronuntata,
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iar la unele si nuanti icterica. La o parte din vaci aerul expirat avea miros dulceag de acetona. in
timpul mulsului, la unele, s-a constatat aparitia de sange in ultimile portii de lapte. Dinamica
productivitatii dupa primele 4-5 saptdmani de lactatie s-a exprimat prin tendinta de scadere.

La examinarea clinica a vacilor din lotul B, S-a constatat, cd media temperaturii corporale
se afla in limitele fiziologice (38,94 °C), iar frecventa pulsului si a respiratiei depasea limita
superioara de referinta, exprimandu-se prin medii de 81,8/min si 36,1/min, respectiv (tab. 3.1.).
La 75% de animale din acest lot s-a constatat o usoard depasire a frecventei pulsului si a
respiratiei peste valorile de 80/min si 30/min respectiv, iar la 37,5% si respectiv la 50% din
animale valorile acestor indici au trecut de 85/min si 40/min. La examenul probelor de urina, la
toate animalele din acest lot s-a constatat cetonurie pronuntata marcata conventional prin ,,++++
(tab. 3.2.).

Animalele din lotul Bs, care se aflau intr-o perioada a lactatiei (tab. 2.1.) mai avansata
decat cele din lotul By, aveau stare de intretinere nesatisfacatoare exprimatd prin slabire
corporald foarte accentuatd, care a atins proportii egalabile cu iepuizarea totald (marasm). in
aceiasi masurd s-a diminuat si nivelul productivitatii. La majoritatea animalelor din acest lot, s-a
inregistrat scaderea evidenta a apetitului, hipotonia prestomacelor, conjunctiva si mucoasele
aparente pronuntat anemice, iar la unele cu nuantd cianotica. Animalele din acest lot, avand o
stare generald grava, devenise totalmente apatice, preferau decubitul sterno-abdominal, iar la
eforturi minore manifestau dispnee si tahicardie intensa. La ele au fost observate hematoame
subcutanate si hemartroze, aparute in urma unor traume neinsemnate. Din cauza cagexiei
avansate, a starii generale nesatisfacatoare si scaderii productivitdtii cinci animale din acest lot
au fost trecute la rebut si sacrificate.

Examenului morfo-patologic au fost supuse 5 vaci din lotul Bz cu starea de siandtate
precard, exprimatd prin inanitie §i prabugirea curbei de productivitate dupd primele luni de
lactatie. Sacrificarea acestora s-a efectuat la abator in prezenta unei comisii de experti in
domeniu. Conform certificatului intocmit de comisie, la examinarea prealabild a animalelor s-a
constatat starea de intretinere nesatisfacdtoare $1 mucoase aparente anemice.

La examinarea carcaselor §i organelor interne s-a constatat:

- grasimea din jurul rinichilor si a cordului de culoare galbena (ca lamaia) si consistenta
cazeinicd — steatitd; - prezenta de hemoragii pe epiploon; - cordul marit in volum din contul
ventricolului drept, miocardul de consistentd moale; - ficatul marit in volum (intr-un caz pana la
12 kg), de consistenta moale, culoare neuniforma; - rinichii mariti in volum de consistenta moale

cu hotarul dintre zona corticald si centrald nepronuntatd, zona corticald marita; - mucoasa
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ruminald cu sectoare de paracheratozd; - in abomaz s-au constatat modificari de tipul inflamatiei
catarale.

La examenul histologic a probelor de organe s-au constatat urmatoarele modificari:

- in ficat distrofie granulard a hepatocitelor, un caz cu distrofie grasa, edematierea
tesutului interstitial (posibil din cauza insuficientei cardiovasculare); - in rinichi distrofie
granulard a epiteliului tubular, la doud animale s-a constatat glomerulonefritd seroasd; - in cord —
distrofia miocardului; - in splina — hiperplazie a parenchimului (doua cazuri).

Pe baza modificarilor morfologice si histologice constatate s-a facut concluzia, ca
animalele cercetate au avut de suferit In urma unor tulburdri grave ale metabolismului proteic,
lipidic si glucidic, exprimate prin transformari de ordin, preponderent, distrofice ale organelor
vitale, care au fost conditionate de dezechilibrul raportului zahar/proteine din ratie, carenta de
fibra brutd, de vitamine A, E, C si aminoacizi cu grupe sulthidrice, pe fundalul autointoxicatiei

parvenita din partea tractului digestiv (anexa 1.).

* Astfel, rezultatele cercetarilor clinice au aratat, ca vacile gestante, aflate in perioada de

repaus mamar (lotul A), erau sanatoase si aveau stare de intretinere buna, sau foarte buna. La ele
a fost constatatd accelerarea moderata a frecventei cardiace si a respiratiei - considerate pentru
perioada de gestatie avanstd ca modificari fiziologice [6]. Tot Inainte de parturitie, la vaci s-a
observat diminuarea apetitului — fenomen ce poate fi explicat, prin reducerea in volum a
rumenului, din cauza avansarii In greutate a fatului, care ocupd o bund parte din cavitatea
abdominala. De aceea volumul rumenului, in aceastd perioadd, poate fi micsorat cu circa o
treime fata de cel normal [104].

Inapetenta poate fi cauzatd, totodatd, de restructurarile neuroendocrine, in special de
hiperestrogenism [4, 104] specific perioadei antepartum. Nu este exclusa reducerea capacititii de
consum pe fonul hipocalcemiei [104], cét si in cazul acidozei ruminale subclinice [148].

Observatiile efectuate asupra animalelor in primele saptdmani dupd parturitie au permis
constatarea modificarilor de comportament si a starii generale la loturile A si B;. S-a observat, ca
inapetenta ,,fiziologicd”, care a inceput cu cateva zile inainte de parturitie, a persistat si in
primele zile dupa fatare, iar la unele animale a avut sd continue si pe parcursul urmatoarelor
saptamani.

Dupa parerea unor autori, restabilirea deplind a apetitului si a consumului voluntar
necesar, se produce abea in saptdmana a 10-a dupa parturitie, astfel ca, in aceastd perioada se
mentine discrepanta dintre intensificarea productiei de lapte si dinamica consumului voluntar [4].

Din acest context, reiese cad cantitatea de energie necesara pentru mentinerea metabolismului
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tisular si a productiei de lapte depaseste cantitatea de energie pe care vacile o pot obtine din
nutreturile ingerate [104]. Un factor limitativ in obtinerea energiei din ratie 1n aceasta perioada il
constituie si abilitatea redusa a rumenului de a produce si absorbi AGV, in special propionatul
[104, 148].

Aflandu-se, Intr-un deficit energetic, cu atat mai pronuntat, cu cat capacitatea productiva
este mai mare, vacile sunt nevoite sa utilizeze lipidele corporale drept sursd de energie [104].
Fiind un mecanism eficient de acoperire a deficitului energetic, lipomobilizarea este cu atat mai
accentuata, cu cat organismul dispune de rezerve lipidice mai importante din perioada repausului
mamar [4].

In cazul cercetarilor efectuate de noi, s-a stabilit, ¢ inapetenta ,,fiziologica” pe de o parte
si lipomobilizarea pe de alta parte, au avut impact negativ asupra starii fizice a vacilor,
manifestdndu-se prin slabirea lor corporald chiar din primele zile dupa fatare, cu progresarea
acestui fenomen in urmatoarele saptimani. Scaderea masei corporale a fost mai substantiala la
vacile din loturile By, B, si B3 care faceau parte dintr-un efectiv cu o productivitate sporita (25
kg/zi), comparativ cu lotul A (16 kg/zi). Acest fapt este confirmat prin aceea, ca circa 40 % din
animalele lotului B, care se aflau doar la doua saptamani de la fatare, aveau de acum, stare de
intretinere nesatisfacitoare. In afara de aceasta, la ele s-a stabilit cetonurie de diferite grade, care
este expresia, unei cetoze clinice, sau cel putin subclinice, caracterizatd prin incidenta sa majora
in perioada de la 10 zile pana la trei saptdmani dupa parturitie [104] pe fundalul mobilizarii
lipidelor corporale [4] si, totodata, a infiltrdrii lipidice a hepatocitelor [93, 95].

Slabirea fizica accentuata s-a dovedit a fi prezenta in 100 % de cazuri la vacile-recordiste
din lotul B, (>25 kg/zi). La ele, paralel cu slabirea corporala substantiald au fost semnalate si alte
simptoame clinice cum este tahicardia trecutd de 80 contr./min in 75 % de cazuri, tahipnea
trecuta de 40 misc./min In 50 % de cazuri, paliditatea conjunctivei si a mucoaselor aparente,
osteomalacie si cetonurie pronuntati la toate animalele din acest lot. Simptoamele constatate
sunt dovada, cd starea de sdndtate a vacilor dupa prima lund de lactatie a avut de suferit, din
cauza lipomobilizarii avansate, care s-a soldat cu hipercetonemie (confirmata prin cetonurie) si
semne de anemie pasagera.

O situatie si mai criticd a fost constatatd la vacile din lotul Bs, care se aflau intr-0
perioadd mai avansatd a lactatiei (2-3 luni), decat celelalte doua loturi. Starea lor generald era
deosebit de grava: animalele devenise apatice, preferau decubitul sterno-abdominal, manifestau
dispnee si tahicardie intensd chiar la eforturi neinsemnate, iar casexia avansatd si scaderea
catastrofald a productiei de lapte marturisesc despre epuizarea totald a animalelor. Aceste

simptoame au fost, ,,de facto”, consecinta tulburdrilor metabolice, mentionate, dar deja intr-o0
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faza mai avansata si a unor organopatii severe instalate pe parcurs. Examenul morfopatologic si
histologic a confirmat ulterior prezenta modificarilor distrofice grave in organele vitale (cord,
ficat, rinichi), care sunt dovada a dereglarilor metabolismului proteic, lipidic si glucidic la nivel
tisular (anexa 1.).

Modificarile clinice constatate la loturile By, B, si B3, dupa parerea noastra, fac parte din
asa-zisul ,,sindrom de mobilizare a lipidelor” la vaci. Dupa [4], slabirea vacilor dupa parturitie,
uneori impresionantd, este una din manifestarile caracteristice ale acestui sindrom, la care se
adaugd tendinta animalelor la decubit si indicii unei cetoze subclinice. [155, 113] mentioneaza si
faptul, ca mobilizarea lipidelor din tesutul adipos este insotitd de depozitarea lipidelor in ficat,
muschi si alte tesuturi, iar [92, 95] au stabilit, In acest caz, cresterea in ficat a cantitatii de acizi
grasi neesterificati (AGNE) si acumularea de trigliceride (TG). La randul sau, depunerea masiva
de lipide in ficat (pand la 70 % din masa organului) inseamnd o corespunzdtoare reducere a
unora, sau a tuturor functiilor hepatice, cu tulburari biochimice consecutive [4].

Totodata, [51, 81] constatd, cd diminuarea in perioada de lactatie timpurie a indicelui
starii de intretinere (BCS — body condition score) la vaci, exprimat fizic prin sldbirea corporala,
afecteaza performantele productive ale acestora, fapt ce a fost confirmat si in cercetarile noastre.

In contextul celor relatate, perioada de tranzitie si de debut a lactatiei este cu adevarat,
una criticd, deoarece este, de fapt, perioada in care incidenta dismetaboliilor (cetoza, steatoza,
dismineraloze etc.) este maxima [4], mai cu seama pentru vacile cu productivitate inalta. Una din
cauzele majore a dismetaboliilor o constituie erorile admise in raportul dintre cantitatea de
energie si proteina din ratie [166].

in cercetdrile noastre s-a constatat, ca animalele inalt-productive din loturile By, B, si Bs
au avut de suferit, anume, in urma comiterii unor erori de ordin nutritional, care §i s-au soldat
cu tulburari metabolice grave ireversibile. Acestea din urma, au fost posibile din cauza admiterii
dezechilibrului in aportul de glucide §i proteine, exprimat prin deficit de zahar cu 34% si exces
de proteind cu 8,6 %, cdt si ale altor deficiente constatate la analiza ratiei (anexa 2.).

Prin urmare, in cazul efectivului ,,B”, din motivul comiterii unor erori la intocmirea
ratiei, vacile au avut de suferit din cauza dereglarii grave a proceselor metabolice cu impact
asupra starii de sandtate a animalelor. Acest fapt se remarcd prin decurgerea insidioasa a
perioadei de tranzitie §i lactatie timpurie, marcata prin lipolizid exageratid §i cresterea
continutului de corpi cetonici in organism, care s-au exprimat prin slabire corporali avansata
si cetonurie accentuatd, instalarea ulterioard a unor organopatii severe de ordin distrofic §i

pierderea capacitatii productive (loturile B1.3).
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3.2. Sistemul cardiovascular

La examinarea sistemului cardiovascular prin auscultatie, s-a constatat ritmicitate
cardiaca normald si zgomote cardiace bine pronuntate la majoritatea animalelor, cu exceptia, a
circa 50% de vaci din lotul B; si By, la care s-a depistat diminuarea zgomotelor si a socului
cardiac.

Rezultatele examenului electrocardiografic sunt prezentate in tabelul 3.3. Conform
datelor din tabel frecventa cardiacd medie s-a constatat a fi mai mare de 70 contr./min la toate
cele trei loturi. De mentionat, ca la lotul B, (vaci-recordiste) valorile acestui indice se situiaza la
limita superioara de referinta 81,78 contr./min respectiv. La toate animalele s-a constatat ritm
cardiac sinusal fara aritmii.

Tabelul 3.3. Parametrii electrocardiografici la vaci (derivatia a I, sistem frontal bipolar
toracic); (,,xx” — p > 0,05)

Lotul
Indicii A (n=9) B1 (n=8) B, (n=10)
M+m M=+m M+m
= P 0,055 + 0,007 0,067 +0,0086 0,058 + 0,0061
5 [Q™ : : :
-%; < RO 0,125 + 0,018 0,108 +£0,032 0,137 + 0,059
_; € S 0,462 + 0,058 0,612 £0,038 0,940 £ 0,117
E Q pA—Bl < 0105 pA.Bz < 0,01 pBl—BZ < 0105
= - 0,273 + 0,034 0,343 £0,035 0,502 + 0,084
< Pas. < 0,05 XX XX
= P-Q™® 0,177 £ 0,0099 0,197 £0,0075 0,191 + 0,0086
5 o 0,370 + 0,0085 0,387+ 0,012 0,351 = 0,0067
% XX XX Peis2 < 0,05
5 T-Q 0,428 + 0,039 0,461 % 0,036 0,390 + 0,048
§ RR 0,798 = 0,024 0,848 + 0,028 0,741 + + 0,023
§ XX XX Peis2 < 0,01
>
A QRS™ 0,067 + 0,0027 0,073 + 0,0031 0,072 + 0,0029
XX)
(Co';t(? Jmin) 75,75 £5,51 71,25 5,55 81,78 + 7.65
|5\/ (%)
%) 46,36 + 0,697 45,67 £ 0,651 48,40 + 1,436
(xx)
((T:.g/SQ-T) 1,15 + 0,076 1,19 40,071 1,07 +0,102

Amplitudinea medie a undelor P, Q, R, S si T (in derivatia a II) variaza in limitele
normale la toate loturile, cu exceptia lotului By, la care media undelor R, S si T este mai mare

decat la animalele din celelalte loturi, avand valori de 0,137/0,94/0,502 mV, respectiv. De

-63-



mentionat, ca la 5 animale este pronuntatd marirea amplitudei undei T, care variaza intre 0,5-
1,ImV si la 6 animale - a undei S care variaza intre 0,9-1,3 mV, depasind astfel datele de
referinta.

Intervalele ECG-mei au urmatoarele valori: P-Q — scurtat la toate loturile, constituind
0,197/ 0,177/ 0,191s respectiv, Q-T este mai mare la vacile din lotul B; (0,387 s), dar nu
depaseste maxima de referinta. Intervalul T-Q, care reprezinta diastola ventriculara si intervalul
R-R, care reprezinta durata unui ciclu cardiac, sunt mai scurte la lotul B,, avand valori de 0,390s
si 0,741s, respectiv. Intervalul S-T si segmentul S-T s-au dovedit a fi micsorate considerabil la
lotul By, fata de celelalte loturi si constituie 0,268 s si 0,165 s, respectiv. Durata complexului
QRS la majoritatea animalelor nu este modificata si variaza intre 0,06-0,08 s, exceptie, fiind trei
animale din lotul B, la care durata QRS constituie 0,09-0,10 s, depasind astfel, valorile de
referinta.

Indicele sistolic ventricular (ISV) la toate loturile este mai mare de 45 %, iar la 4 animale
Cu productivitate inalta din lotul B, este mai mare de 50 %.

Media coeficientului diastolo-sistolic (CDS) la toate loturile este mai mare de 1,0, care se
considerd valoare de referintd. La lotul B,, valoarea nominala a CDS este mai mica decat la
celelalte doud, constituind 1,07 unitati, iar la trei animale valorile individuale au fost cuprinse in

limitele 0,91-0,97.
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Figura 3.1. Fragment din ECG-ma inregistrata la vaca cu nr. 4651, lotul B, (50 mm/s)

Deoarece, modificari mai importante s-au constatat la vacile-recordiste din lotul By,
pentru exemplificare se prezinta ECG-a vacii cu nr. 4651 din acest lot (fig. 3.1.). Conform
acestei ECG-me frecventa cardiacd este de 92 contr./min cu ritm sinusal putin pronuntat. in
derivatia de baza D, amplituda undei P este de 0,05 mV, Q — absentd, R - 0,05 mV, S - 1,3 mV
siunda T -1,0 mV; durata intervalelor: P-Q este de 0,16 s, Q-T - 0,345, T-Q-0,30s, S-T - 0,24
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s si R-R - 0,65 s, iar durata complexului QRS - 0,10 s si este putin dilatat. in D3 ECG-ma are
aceiasi parametri cu exceptia undei P, care capata configuratie bifazica.

Modificari similare s-au consemnat si pe ECG-le altor animale din acest lot: configuratia
bifazica a undei P s-a stabilit la 5 vaci (50 %), marirea voltajului undelor T si S — la 6 vaci
(60%), dilatarea undei T — in 2 cazuri, dilatarea complexului QRS — in 3 cazuri, scurtarea
segmentului S-T si a intervalului P-Q s-a constatat in 4 cazuri. De mentionat si faptul, ca la patru
vaci din acest lot (40%) se constata tahicardie usoara cu variatia frecventei cardiace intre valorile
nominale de 85 — 94 contr./min.

Rezultatele obtinute prin examenul clinic si electrocardiografic al sistemului
cardiovascular ne ofera informatie suplimentara referitor la starea de sanatate a animalelor. Prin
metode clinice s-a depistat diminuarea zgomotelor si a socului cardiac la 50% din animalele
lotului B; si B, cu cetonurie. La analiza ECG-lor (tab. 3.3.) s-a stabilit la unele vaci din lotul B,
(recordiste) frecventd cardiaca ridicatd pand la 94 cont./min si alte modificari, cum ar fi:
configuratia bifazica a undei P, cresterea amplitudinii undei S si T, dilatarea complexului QRS
si aundei T, scurtarea segmentului S-T si a intervalului P-Q. Acestea, sunt dovada a dereglarilor
in sistemul de conducere si/sau a proceselor de repolarizare (unda P-bifazicd), a hipertrofiei
miocardului si modificarilor functionale exprimate prin tahicardie ventriculara, a dereglarilor
metabolice si distrofice (dilatarea QRS, marirea undei T- hiperkalemie) prezente in miocard.

Astfel, la animalele din lotul D; cu cetoza si sindrom de mobilizare a lipidelor, in urma
realizdrii examenului ECG-fic, s-a constatat prezenta tulburdrilor functionale si metabolice la

nivel de miocard.

3.3. Indicii eritronului

Indicii hematologici prezentati in tabelul 3.4. au fost studiati la vaci aflate in repaus
mamar (lot A), in perioada puerperala (lot A si B;) si in debutul lactatiei (lot B, si B3). Datele din
tabel indica, ca in perioada de repaus mamar (vacile din lotul A) indicii eritronului (eritrocitele,
hemoglobina, hematocritul), s-au aflat in limitele fiziologice, avand valori de 5,56 x 10'%/1, 120
g/l st 35,7 %, respectiv. Valorile individuale ale acestor indici, la fel, se incadreazd in
normativele fiziologice la toate animalele.

La a doua investigatie (2-4 zile postpartum) s-a constatat diminuarea acestor trei indici,
fatd de nivelul Tnregistrat antepartum, indeosebi a numarului de eritrocite, care a coborat la unele
animale mai jos de minima de referintd. Numarul de eritrocite s-a micsorat cu 9,9 %,
concentratia de hemoglobina — cu 1,3 % si hematocritul — cu 1,2 unitati procentuale, fatd de

prima cercetare.
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La a treia investigatie efectuatd la a 21 zi dupd fatare s-a constatat, cd valorile indicilor
eritronului se afla in continua descrestere, astfel, incat si media hematocritului ajunge sub limita
inferioard de referinta. Diferenta procentuala intre valorile obtinute la I si la a III investigatie

constituie 22,3 % pentru eritrocite, 11,25 % pentru hemoglobina si 6,3 unitati procentuale pentru

hematocrit.

Tabelul 3.4. Dinamica indicilor eritronului la vaci in perioada de tranzitie; (,,xx” — p > 0,05)

Eritrocite Hemoglobina Hematocrit
Lotul n (x 10™/1) (9 (%)
M £+ m /(tim) M £+ m /(tim) M £+ m /({im)
20-14 7i 5,56 + 0,4 120,0 + 6,4 355+25
10 (5,0 - 6,4) (108 — 131) (31— 40)
a/partum
A Pr-m < 0,05 XX XX
. 2-4-zile 5,01 £ 0,68 118,4 + 8.8 34,3 +2,04
(sanatos) - 10
dupd fitare (3,5 6,0) (100 — 140) (29 — 38)
21 zile 10 4,32 + 0,27 106,5+12,8 29,2 +1,68
dupi fitare (3,57 - 5,0) (80 — 130) (25 — 36)
B 714 7il 5,93 £ 0,35 115,3 +8,97 32,2 +1,96
(cetolzé) i t;aere 16 (5,1 - 6,9) (98 - 138) (27 - 37)
P XX Peiss < 0,001 Pe1-s3 < 0,05
B 30-60 il 5,38 £ 0,46 91,4 +£9,72 29,6 +£2,96
2 ~oY zIle 10 (4,2-6,1) (72 -110) (21 - 35)
(cetozi) (recordiste)
XX Pe2-s3 < 0,01 XX
Bs 60-90 zile v 4,91 £+ 0,45 48,2 + 6,5 23,7 + 2,84
(cetoza) | (stare grava) (4,2-5,8) (42 - 66) (20 - 29)

Cercetarile efectuate pe vacile din efectivul ,,B”, realizate in paralel la toate trei loturi

(B1, B2 si Bs), reflecta dinamica indicilor eritronului la animale cu productivitate inalta ( cca. 25
kg/zi) la care, spre deosebire de lotul A (16-18 kg/zi), s-a constatat imbolnavirea de cetoza (tab.
3.4.). Datele din tabel ne aratd, ca la vacile recent fatate (7-14 zile) din lotul By, valorile medii
ale eritronului se afla in limitele fiziologice si constituie 5,93x10'%/1 de eritrocite, 115,3 g/l de
hemoglobina si 32,2 % hematocritul. La analiza individuala s-a constatat, ca la trei vaci (18%)
din cele 16 cercetate hematocritul era mai jos de limita inferioara de referinta.

La lotul B, (vaci-recordiste, peste 25 kg de lapte/zi) numarul de eritrocite este, in mediu,
de 5,38 x10'?/1 — valoare ce se inscrie in normativele fiziologice, iar media hemoglobinei si a
hematocritului s-a aflat in apropierea limitei inferioare de referinta: 91,4 g/l si 29,6 %, respectiv.
La analiza valorilor individuale a acestor indici, s-a constatat scaderea sub limita inferioard de
referintd a numarului de eritrocite in 3 cazuri (33,3 %), a hemoglobinei — in patru cazuri (40 %)

si a hematocritului — in trei cazuri (33,3 %) din cele zece cercetate.
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La vacile din lotul B; (2-3 Iuni de lactatie), in stare clinica grava, valorile medii ale
indicilor eritronului s-au dovedit a fi mult sub nivelul normativelor fiziologice. Deosebit de
scazutd este cantitatea de hemoglobind si hematocritul, care constituie 48,2 g/l si 23,7 %,
respectiv. La analiza individuald s-a constatat, cd numarul de eritrocite se afla sub nivelul de
5,0x10'?/1, la 60 % din animale, iar nivelul hemoglobinei si a hematocritului sunt diminuate, in
comparatie cu datele de referintd, la toate animalele (100 %) din acest lot.

Prin efectuarea analizei comparative a indicilor eritronului s-a stabilit (tab. 3.4.), ca in
perioada de tranzitie, la vacile din lotul A are loc micsorarea valorilor a tuturor trei indici, fata de
nivelul consemnat antepartum, iar la loturile B, si B3, comparativ cu nivelul constatat in primele
zile dupa fatare (lotul By).

La animalele sanatoase din lotul A la 2-4 zile post-partum diminuarea eritrocitelor este de
9,9 %, a hemoglobinei de 1,3 % si a hematocritului de 3,4 %, iar la 21 zile este egala cu 22,3 %,
11,25 % si 17,8 %, respectiv, comparativ cu prima cercetare (fig. 3.2.). Prin urmare, se
contureaza o tendinta de scadere a valorilor eritronului in primele sdptdmani dupa fatare, ceea ce

se confirma si prin rezultate similare obtinute anterior [26, 1].

100 100
(%) 100 - 100 100
90 - 100
80 - 90,1 i 98,7 ' %6
70 - : 80
o 7.7 88,75 '
50 4 82,2 60
40 -
301 40
20 A
10 1 20
0 -
eritrocite L 0
hemoglobina X L. i
hematocrit eritrocite hemoglobina hematocrit
notA (rep. mamar) H ot A (p/part. 4 zile) Dot A (p/part. 21 zile) Bl (7 Zi p/p) B2 (30 zi IaCt') B3 (60 zi IaCt)

Fig. 3.2. Dinamica eritronului la vacile sinitose ~ Fig. 3.3. Dinamica eritronului la vacile cu cetoza

Dinamica descendentd a eritronului poate fi explicatd prin actiunea a mai multor factori
cunoscuti, cum ar fi: posibilele hemoragii postpuerperale, diminuarea poftei de méancare in
periparturitie, initierea secretiei de lapte - cu efect spoliativ pentru organism, dar si de
intensificarea proceselor de formare a radicalilor liberi, in acelasi timp. Acestia din urma,
cauzeazd peroxidarea lipidelor polinesaturate, influentand permeabilitatea si integritatea
membranelor eritrocitare [13] si conditionand astfel, micsorarea indicilor respectivi.

La vacile cu cetonurie pronuntatd din lotul B, (30-60 zile de lactatie) s-a inregistrat
scaderea numarului de eritrocite cu 9,3 %, a Hb-ei cu 20,7 % si Ht-lui cu 8,2 %, iar la lotul B;

constituit din animale cu dereglari metabolice evidente diminuarea a ajuns pana la valori de 17,2
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%, 58,2 % (p<0,001) si 26,4 % (p<0,05), respectiv, comparativ cu lotul B; (7 zile post-partum),
valorile caruia au fost luate drept initiale (fig. 3.2.).

De remarcat, ca la 30-40 % din vacile recordiste din lotul B, s-a constatat diminuarea
valorilor individuale ale eritronului, iar la lotul Bs - in 100 % de cazuri s-a constatat scaderea
marcata a Ht, Hb si eritrocitelor pana sub pragul de referinta. Aceste rezultate coreleaza cu
aparitia simptoamelor clinice de anemie (paliditatea mucoaselor), tahicardie si tahipnee
inregistrate la vacile din aceste loturi.

Date similare, privind tendinta de instaurare a stirii de anemie la vaci cu cetozad sunt
aduse si de alti autori [25, 158].

Prin urmare, pentru vacile sandtoase din lotul A, in perioada de tranzitie este specifici
dinamica descrescditoare a constantelor eritrocitare directe (eritrocite, Hb si Ht), iar in cazul
imbolnavirii de cetozi (loturile By, B, si B3) se constata instaurarea stirii de anemie intr-un

grad destul de avansat.

3.4. Indicii sistemului antioxidant (SAO)

Indicii SAO, prezentati in tabelul 3.5., au fost determinati la lotul A - in repaus mamar
si in dinamica perioadei de postparturitie, la lotul B; — In primele saptamani dupa fatare si la
lotul B,, compus din vaci-recordiste cu productivitate zilnica de peste 25 kg, la 1,5-2 luni de
lactatie.

Analizand rezultatele obtinute la lotul A, s-a constatat, cd dupa parturitie (cercetarea a II)
activitatea catalazei si cantitatea de dialdehida malonica (DAM) in ser cresc de 3,1 si 1,25 ori,
respectiv, fatd de valoarea constatatd antepartum, iar activitatea catalazei in eritrocite scade cu
aproximativ 34 % (p<0,05) fatd de aceiasi perioadd. Concomitent, la aceste vaci (recent fatate),
S-a constatat scdderea considerabild a rezistentei peroxidice a eritrocitelor (RPE), exprimata
printr-un procent mai inalt de hemoliza (3,84 %), care s-a dovedit a fi de 4,3 ori mai mare fata de
indicele initial (de 0,89 %).

La a treia investigatie, in dinamica unor indici se constatd tendinta de descrestere: a
procentului de hemoliza (RPE) - de 3,0 ori, a activitatii catalazei (CAT) in ser — cu 49 % si a
cantitatii de dialdehida malonica (DAM) in ser — cu 14 %, fatd de valorile inregistrate la a doua
cercetare, pe cand activitatea catalazei in eritrocite creste aproximativ cu 18 %, fatd de perioada
respectiva. Prin urmare, valorile indicilor determinati (RPE, CAT, DAM), dupd diminudrile
mentionate in primele zile dupa fatare, cétre cea de a 21 zi postpartum, au tendinta de revenire la

nivelul constatat in perioada repausului mamar.
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Tabelul 3.5. Dinamica indicilor sistemului antioxidant la vaci in perioada de tranzitie;

(,,xx”—p >0,05)

RPE( Catalaza D:AM(XX)
Lotul N | (% de hemolizi) in ser in eritrocite 1n ser
(mkat/l) (mkat/ml m. eritr) |  (nmol/ml)
M £ m /(tim) M £ m /(tim) M £ m /(tim) M £ m /(tim)
20-14 7i 0,89 +£0,32 58,25 +£26,54 249,0 + 20,7 2,48 £ 0,41
10 | (0,32-1,72) (27,3-112,7) (191.8-295,7) | (1,89-3,27)
alpart.
A XX XX P < 0,05 XX
(sanitos) 2-4 zile dupa 10 3,84 +1,80 181,7+79,64 | 164,03 +30,54 | 3,11 +0,43
fatare (1,21-9,48) | (66,6—2930) | (1252-2158) | (2,4—4,1)
21 zile 10 1,28 +£ 0,63 92,62 + 61,21 194,1 + 33,45 2,67 +0,43
dupa fatare (0,53 - 2,3) (20,0 -193,1) (143,9-274,7) | (2,19 -3,67)
B 714 7ile 4,94+1,29 | 145,04 + 62,6 3.4 +0,81
L y 16 | (294-87) (53,0-295,7) (2,04 -4,93)
(cetoza) | dupa fatare
XX Peie. < 0,05 XX XX
B, 45-60zile | 0| 63£1,35 369,1 + 67,1 4,31 +0,77
(cetozd) | (recordiste) (3,64 -10,68) (183,8-483,5) (2,88-5,47)

Investigatiile realizate, in paralel, la loturile B; si B au aratat ca la animalele din lotul B;
(peste 25 kg/zi), rezistenta peroxidica a eritrocitelor este mai scazutd, deoarece procentul de
hemoliza la acest lot, fiind de 6,3 %, este mai mare de 1,27 ori decat respectivul parametru la
lotul B;. Activitatea catalazei in ser si cantitatea de DAM la vacile din lotul B, la fel sunt mai
inalte decat la celalalt lot de 2,54 (p<0,05) si 1,26 ori, respectiv.

in acest context, este important de mentionat, ca la vacile-recordiste, din lotul B,, indicele
RPE, activitatea catalazei si cantitatea de DAM au valori mai inalte si fatd de lotul A, ceea ce
serveste drept dovada a intensificarii proceselor de hemoliza a eritrocitelor si a proceselor de
peroxidare a lipidelor, in cazul de fata, la vacile cu randament productiv mai sporit care erau si
bolnave de cetoza (tab. 3.5.).

Conform multiplelor constatari, strile fiziologice extreme cum ar fi graviditatea la femei,
efortul fizic, precum si situatiile de stres [16] sunt insotite de cresterea formarii de radicali liberi
de oxigen si acumularea produselor de peroxidare in tesuturi.

Determinarea indicilor SAO, efectuata in cadrul cercetarilor noastre, consemneaza faptul
ca la vacile din lotul A, in perioada de tranzitie (dupa fatare) are loc intensificarea proceselor de
peroxidare a lipidelor. Acest fapt se confirma prin scaderea rezistentei peroxidice a eritrocitelor
(RPE) si cresterea cantitatii de DAM 1in ser la vaci sanatoase (r = 0,9844), chiar in primele zile
dupa parturitie. Rezultate similare au fost obtinute si de alti autori care afirma ca stresul oxidativ
este aparent la vaci in perioada de tranzitie [41], dar modificarile respective sunt de scurtd durata
[152].
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Metoda de determinare a RPE se bazeaza pe aprecierea procentului de hemoliza a
globulelor rosii expuse actiunii peroxidului de hidrogen [20], care este un oxidant puternic. Prin
urmare, cresterea considerabild a procentului de hemoliza in primele zile dupa fatare (lotul A),
comparativ cu perioada de repaus mamar, reflectd diminuarea capacitdtii de rezistentd a
eritrocitelor la actiunea unor substante cu proprietdti oxidative. Rezultatele obtinute ne arata, ca
punctul critic in aceasta privinta, — valoarea maxima a procentului de hemoliza, este inregistrat in
primele zile dupa fatare, iar pe parcursul a urmatoarelor trei saptamani se constatd micsorarea
treptata a acestuia (fig. 3.4.).

Cantitatea de dialdehida malonica (DAM) in ser, care reflecta rata de acumulare a
produselor de peroxidare, a crescut fatd de nivelul constatat in perioada repausului mamar, in
primele zile dupa fatare, dupa care s-a inregistrat descresterea acestui metabolit catre a 21-ea zi
(tab. 3.5., fig. 3.4., lotul A).

Aceste doua fenomene: de diminuare a RPE — indice indirect al saturatiei membranelor
eritrocitare cu vitamina E [17] si de acumulare a DAM — produs final al peroxidarii lipidelor, pot
fi explicate prin faptul, ca parturitia desi, fiind un proces fiziologic, in momentul realizarii sale,
devine un factor stresant pentru organism, care de rdnd cu suita de perturbari biochimice
cunoscute, este Insotitd si de intensificarea proceselor de formare a radicalilor liberi si de
peroxidare a lipidelor. Totodata, fenomenele neuroendocrine, menite sa dirijeze parturitia se
realizeaza prin intermediul anumitor hormoni (prostaglandine), sinteza carora este insotita, la fel,
de procese de peroxidare.

Cresterea activitatii catalazei (CAT) in serul sanguin, tot In aceastd perioada, coreleaza
pozitiv (r = 0,9886) cu dinamica procentului de hemolizd a eritrocitelor expuse actiunii
peroxidului de hidrogen (RPE) (tab. 3.5.). Acest fapt poate fi explicat prin aceea, ca catalaza,
fiind o enzima intracelulara si gasindu-se In concentratii mari anume in eritrocite poate apare in
ser in urma distrugerii acestora [24], sau a cresterii permeabilitdtii membranei eritrocitare. Astfel,
se poate presupune, ca crersterea activitatii CAT in ser in primele zile dupa parturitie se
datoreaza intensificarii hemolizei eritrocitelor, sau cel putin, sporirii permeabilitdtii membranelor
acestora, fenomen ce poate fi cauzat de actiunea factorilor pro-oxidativi, care induc si
diminuarea RPE.

Un alt aspect al dinamicii catalazei (CAT) il constituie activitatea acestei enzime in
eritrocite, care in perioada de postparturitie scade, comparativ cu nivelul antepartum, in timp ce
activitatea sa in ser creste (r = -0,9140). Prin urmare, tinand cont de cresterea permeabilitatii
membranelor eritrocitare se poate presupune, cd diminuarea activitdtii catalazei in eritrocite

poate fi cauzata, cel putin partial si de difuziunea intensd a enzimei in mediul extracelular. Cu
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atat mai mult, cd in perioada urmdtoare, pana la a 21-a zi postpartum, activitatea catalazei in
eritrocite creste fatd de ziua a 4-a, in paralel cu diminuarea sa in serul sanguin (fig. 3.5.), si

restabilirea treptata a RPE (fig. 3.4.).

7 1 HRPE (%) EDAMinser (nmol/ml) m CAT ser (ukat/ml) = CAT eritr. (ukat/ml masa er.)
6 6,3 369,12
1 4,94 400
431 2
5 4 350 249
3,84
3,4 300
4 A 3,11 567 17 1941
3 250 ’
L1 28 - /// 164 145,04
21 o8 12 150 -
. 58 25
! 100 92 62 I
0 y y T T T 1 50 —
lotA lotA lot A lot B1 lot B2 O —7
(rep. (4zi (21zi (7zi (60 zi lot A Iot A4 Z|Iot A(21 lot B1 (7ot B2 (60
mam.)  p/part.) p/part.) post.) lact.) (rep. postp.) zi postp.) zi post.) zilact.)
mamar)
Fig. 3.4. Dinamica RPE si DAM la vaci Fig. 3.5. Dinamica CAT la vaci

Un moment important constatat in cercetarile noastre, care se meritd mentionat, este
acela, ca la vacile cu cetoza (lotul B; si B,) dinamica RPE, a continutului de DAM si a activitatii
catalazei in ser s-a dovedit a fi cu totul deosebita de cea constatata la vacile sandtoase din lotul
A. Astfel, la lotul B; in zilele 7-14 de la parturitie si la lotul B, dupa 30 zile de lactatie, s-a
constatat diminuarea continud a RPE, cresterea cantititii de DAM si a activitatii CAT in ser, -
indici care atestd intensificarea proceselor de peroxidare si diminuarea progresivd a capacitatii
functionale a sistemului antioxidant pe fonul cetonemiei (fig. 3.4. si 3.5.).

Prin urmare, referitor la statusul antioxidant in perioada de tranzitie se poate
mentiona, cd comparativ cu repausul mamar, in postparturitie se constata intensificarea
proceselor de peroxidare §i diminuarea capacitatii functionale a sistemului antioxidant
exprimatd prin scdderea rezistentei peroxidice a eritrocitelor (RPE), cresterea in ser a
dialdehidei malonice (DAM) si a activititii catalazei (CAT) si descresterea activititii CAT in
eritrocite. Aceste procese s-au dovedit a fi reversibile si se restabilesc la vacile sandatoase
(exemplul lotului A) pe parcursul a doud-trei saptaméni dupd parturitie.

in cazul loturilor B; si B, s-a constatat ci, in paralel cu agravarea cetozei, are loc
acumularea progresivd a produselor de peroxidare a lipidelor (in special DAM) si
diminuarea capacitatii antioxidante a eritrocitelor (sciaderea rezistentei peroxidice - RPE),
cauzate, dupa parerea noastra, de intensificarea proceselor de formare a radicalilor liberi.

Tinand cont, cd acestia sunt indicii care atestd starea de insuficientd a sistemului
antioxidant si de simptoamele clinice observate la vacile din loturile B, si Bs, in special,

scaderea apetitului, slabirea corporald, diminuarea productivitdtii, anemicitatea pronuntatd a

mucoaselor aparente si conjunctivei, la unele cu nuantd cianoticd, apatie pronuntatd, dispnee si
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tahicardie intensd la_eforturi neinsemnate, hematoame subcutanate si_ hemartroze, se poate

mentiona o similitudine vadita cu manifestirile ,sindromului de peroxidare” reprodus

experimental la animale de laborator si citat de mai multi autori [22, 13, 16].

3.5. Concluzii la capitolul 3

1. S-a efectuat monitorizarea animalelor din doua efective diferite (,,A” si ,,B”) in
perioada de tranzitie (gestatie-lactatie), cu scopul aprecierii dinamicii statusului antioxidant la
vacile sanatoase (lotul A) si cele bolnave de cetoza din loturile By, prin dozarea indicilor RPE,
CAT si DAM, paralel cu efectuarea examenului clinic si hematologic.

2. La vacile din lotul A, care aveau potentialul productiv de 16-18 kg/zi si au beneficiat
de nutritie adecvatd in perioada de tranzitie, s-au constatat modificari ale parametrilor clinici
(tahicardie si tahipnee), a starii generale (diminuarea apetitului, slabire corporald moderata), ale
indicilor eritronului — prin diminuarea acestora in ,,postpartum”, dar, care au avut un caracter
tranzitoriu si sunt considerate de ordin fiziologic.

3. La vacile din loturile B1.3 cu potential productiv mai inalt (= 25 kg/zi), ratia carora in
perioada de tranzitie a fost insuficientd dupa continutul de glucide si in consecintd a provocat
imbolnavirea de cetoza, S-a constatat stare generald nesatisfacdtoare, cu declansarea sindromului
de mobilizare a lipidelor insotit de cetonurie, anemie, tulburari metabolice si functionale in
miocard, care au purtat un caracter agravant si s-au soldat cu deteriorarea starii de sanatate si
compromiterea capacitatii productive.

4. Dinamica statusului antioxidant, la lotul A, s-a caracterizat prin cresterea in serul
sanguin a continutului de DAM de 1,25 ori si a activitatii catalazei (CAT) de 3,1 ori, si a
procentului de hemolizd a eritrocitelor (RPE) de 4,3 ori, la a patra zi dupa parturitie, comparativ
cu nivelul din perioada repausului mamar, urmata de diminuarea valorilor acestora, catre ziua a
21-a de la parturitie, ceea ce reflectd aspectul fiziologic al intensificarii proceselor de peroxidare
a lipidelor in perioada de tranzitie la vacile sanatoase.

5. La animalele din efectivul ,,B”, dinamica statusului antioxidant s-a caracterizat prin
valori mai mari ale procentului de hemoliza a eritrocitelor (RPE) cu 28,6 % si a continutului de
DAM in ser cu 9,3 %, comparativ cu valorile lotului A, In prima sdptamand dupa fatare (lotul
B1), dar si prin cresterea ulterioara a valorilor RPE cu 27,5 %, a continutului de DAM cu 26, 7
% si a CAT 1in ser de 2,54 ori (lotul B;), comparativ cu nivelul de la fatare (lotul B;)(p<0,05),
fapt ce denotd, ca in cazul imbolnavirii de cetoza, intensitatea proceselor de peroxidare a

lipidelor este mai pronuntatad decat la vacile sanatoase.
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6. Modificarile complexe: clinice, hematologice, pato-biochimice si anatomo-patologice,
exprimate prin sindromul de mobilizare a lipidelor pind la faza de epuizare, scaderea
randamentului productiv, cetonurie §i anemie severda, diminuarea capacitdtii protective a
sistemului antioxidant si acumularea produselor de peroxidare in organism, insotite de modificari
distrofice ale organelor vitale si compromiterea functiilor acestora, sunt dovada a instaurarii la
vacile cu cetozad a starii de stres oxidativ, echivalent cu ,,sindromul de peroxidare lipidica”
reprodus experimental la animale de laborator.

7. Conform rezultatelor obtinute, parturitia ca fenomen fiziologic, iar Tmbolndvirea
vacilor de cetoza cauzata de nutritia neechilibrata, - ca fenomen patologic, pot fi considerate ca
factori majori de risc in perioada de tranzitie, care au avut impact asupra statusului antioxidant la
vaci, exprimat prin intensificarea proceselor de formare a radicalilor liberi si acumulare a

produselor de peroxidare in sange.
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4. MODALITATI DE OPTIMIZARE ALE STATUSULUI ANTIOXIDANT LA VACI
4.1. Utilizarea antioxidantului sintetic Diludina (experienta ,,C” si ,,D”)

Investigatiile privind actiunea Diludinei asupra starii clinice, productivitatii, profilului
hematologic si biochimic, si a statusului antioxidant la vaci de lapte, s-au desfasurat in doua
experiente (nominalizate conventional ,,C” si ,D”) pe un numar total de 45 de animale. La 25 de
vaci, care au constituit cele doud loturi experimentale C, si D, Diludina s-a administrat zilnic
cate 2,5 g/animal pe parcursul a 120 zile: 60-45 zile prepartum si 60-75 post-partum in
experienta ,,D”, si incepand cu ziua a 10-20 de lactatie in cea de a doua - ,,C”). Alte 20 vaci,
care au fost incluse in loturile martor (C; si D1) nu au primit Diludina, dar in timpul cercetarilor
au beneficiat de conditii similare de nutritie si Intretinere.

4.1.1. Starea clinica si productivitatea

Starea de sanatate a junincilor incluse in experienta ,,D”, s-a dovedit a fi satisfacatoare pe
intreg parcursul cercetarilor, fiind apreciata zilnic prin inspectarea clinica a animalelor. Unul din
criteriile, care confirma starea de sanatate a animalelor a fost prezenta apetitului si consumul
deplin al sortimentului de nutreturi oferite (fibroase, concentrate) in acea perioada. Pana la
parturitie starea de intretinere corporala a vacilor din ambele loturi era de nivel mediu, sau cu
putin peste, iar fatdrile, la majoritatea din ele au decurs satisfacator, cu exceptia a catorva cazuri
mai dificile.

In perioada puerperald, la unele vaci s-au constatat modificari ale statutului clinic
exprimate prin mdrirea usoara a frecventei pulsului si respiratiei. La toate s-au observat eliminari
din organele genitale pe parcursul a 2-3 saptamani, iar in urmatoarele 1,5-2,5 luni, majoritatea

vacilor au venit In calduri. In privinta starii generale a animalelor, n aceasta perioadd, nu a fost

(©) observata o oarecare diferenta intre cele
38,80 doua loturi (D; si D), fapt care se
38,60 —ﬂ A # confirmd si prin valorile parametrilor
38,40 'W) ‘/ clinici (T, P si R) apreciati la ambele
38,20 loturi la sfarsitul cercetdrilor.

38,00 In experienta ,,C”, care a inceput
37,80 Fr la 1020 zile dupa parturitie, starea
123456 7 8 9101112 1234
et C1 Martor  eili== C2 experim. zile generald a wvacilor selectate pentru
Fig. 4.1.1. Dinamica temperaturii corporale (,,C”) cercetari era satisfacatoare si se exprima

prin prezenta apetitului §i comportament adecvat. Determinarea statului clinic prin mésurarea T,
P si R in primele 12 zile ale experientei, a ardtat cd valorile acestora variaza la ambele loturi in

limite fiziologice, iar dinamica lor poartd un caracter instabil, pentru a putea desprinde o
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oarecare regularitate, si poate fi explicatd prin specificul perioadei puerperale (fig. 4.1.1., fig.

4.1.2.i fig. 4.1.3.).

(cont/min) De mentionat si momentul, ci din
74,00

72,00 numarul total de 14 vaci implicate in
70,00 experientd, la cinci dintre ele (din
68,00 -

g care 4 au fost din lotul experimental)

66,00
64.00 /—/ S-au constatat semne de endometrita

62,00 0 cronicd, fapt ce a influentat

Zlle

60 OO T T T T T T T T T T T T T T T T 1 - -

’ ri -Servi I v r
123456 789101112 123 4 perioada-service care a avut durata

=&=—C1l martor  =illl=C2 experim. de peste 140 zile.

Fig. 4.1.2. Dinamica frecventei cardiace (,,C”)
In ceea ce priveste dinamica indicilor clinici (T, P si R) la sfarsitul experientei, s-a
constatat, ca valorile medii ale acestora la lotul experimental C, difera de cele ale lotului martor

(C1), prin aceea ca temperatura corporala si frecventa pulsului sunt putin mai inalte (cu 0,23 °c

(mis/min) si 2,2 contr./min), respectiv (PC1-.C; >
34,00 0,05), iar  frecventa  miscarilor
33,00 - ) N
32,00 - ,\ respiratorii - putin mai joasd (cu 1,2
31,00 7 misc./min) (Pci-C2> 0,05), decat la lotul
30,00
29,00 martor. Aceastd tendintd poate servi
28,00 zile drept confirmare a influentei pozitive a
27,00 T T T T T T T T T T T T T T T T

1234567 89101112 1 2 3 4| antioxidantului sintetic Diludinad asupra

¢—Clmartor —i—C2 experim. homeostaziei  vacilor 1in lactatie

Fig. 4.1.3. Dinamica temperaturii corporale (,,C”) exprimata prin ameliorarea parametrilor
clinici (fig. 4.1.1., fig. 4.1.2. si fig. 4.1.3.).

Paralel cu aprecierea starii clinice s-a monitorizat si randamentul productiv al vacilor prin
efectuarea mulsorilor de control lunare. Rezultatele obtinute in experienta ,,D” (tab. 4.1.1.)
demonstreaza cd productivitatea medie lunara a junincilor din lotul experimental in prima luna
de lactatie este cu 14,4 kg (3,3 %), mai mica decat a acelora din lotul martor (D;). In a doua luna
s-a Inregistrat diferenta de 18,6 kg (4,2 %), dar deja in favoarea lotului D,. Totodatd, trebuie de
mentionat, cd la lotul experimental in a doua luna cantitatea de lapte obtinut de la fiecare animal
s-a marit cu 23,1 kg (5,2 %), comparativ cu nivelul lunii precedente, iar la lotul martor a scazut

cu cca. 10 kg (2,3 %).
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Rezultatele, privind productia de lapte la vacile din experienta ,,C” (tab. 4.1.1. ), indica o
crestere progresiva a mediei pe loturi In primele trei luni ale lactatiei, desi la analiza dinamicii
individuale s-a stabilit ca in ambele loturi au fost cate doua vaci la care proiectia curbei de
productivitate in luna a treia consemneaza o usoara descrestere. In experienta “C” productia de
lapte la lotul experimental (C,), a fost la fel mai joasa decat la lotul martor (C;), in prima luna cu
14,3 %, in luna a doua — cu 6,9 %, iar in cea de a treia lund diferenta se reduce pana la 1,1 %.
Astfel, 1n a treia luna de lactatie cantitatea medie lunara obtinuta de la vacile din lotul martor este
cu 27,5 kg (4,7 %) mai mare fata de prima luna, pe cind la lotul experimental (C,) depasirea, fata
de aceiasi perioada, atinge cota de 101,4 kg (17,5 %) de la fiecare animal Tn mediu.

Tabelul 4.1.1. Productia de lapte la vaci in experientele ,,D” si ,,C”

Expe- | Luna Lot Cantitatea %ﬁé;lpte pe luna Grésim(e(:)z )laptelui
rienta | lactatie n Mim n Mim
Di-mart. 10 444,0 = 59,4 e
| D;<~D, D,<33%; p>0,05
D, -exp. 14 429,6 + 57,7 el B
«p”» [0 (D1 | 2,3%); (D, 152 %)
D -mart. 10 434,1 £ 52,9 e
1 DD, D,>42%, p>0,05
D, -exp. 14 452,7 £ 58,5 el
Cy -mart. 7 560,5 + 86,2 7 3,61 £ 0,07
| C,oC, C,<142%, p>0,05 C,>19%; p>0,05
C, -exp. 7 480,7 + 69,1 7 3,68+ 0,12
[ 10 (C113,9 %); (C2111,5 %) (C1 10,9 %); (C, 14,9 %)
C; -mart. 7 582,7 + 60,2 7 3,58 + 0,09
“C» I C1C, C,<69%; p>0,05 C,>75%; p>0,05
C,-exp. 7 542,8 +108,1 7 3,87 £ 0,28
[ 10 (C114,7 %); (C, 117,5 %) (C112,7 %); (C; 12,4 %)
C; -mart. 7 588,0 + 81,4 7 3,71 £ 0,15
i CiC, C,<11%; p>0,05 C,>16%; p>0,05
C, -exp. 7 582,1 +101,8 7 3,77 £ 0,06

Din acelasi tabel se constata ca procentul de grasime din lapte la vacile din lotul C, este
mai Tnalt decat la cele din lotul martor si atinge valoarea maximalad de 3,87 % in luna a doua,

diferenta dintre loturi, constituind 7,5 % sau 0,29 unitéti (procentuale) in favoarea acestuia.
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Astfel, rezultatele obtinute atestda faptul, ca productia de lapte in primele 2-3 luni ale
lactatiei (tab. 4.1.1.) a fost in crestere progresiva, atat la loturile care au primit Diludina, cat si la
cele martor. Aceastd tendinta este expresia realizarii potentialului fiziologic al vacilor, care dupa
cum se stie, are capacitatea de sporire pe parcursul a primelor trei-patru luni dupa parturitie. La
loturile experimentale (D, si C,) s-a constatat, ca sporirea cantitatii de lapte a fost mai
importantd decét la loturile martor (D; si C;), fapt ce confirma actiunea pozitivd a Diludinei
privind stimularea potentialului productiv al vacilor.

Influenta pozitivd a Diludinei s-a manifestat nu numai prin obtinerea unei cantitdti mai
mari de lapte, dar si prin cresterea continutului de grasime in acest produs, care a ajuns la valori
mai inalte decat la loturile martor (tab. 4.1.1.). Prin urmare, Diludina a fost factorul care a
stimulat potentialul productiv al vacilor din loturile experimentale, fapt ce s-a exprimat atat prin
modificari cantitative, cat si a calitatii laptelui obtinut.

Dupa parerea noastra, mecanismul de actiune a Diludinei este legat de implicarea directa
sau/si de activizarea proceselor metabolice, care nemijlocit asigurd cresterea randamentului
productiv al animalelor. Rezultate similare, privind actiunea stimulatoare a Diludinei asupra
productiei de lapte la vaci, au fost confirmate anterior in publicatiile mai multor autori [31]. Se
afirmad, totodatd, ca Diludina este un preparat mai eficient in stimularea productiei §i sporirea
procentului de grasime in lapte, comparativ cu alti antioxidanti [21].

Relatari, care confirma activizarea metabolismului la animale, in urma administrarii
Diludinei sau a altor antioxidanti sintetici sunt aduse de mai multi autori. [21] au ajuns la
concluzia, ca antioxidantii nimerind in tractusul digestiv, chiar la prima etapa a digestiei
protejeaza vitaminele si alte substante nutritive, de alterarea oxidativa, asigurand astfel eficienta
utilizarii lor §i favorizand prevenirea maladiilor nutritionale. Dovezi in favoarea acestei ipoteze
au fost obtinute de [44], care au constatat, cd la vacile care au primit santochina, in continutul
ruminal a crescut nivelul de caroten si vitamina A.

Actiunea protectoare a antioxidantilor la nivel de tractul digestiv, la randul sau, are
impact pozitiv asupra stocarii vitaminei A in ficat si mentinerii unui nivel mai inalt de caroten si
vitamina A 1n sange [44, 31, 30]. Cresterea concentratiei de acizi grasi volatili (cu pana la 37 %),
fatd de lotul martor, in continutul ruminal, poate fi explicatd prin aceea, ca sub influenta
antioxidantilor, se produce activizarea microflorei si a proceselor fermentative, si datorita acestui
fenomen are loc formarea unei cantitati mai mari de acesti acizi [21].

Aceastd constatare poate servi drept unul din argumentele directe in explicarea
mecanismelor de stimulare a capacitatii productive la aceastd specie de catre antioxidantii

sintetici, printre care si Diludina. Motivul este acela, ca digestiea in compartimentele pregastrice,
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dupa cum se exprima [10], are implicatii in toate fenomenele metabolice majore la rumegétoare.
Este cunoscut si nu necesitd confirmari repetate faptul, cd AGV formati In rumen sunt implicati
in procese metabolice esentiale cum ar fi gluconeogeneza (din acidul propionic), sau sinteza
grasimii din lapte (acidul acetic).

Alte cercetari, ne vorbesc la fel despre efectele pozitive la prima etapd a digestiei, prin
micsorarea consumului de proteind digestibild, de unitati nutritive si de substantd uscata [24],
inclusiv a grasimii si celulozei brute din ratie, cat si in balanta azotului si a metabolismului
energetic la taurasi [43] si la vaci [ 32] care au primit Diludina.

4.1.2. Profilul metabolic si indicii eritronului

Indicii profilului metabolic au fost determinati in serul sanguin, in experienta ,,C” la
inceputul si sfarsitul cercetarilor, iar In experienta ,,D” — in trei reprize, efectuandu-se, astfel si o
investigatie intermediard. De mentionat, cd in dinamica profilului metabolic, in aceste doua
experiente s-au observat unele divergente, care pot fi explicate prin diferenta dintre nivelul
nutritiv al ratiilor de care au beneficiat vacile din acele doud gospodarii diferite in care s-au
efectuat cercetarile. Totodatd, se profileaza si unele tendinte comune, care se datoreaza, dupa
parerea noastrda, includerii antioxidantului Diludind in ratia vacilor din loturile experimentale.

Tabelul 4.1.2. Indicii biochimici la vaci in experienta “C” (,,xx” —p > 0,05)

Cercetare
. | T
Indicii Lotul (20 zle p/p) (140 zile lact)
(norma)
M+ m /{im M+ m /{im
0,57 0,057 0,49 = 0,103
2 aroten Co-mart (0,44-0,62) (0,34-0,64)
0,48 = 0,085 0,57 % 0,10
(0,4-1,0 mgy/dl) C,-exper. (0,34-0,65) (0,39-0,70)
77,7 + 3,86 87,4 = 2,90
" Proteine Cr-mart. (70-81,6) (81,6-93,2)
totale 72,5+ 4,51 83,5+ 4,51
(72-86 glL) Ca-exper. (64,1-81,6) (75,8-93,2)
4978 = 13,8 42,6 %532
“Rezerva | ST (34-68) (35,8-53,7)
alcalini N 44,8 8,30 42,3+ 9,84
(46-66 % CO,) 2-EXPET. (34,0-57,3) (32,3-55,5)
10,4 £ 0,41 1,0£1,0
7 Calciu Ci-mart (10,0-11,0) (9,5-12,5)
total 10,5+ 1,0 10,25 = 0,41
0.7-12,5 mgidly | C2eXPer: (9,5-12,0) (9,5-11,0)
5,41 = 0,41 530,36
X Eosfor Ci-mart. (5,0-6,0) (5,0-6,0)
neorganic i 5,6 +0,16 5,91 £0,13
(56-65 mgidly | C7EXPer. (5,5-6,0) (5,5-6,0)
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Drept confirmare, serveste faptul ca in experienta ,,C” mediile a cinci parametri
biochimici determinati, variaza in limitele valorilor de referintd, atat la prima cat si la a doua
cercetare, ceea ce in linii mari vorbeste despre nivel nutritiv satisfacator al ratiei. Insa, nu este de
neglijat si faptul ca totodata, atat la vacile din lotul martor, cat si la cele din lotul experimental,
valorile individuale ale unor indici sunt situate sub limita de referinta (tab. 4.1.2.).

Tabelul 4.1.3. Profilul metabolic la vaci in experienta “D” (,,xx” —p > 0,05)

Cercetare
Indicii
(norma) Lotul (40 ziIIe alp) 7 zi:e! p/p) (60 z:llellact.)
M=+ m/tim M+ m/lim M+ m/fim
0,179 = 0,013 0,250 = 0,027 0,135 = 0,019
D: (0,15-0,2) (0,225-0,3) (0,10-0,175)
Caroten XX Po1¢-iy < 0,05 Po1-my < 0,01
0410 m/d) 0,175 £ 0,008 0,237 £ 0,012 0,142 = 0,020
D, (0,15-0,20) (0,225-0,250) (0,125-0,175)
XX Pozg-ny < 0,01 Po2ai-ny < 0,01
] 71,21 £ 2,51 60,78 £ 6,01 66,54 £ 4,72
“Proteine | D1 (64,5-75,9) (50,3-70,4) (59,2-71,5)
(72tf’gg'ge/L) 5 71,36 £ 2,28 62,51 £ 528 64,42 £ 4,97
2 (64,5-73,6) (52,5-70,4) (59,2-71,5)
] 37,16 £ 3,43 45,72 £ 5,49 37,32 + 5,34
*Rezerva | Di (31,4-43) (37,6-60,9) (31,3-51,9)
( 462{1;631;/2‘302) 5 40,90 £ 5,36 47,46 £4,27 37,84 £4,71
2 (31,4-49,3) (41,2-60,9) (31,3-51,9)
* Galeiu o, 10,50 £ 0,50 10,50 £ 0,55 10,85 0,59
total (10,0-11,5) (10,0-11,5) (10,0-12,0)
(9,7-12,5 10,75 £ 0,41 11,0 + 0,50 11,71 + 0,75
mg/d) D, (10,0-11,5) (10,5-12,0) (10,5-13,0)
7,31 £ 0,51 5,56 = 0,57 424 +0,79
D: (6,8-8,0) (4,5-6,5) (3,55-6,0)
FOSfor. Po1g-my < 0,01 Po1a-ny < 0,05 XX
(Sg‘fg’rgan?g;/cdl) 7,35+ 0,48 5,56 0,53 4,28 + 0,53
D, (6,5-8,0) (5,0-6,5) (3,5-5,5)
Po2¢-my < 0,01 Po2(-y < 0,05 XX

Referitor la dinamica parametrilor metabolici in experienta “D”, se poate mentiona
decalajul accentuat al valorilor medii fata de datele de referinta, exprimat prin nivel mai scazut al
carotenului pe parcursul intregii perioade de cercetare, tendinta de mentinere la nivelul minim a
proteinelor totale si variatia pronuntata a fosforemiei, care initial era peste nivelul maximal, ca

apoi sd ajungd sub nivelul referintelor. Acest tablou vorbeste despre nivelul nutritiv
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nesatisfacator al ratiei de care au beneficiat animale din aceastd gospodirie in perioada
investigatiilor (tab. 4.1.3.).

Totodata, trebuie de mentionat, ca in dinamica indicilor metabolici in aceste doua
experiente au fost consemnate si tendinte asemanatoare exprimate prin mentinerea catre sfarsitul
cercetarilor a unor valori mai mari ale continutului de caroten si de fosfor in ser la loturile
experimentale (D, si C,), comparativ cu loturile martor (tab. 4.1.2. si 4.1.3.), fara a inregistra
semnificatie statistica (p>0,0,5).

Date referitore la actiunea Diludinei si a altor antioxidanti in urmatoarele etape ale
metabolismului sunt aduse de mai multi autori, care au stabilit ca la vitei, sub actiunea Diludinei
are loc o diminuare a cantitatii de lipide totale si de colesterol in ficat si in serul sanguin. Sub
actiunea santochinei la vaci s-a constatat cresterea cantitdtii de proteine totale pe contul fractiei
albuminelor si beta-globulinelor, iar la vacile care au primit santochind si vitamina E in serul
sanguin s-au constatat niveluri mai mari de fosfor neorganic, magneziu total, glucoza si
diminuarea activitatii fosfatazei alcaline [45]. La fel, se mentioneaza ameliorarea fonului
metabolic - exprimat prin cresterea rezervei alcaline, a carotenului si fosforului anorganic in ser
la vacile care au primit Diludind in combinatie cu Se, vitamina A si E in sezonul de iarnd —
primavara [32].

In experientele noastre au fost consemnate tendinte aseminitoare in dinamica indicilor
metabolici la vaci. Astfel, rezultatele obtinute in experienta “D” si ,,C”, aratd influenta pozitiva,
desi nesemnificativa (p>0,0,5), a Diludinei asupra cantitatii de caroten, calciu total si fosfor
neorganic in serul sanguin la vacile din loturile experimentale D; si C, (tab. 4.1.2. si 4.1.3.). De
mentionat, Tnsd, cd la animalele din experienta “D” s-au constatat niveluri mai joase decat
limitele de referintd ale carotenului si proteinelor totale, ceea ce reflectd nivelul nutritiv
insuficient al ratiei cu care au fost hranite animalele 1n acea perioada.

In experienta ,,C” valorile indicilor metabolici s-au aflat in limitele fiziologice, fiind
dovada a unui nivel nutritiv satisfacator al ratiei administrate. Necdtand, la diferenta mentionata,
privitor la valoarea nutritiva a ratiilor din cele doud experiente, in loturile experimentale (D3 si
C,) s-au constatat valori mai mari ale cantitatii de caroten la sfarsitul experientei. Prin urmare,
cercetdrile noastre, confirma rezultatele obtinute de [32] si alti autori mentionati mai sus,
conform carora Diludina asigura mentinerea unui nivel mai inalt de caroten in singe la vacile
care au primit acest preparat.

Cantitatea de fosfor neorganic in ambele experiente scade comparativ cu nivelul constatat
la inceputul lactatiei, ajungand in apropierea limitei inferioare. Dar, si in acest caz la loturile

experimentale se constata un nivel ceva mai inalt — cu 4,1 % la lotul D, si cu 7,2 % la lotul C;, -
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comparativ cu cele martor (D; si C;). Nivelul de calciu catre sfarsitul experientei nu a suferit
schimbari esentiale, desi se poate contura aceeasi tendinta de crestere la loturile experimentale
(tab. 4.1.2.514.1.3.).

Indicii eritronului, in experienta ,,C” au fost determinati la inceputul si sfarsitul
cercetarilor, iar In experienta ,,D” — in patru reprize. De mentionat, ca in dinamica eritronului
s-au observat unele tendinte comune pentru ambele experiente descrise.

Datele obtinute in experienta ,,D” sunt prezentate in tab. 4.1.4.. Dupa cum se vede din
tabel, la prima investigatie indicii eritronului (Ht, Hb si eritrocite), la ambele loturi se aflau in
limitele fiziologice. Diferenta dintre valorile medii initiale ale lotului D; (martor) si D;
(experimental) este neinsemnata si variaza de la 0,3 % pana la cca. 2,0 %.

Tabelul 4.1.4. Indicii eritronului la vaci in experienta “D” (,,xx” —p > 0,05)

Indicii
Cercetare Lotul Ht (%) Hb (g/1) Eritrocite (x10'1)
M+m/{im n M+ m /{im n M+ m /{im
| 0 D, 33,8+ 1,16 6 116+9,33 | 6 5,45 + 0,20
(40 7i alp) (32-35) (102-130) (5,1-5,8)
5 33,7+2,0 6 | 1183+822 | 6 5.4+ 0,50
2 (30-37) (102-128) (4,0-6,2)
28,2 + 1,44 e | 114,6+568 | . 4,12 £ 0,14
D, (26-31) (105-120) (3,9-4,3)
I Po1¢-ny < 0,05 XX Po1g-iy < 0,001
(7 zi plp) 29,2 + 1,84 e | 11724688 | . 3,98 £ 0,15
D, (24-31) (100-130) (3,6-4,2)
XX XX Po2¢-y < 0,05
295+2,5 4 | 120£80 |, 3,97 £ 0,42
n D, (27-33) (96-120) (3,2-4,5)
(30 zi XX XX Po1g-iy < 0,05
p/p) 5 28,6 + 1,92 g | 120112 | 4,14 £ 0,44
2 (27-32) (90-140) (3,6-5,1)
29,6 +2,17 2| 10702714 |7 5,46 + 0,22
D1 (24-35) (94-126) (5,2-6,1)
Ppiai-ivy < 0,001
02 > o
lactatic) 30,1 + 2,64 o | 1m23x117 | 7 55+0,27
’ D> (25-36) (96-134) (5,1-6,2)
XX XX IPDE|;22((I|I|-|I-\ll\)/)<<0(‘J(,J(()J51

La investigatiile urmatoare, a doua (7 zile post-partum) si a treia (30 zile post-partum) se

constatd o scadere continud a valorilor eritronului la ambele loturi In comparatie cu nivelul
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initial, urmate de sporirea acestora la cercetarea a IV (60 zile de lactatie). Aceasta dinamica este
comund pentru toti trei indici, fiind mai pronuntatd pentru hematocrit si numarul de eritrocite,
care la cercetarile II si Il ajung sa coboare pana sub limita inferioara de referinta. Aceasta
situatie este rezultatul actului fiziologic de parturitie urmat de posibile hemoragii declansate, dar
si distrugerii eritrocitelor sub actiunea factorilor de stres oxidativ.

De mentionat, ca diminuarea valorilor eritronului la cercetarea a 11, fata de nivelul initial,
este aproximativ aceeasi la ambele loturi si se exprima la lotul experimental (D7) prin scaderea
numarului de eritrocite cu 27,8 %, a hemoglobinei cu 1,0 %, si a hematocritului cu 13,4 %, iar
pentru lotul martor (D), diferenta pentru aceeasi perioada atinge valorile de 24,5 %, 1,3 % si
16,6 %, respectiv.

La cercetarea a Il (30 zile post-partum) scaderea eritronului continua, astfel incat
diferenta fata de valorile initiale (cercetarea I) ajunge sa constituie la lotul D; dupd numarul de
eritrocite 27,2 %, dupa continutul de hemoglobina 3,5 %, si dupa valoarea hematocritului 12,8
%, pe cand la lotul D, diferenta este de 23,4 %, 5,4 % si 15,2 %, respectiv (tab. 4.1.4.).

La cercetarea a IV valorile medii ale eritronului atat la lotul Dy cét si la lotul Dy,
inregistreaza o crestere fatd de nivelul precedent (III), ajungand la valori ale numarului de
eritrocite ce le depasesc pe cele initiale cu 0,2 % si 1,8 %, respectiv, iar valorile Hb-ei si Ht-lui,
desi la fel au crescut, raman totusi la un nivel putin mai scazut decat cel initial cu 7,8 % si 12,5
%, sau 5,1 % si 10,7 %, la loturile respective.

Reesind din datele expuse, se poate constata cd, desi in perioada cercetarilor dinamica
eritronului la vacile din loturile D; si D, a fost similara, totusi la lotul de vaci care au primit ca
supliment furajer Diludind, se constata o influentd pozitiva a preparatului, exprimata la ultima
cercetare §i prin valori medii putin mai ridicate ale numarului de eritrocite cu 0,7 %, a Hb cu 4,9
% sia Ht cu 1,7 %, comparativ cu lotul martor (p > 0,05).

Rezultate partial similare Tn dinamica indicilor eritronului s-au obtinut si in cea de a doua
experientd, privind testarea Diludinei la vacile in lactatie. De exemplu, la ambele loturi din
experienta ,,C” (tab. 4.1.5.), la sfarsitul experientei (a patra luna de lactatie) s-a Stabilit
diminuarea Ht-lui fata de nivelul constatat la 14 zile dupa fatare, cu 6,4 % la lotul C; si cu 7,7 %
la lotul C,. De mentionat, insa, ca continutul de hemoglobina la lotul martor, a scazut cu 4,6 %,
iar la lotul experimental a crescut cu 2,5 %, pe cand numarul de eritrocite a sporit la ambele
loturi cu 1,9 % si 1,8 %, respectiv. Prin urmare, dinamica indicilor eritronului, in special, a Ht si
numadrului de eritrocite este similard, penru loturile C; §i Cp, dar nu si identica pentru ambii

parametri, fard a Inregistra diferente elocvente dintre loturi, iar dinamica continutului de Hb
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poatrtd o tendinta evident pozitiva la lotul de vaci care au primit Diludind, desi, fard a avea o
autenticitate statistica (p > 0,05).

Tabelul 4.1.5. Indicii eritronului la vaci in experienta ”’C” (,,xx” —p > 0,05)

Cercetare
Indicii Lotul I I
n M+ m /lim n M+ m /lim
5 36,0 £3,75 . 33,7+224
Ci-mart. (30-44) (31-39)
XX Ht p01(|.||) > 0,05 C1(1—>H) l6,4%
(0/) C1Cy C2>1,7%; p(crcz>0,05 C2>0,3%; p(cicy>0,05
i . 36,6328 . 38=1,10
Co-exp. (32-43) (30-36)
Pcagiy > 0,05 Cy(I—-1ID) |7,7%
8 114,0 £ 9,0 7 108,8 + 7,83
Ci-mart. (100-128) (98-134)
X Pcig-m > 0,05 Cy(I—-11) |4,6 %
(g/) Ci1Co C, <0,3%; pcicp > 0,05 C; > 6,7%; Pp(c1cy>0,05
g o 113,7 7,18 . 116,6 = 14,2
Cz-exp. (104-126) (92-142)
Pcag-in > 0,05 Co(I=1D) 12,5%
o 5,22 + 0,35 . 5,32 £ 0,25
Ci-mart. (4,5-5,7) (4,8-5,8)
XX : : Pcig-my > 0,05 C,(I—-1II) 11,9%
Elr(I)EE/OICIte CieCo C,<1,8%; pcicy>0,05 C, <1,9%; Pp(cicy>0,05
(x10/1) g 5,13+ 0,24 . 522+021
Co-exp. (4,7-5,6) (4,75-5,77)
Pc2a-my > 0,05 Co(I-II) 11,8%

In acest context, este important de mentionat ca la lotul de vaci care au primit Diludina
diminuarea valorilor eritronului este mai putin pronuntatd decat la lotul martor. Prin urmare,
antioxidantul utilizat a avut efect pozitiv asupra procesului de eritropoieza. Rezultatele obtinute
de noi coincid cu datele prezentate de [32], care a constatat sporirea numarului de eritrocite si a
concentratiei de hemoglobina la vacile care au primit Diludina in combinatie cu alti antioxidanti.
4.1.3. Indicii sistemului antioxidant

In experientele consacrate testarii Diludinei - produs antioxidant sintetic, paralel cu indicii
eritronului a fost apreciatd si dinamica unor indici care caracterizeaza starea sistemului
antioxidant. Tinand cont, cd eritrocitele prin esenta functiei lor sunt expuse contactului
permanent cu concentratii mari de oxigen si ca membranele lor sunt vulnerabile la actiunea
oxidativa, datoritd continutului mare in fosfolipide polinesaturate [13], a fost important de a
urmari dinamica unor indici ai sistemului antioxidant In eritrocite si in serul sanguin, pe fonul

administrarii Diludinei.
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Din datele prezentate in tabelul 4.1.6. se observa ca rezistenta peroxidica a lipidelor
eritrocitare (RPLE), pe parcursul a trei investigatii a fost in limitele de referintd caracteristice
pentru specia datd [20]. La prima investigatie (pana la parturitie) s-a constatat ca acest indice este
mai Tnalt cu 9,6 % la lotul martor (D;) si aceasta tendinta se mentine pe tot parcursul experientei.
La a doua cercetare (7 zile post-partum) diferenta dintre loturi creste, ajungand la 13,9 %. In
paralel, are loc cresterea acestui indice fatd de valoarea initiala cu 29,5 % la lotul martor si cu
24,6 % la lotul experimental (D).

La a treia investigatie indicele RPLE se mentine la fel mai inalt, comparativ cu nivelul
initial si ajunge la valori aproximativ egale la ambele loturi, cu diferentd minimald de numai 1,7
%. La ultima investigatie (IV) nivelul RPLE scade la ambele loturi, fata de nivelul anterior (I11),
dar ramanand a fi mai inalt decat cel initial cu 20 % la lotul D; si cu 25,8 % la D, instalandu-se,
totodatd o diferenta dintre loturi egala cu 4,5 %.

Tabelul 4.1.6. Influenta Diludinei asupra indicilor SAO la vaci (exp. “D”); (,,xx”—p >0,05)

Indicii
RPLE Catalaza DAM

Cercetare | Lotul (uc) in ser (mkat/l) in ser (nmol/ml)
M = m /fim M £ m /fim M = m /fim
D 46,8 + 3,8 47,68 + 4,43 1,64 = 0,13

| 00 ! (42-58) (39,9-58,6) (1,34-1,98)
@woziap) | 42,7 £ 6,88 49,39 + 3,97 1,71+ 0,13
2 (32-51) (39,9-56,6) (1,47-1,98)
60,6 + 4,32 113,1 +23,3 2,34 £0,26

D, (56-67) (73,2-149,8) (1,97-2,81)

I Po1g-iy < 0,05 Po1g-iy < 0,05 Po1a-ny < 0,05
(7 zi p/p) 53,2 + 7,44 112,4 £ 17,4 2,04 + 0,17
D, (43-70) (83,2-139,8) (1,66-2,29)

XX Po2(-y < 0,01 XX

59,5+5,0 111,5+ 14,9 2,10 £ 0,12

D, (52-69) (93,24-133,2) (1,87-2,29)

(30 IZII Ip/p) XX Po1a-ny < 0,01 Po1a-ny < 0,05
D 58,5+ 7,75 101,5+ 32,4 1,87 + 0,37

2 (52-74) (73,2-166,5) (1,27-2,61)
56,2 £10,8 60,6 + 10,4 1,67 + 0,14

" D, (37-77) (39,96-86,58) i (1,4:1 010527)

(60 zi XX Poaqi-ivy < 0,05 PDl(“_IV) < 6 OE;

lactatie) DLIV) = =

’ D 53,7 £ 9,95 69,93 + 13,3 1,62 +0,13

2 (41-68) (46,62-96,57) (1,44-1,87)




Activitatea catalazei (CAT) in ser la loturile D; si D, (I investigatie) este aproximativ la
acelasi nivel, diferenta fiind de 3,5 %. La cea de a doua investigatie s-a constatat o crestere
pronuntatd a activitatii acestei enzime: la lotul martor cu 137,2 %, iar la cel experimental cu
137,5 %. La a treia si a patra investigatie activitatea catalazei s-a diminuat fata de investigatia a
doua, dar a ramas mai ridicatd decat valoarea initiald. Astfel, la cercetarea finala la lotul D;
nivelul CAT este cu 21,1 %, iar la lotul D, - cu 41,6 % mai mare decat cel initial (cercetarea I).

Continutul de dialdehida malonicd (DAM) in ser are o dinamicd asemandtoare cu cea a
indicilor precedenti prin aceea, ca dupa parturitie se constata o crestere a continutului acestuia,
iar spre sfarsitul experientei are loc diminuarea pana la nivelul initial. Dupd cum se vede din
tabel 4.1.6. la inceputul experientei cantitatea de DAM la lotul martor este cu 4,3 % mai joasa
decat la cel experimental. La a doua cercetare cantitatea acestui produs in ser creste la lotul D; cu
42,7 %, iar la D, cu 19,3 % fata de initial. La finele experientei acest indice scade aproximativ
pana la valorile initiale, dar la lotul martor se dovedeste a fi cu 1,8 % mai inalt, iar la lotul
experimental cu 5,3 % mai scazut decat nivelul initial. Diferenta dintre loturi la a patra cercetare
este de 3,1 % (p>0,05).

In tabelul 4.1.7. sunt prezentati indicii SAO determinati la vacile din experienta ,,C”, la
inceputul (10-20 zile de la fatare) si la sfarsitul ei (130-140 zile de lactatie). Din tabel se vede, ca
RPE la ambele loturi, este exprimata printr-un procent de hemoliza mai mare 1n debutul lactatiei,
fatd de valoarea obtinuta la sfarsitul experientei. Aceasta situatie reflecta faptul, ca in perioada de
post-parturitie rezistenta eritrocitelor la peroxidare, a fost mai joasd comparativ cu indicele
constatat, in perioada de lactatie avansata (4-5 luni). De mentionat, ca procentul de hemoliza la a
doua investigatie scade de 5,9 ori la lotul C; (Pcyg-ny < 0,01) si de 5,7 ori la lotul Cy (Pcog-ny <
0,001), fata de valoarea initiala. Diferenta dintre loturi este neinsemnata, atat la prima, cat si la
cea de a doua cercetare, fiind egala cu 4,6 % si 8,3 %.

Referitor la dinamica CAT si DAM 1in ser se observa, ca este asemanatoare cu cea a
RPE, - adica, dupa parturitie valorile acestor indici s-au dovedit a fi mai inalte, decat cele
inregistrate la a doua cercetare (140 zile de lactatie). La lotul C; activitatea CAT s-a diminuat cu
31,9 %, iar cantitatea de DAM — cu 33,1 %, fatd de valorile initiale, pe cand la lotul C, a scazut
cu 48,6 % si 30,88 % (Pc,-ny < 0,05), respectiv. Diferenta dintre loturi la cea de a doua cercetare
este de 24,7 % dupa activitatea CAT si de 6,3 % dupa continutul de DAM (Pc;-c, > 0,05) (tab.
4.1.7)).

Dinamica activitatii CAT si cantitatii de DAM 1in eritrocite (tab. 4.1.7.), spre deosebire de
dinamica valorilor din ser, a inregistrat o crestere la a doua cercetare. Din tabel se vede, cd la

sfarsitul experientei activitatea CAT 1n eritrocite a sporit cu circa 13,3 % la lotul C; si cu circa
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32,7 % la lotul Cy, iar cantitatea de DAM in eritrocite ajunge sa fie mai inalta cu 4,2 % si 0,7 %,
respectiv, fatd de prima cercetare. Diferenta dintre loturi, dupa activitatea catalazei in eritrocite la
prima cercetare este de 18,8 %, iar la a doua scade pana la 1,5 %; dupa cantitatea de DAM
diferenta este mai putin pronuntata, avand valori de 3 % si 0,3 %, respectiv (Pc;-c; > 0,05, pentru
ambii indici).

Tabelul 4.1.7. Influenta Diludinei asupra indicilor SAO la vaci (exp. “C”); (,xx”—p >0,05)

Cercetare
- | I
Indicii Lotul
n M £ m /im n M+ m/fim
6 57+1,13 7 0,96 + 0,32
C, (4,0-7,7) (0, 59-1,72)
Pci-ip < 0,01
RPE (%) 9 5,96 + 0,65 ; 1,04 0,23
C2 (4,5-7,3) (0,52-1,41)
Pcaa-my < 0,001
() 102,5 +20,3 69,9 +29.4
ini?rT Co | 7 (57,2-129.2) ! (33,3-123.2)
102,5 +20,3 52,7 + 19,61
(mkat/l Co | 7 (57,2-129.2) 6 (19,98-99.9)
) CAT c y 90,7 + 15,3 7 102,8 + 12,9
in eritrocite ! (66,6-143,8) (74-122,5)
(mkat/ml c , 76,3 + 9,04 . 101,3 + 16,08
masa eritr.) 2 (63,93-90,57) (74,6-130,5)
c 6 3,88 + 0,59 3 2,56 + 0,16
DAM ! (2,61-4,94) (2,29-2,98)
in ser 5 3,94 +0,17 7 2,73 +0,38
(nmol/ml) C, (3,67-4,2) (1,66-3,46)
Pcaa-my < 0,05
X DAM c 6 158,4 + 5,89 ; 165,0 + 11,08
in eritrocite ! (151,1-170,2) (142,6-185,04)
(nmol/ml c . 163,2 + 8,12 . 164,4 + 11,42
masi eritr.) 2 (146,9-172,3) (129,9-185,04)

Urmarind dinamica indicilor sistemului antioxidant in experienta “D” (tab. 4.1.6.) s-a
constatat, cd in perioada de dupa parturitie (7 zile) la vaci se micsoreaza rezistenta peroxidicd a
lipidelor eritrocitare (RPLE), creste activitatea catalazei (CAT) si cantitatea de DAM in ser,
comparativ cu nivelurile din perioada repausului mamar (fig. 4.1.4., 4.1.5. si 4.1.6.). lar, catre
sfarsitul experientei (60-75 zile de lactatie) indicele RPLE a crescut, iar activitatea catalazei si
cantitatea de DAM 1in ser s-a diminuat la ambele loturi. Dinamica acestor indici demonstreaza

faptul, ca in perioada de dupa fatare, in organismul femelelor se produce intensificarea
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proceselor de peroxidare [61]. Aceastd stare treptat este depdsitd odatd cu acomodarea

organismului la noile cerinte metabolice.

DAM RPLE
(nmol/1) 2, 34 =Dl =D2 (u.c.) =Dl nD2
, 2,1 70 1 59,558,5
iy 04 —4 1,87 60 - 532 =" 52537
2 4 164171 1, 67 1, 62 46,8
208 1 T22a2,7
>0 (i
15 - 40 -
1 A 30 A
20 -
0,5 - 1o -
O T 7 o

40zla/p 7zip/p 30 zi |3Ct 60 zi lact 40z a/p 7 zi p/p 30 zi Iact 60 zi Iact

Fig. 4.1.4. Dinamica DAM in ser (exp.,,D”) Fig. 4.1.5. Dinamica RPLE (experienta ,,D”)

Totodata, la lotul D, s-a constatat actiunea pozitiva a Diludinei asupra indicilor SAO
exprimata prin nivel mai scdzut de DAM si a activitatii catalazei in plasma la a doua si la a treia
cercetare, fapt ce confirma diminuarea proceselor de peroxidare la vacile din acest lot.

Actiunea pozitiva a Diludinei asupra indicilor care caracterizeaza starea SAO a fost
constatata si de [32], care afirma ca la vacile care au primit acest preparat a crescut rezistenta
eritrocitelor la hemoliza si cantitatea de glutation redus, unul din cei mai importanti antioxidanti
care asigura protectia antiperoxidica a celulelor.

In experienta ,,C” (tab. 4.1.7.), care a cuprins primele patru luni de lactatie, s-a constatat

dinamica asemanatoare a indicilor SAQO, ca si in AT

experienta ,,D”. Procentul de hemolizi a (miat/1) 131 1124111, 5101 5 "
eritrocitelor (RPE) si cantitatea de DAM 1in lgg : o 60,6 69,9
plasma au fost mai mari la 14 zile dupa fatare, 60 _47'§ig'39

comparativ cu valorile constatate la a doua ‘Z‘O | I
cercetare efectuatd peste 120 zile. Urmatorii doi 8 :

indici — activitatea catalazei (CAT) si cantitatea 2021a/p 7eip/p 30silect G0ailact

de DAM, determinati in eritrocite, spre deosebire Fig. 4.1.6. Dinamica CAT in ser (exp. ,,D”)
de primii, au inregistrat la a doua cercetare o crestere a valorilor fapt ce poate fi interpretat ca
rezultat al activizdrii metabolismului, inclusiv si1 in eritrocite, necesar pentru mentinerea
productiei de lapte.

Referitor la actiunea Diludinei asupra indicilor statusului antioxidant, care rezuma din
aceste doud experiente ,,C” si “D”, se poate mentiona influenta pozitiva a remediului asupra

dinamicii CAT 1in ser si DAM, dar nu si asupra markerilor RPE si RPLE.
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Prin urmare, in cadrul experientelor “C” si “D” s-a efectuat monitorizarea actiunii
antioxidantului sintetic Diludind, inclus in hrana la vaci in perioada de tranzitie si primele luni de
lactatie, asupra parametrilor statusului antioxidant, de rand cu aprecierea indicilor clinici, ai
eritronului si ai profilului metabolic. Rezultatele obtinute in aceste doua experiente reflecta
activizarea proceselor de peroxidare la vaci in perioada de postparturitie si capacitatea
antioxidantului sintetic Diludind de a fortifica mecanismele de protectie antioxidativa si de a

optimiza capacitatea functionala a statusului antioxidant al organismului.
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4.2.Utilizarea premixului mineralo-vitaminic pentru debutul lactatiei (experienta ,,F”)

Cercetarea data a avut durata de 90 zile si s-a efectuat pe doua loturi de vaci (F; — martor
si F» - experimental) a cate 5 in fiecare, aflate in prima perioada de lactatie (de la 14 pana la 105
zile).

Premixul mineralo-vitaminic pentru vaci in perioada de lactatie timpurie, a fost preparat
conform retetei care includea o serie de elemente biologic active, precum oligoelementele cupru
(Cu), zinc (Zn), cobalt (Co), iod (1) si seleniu (Se) — in forma de compusi anorganici, vitaminele
A, D, E si aminoacidul metionina.

lincluderea premixului in proportie de 3 % In componenta nutretului combinat, la vacile
din lotul F, (experimental), s-a facut cu scopul de a echilibra ratia, inclusiv si dupa unele
componente cu proprietati antioxidative cum este Se, Cu, Zn vitamina E si A, si metionina. Spre
deosebire, lotul F; (martor) a beneficiat de ratie balantatd doar dupa ingredientii de baza
(proteine, glucide, macrominerale etc.).

Pentru aprecierea eficientei premixului a fost monitorizata starea clinicd, productia de
lapte, dinamica indicilor eritronului, a profilului metabolic si statusul antioxidant.

Aprecierea statusului antioxidant s-a efectuat prin determinarea mai multor indici-
markeri in plasma si in eritrocite: activitatea antioxidanta totala (AAT), activitatea oxidativa
totala (AOT), continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL) si continutul de dialdehidd malonica
(DAM).

4.2.1. Starea clinica si productivitatea

Pe parcursul experientei, efectuand-se inspectarea zilnicd a animalelor, s-a constatat, ca
starea clinica a vacilor, din ambele loturi, a fost satisfacatoare. Ele manifestau un comportament
adecvat situatiei, zilnic consumau sortimentul de nutreturi incluse in ratie, iar asa procese
fiziologice ca rumegarea, defecarea, mictiunea etc., au decurs fara a fi observate oarecare
modificari.

Conform datelor, obtinute in urma monitorizarii productivitatii de lapte, expuse in tabelul
4.2.1., se poate constata, ca la ambele loturi acest parametru a crescut progresiv, inregistrand
valori maximale in ultima decada a experientei (80-90 zile).

La inceputul experientei cantitatea medie de lapte obtinuta la prima mulsoare de control a
fost aproximativ aceeasi la ambele loturi, cu o diferentd de numai 1,3 % in favoarea lotului
experimental F,.Efectul pozitv, asupra potentialului productiv s-a observat, dupa primele 20 zile
de administrare a premixului, prin aceea, ca la lotul experimental s-a constat sporirea cantitatii de

lapte, fatd de prima decada cu 18,8 %, pe cand la lotul martor, a ramas la acelasi nivel, iar
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diferenta dintre loturi a ajuns sa fie de 23,7%, (p > 0,05). Acest raport, privind cantitatea de lapte
obtinut in favoarea lotului experimental, se mentine pana la sfarsitul experientei, cu o usoara
scadere a diferentei dintre loturi, care la ultima mulsoare de control a constituit 9,8 %, in
favoarea aceluiasi lot 5,

Totodata, trebuie de mentionat, ca la finele experientei (decada IX) productia zilnica de
lapte la lotul F, era mai mare cu 43,6 %, iar la lotul martor (F1), cu 32,4 %, comparativ cu
nivelul din prima decadd, ceea ce vorbeste despre o sporire mai esentiala a potentialului
productiv la vacile care au beneficiat de o ratie balansata, inclusiv si dupa continutul de substante
cu rol biologic de antioxidanti.

Tabelul 4.2.1. Productia de lapte in experienta “F”; (,xx”—p > 0,05)

Lapte Lotul
pge:it:cr::ié X" £, (martor) ", (experim.) Fi < F,
(kg/zi) M + m/lim M + m/lim
15,84 + 2,56 16,04 £ 2,67
! (11,8 — 22,1) (12,5-19,0) Fa>13%
15,4 1,20 19,06 + 2,74
. (13,6 -18,1) (12,2 - 22,6) Fa>237%
16,84 + 1,62 20,7 +2.4
I (15,5 — 20,9) (16,5 — 23,6) Fa>229%
17,52 1,38 21,52 +3,26
v (16,2 - 20,2) (15,1 - 27.5) Fo>228%
18,38 + 2,45 20,8 + 4,88
v (15,5 — 22,5) (12,4 - 27.8) Fa>132%
18,58 = 2,94 21,78 +4,09
Vi (14,4 - 22.3) (15,9 — 28,4) Foa>17.2%
18,34 + 2,11 19,82 = 4,01
Vil (14,4 — 22.9) (12,7 - 251) F2>81%
20,32 + 1,98 21,98 + 3,82
Vil (17,5 - 25,0) (13,5 - 27,4) F2>82%
20,98 + 1,62 23,04 +2,71
IX (17.6 — 23,0) (17,9 — 25,9) F2>98%
?Qge/";'g 18,02 + 1,56 20,52 + 2,70 F)>13.8 %
In ?i?g;"e 1621,62 = 140,54 1847,16 = 242,92 F)>139%

Astfel, cantitatea de lapte obtinut zilnic de la fiecare vaca din lotul experimental a
constituit in mediu 20,52 kg, pe cand la martor — 18,02 kg; iar cantitatea totald de lapte obtinut in
mediu de la fiecare vaca, in cele 90 zile de experientd, a constituit la lotul F, 1847,16 kg, sau cu
13,9 % mai mult, decat la lotul martor (1621,62 kg) (p > 0,05).
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Prin urmare, includerea premixlui mineralo-vitaminic in ratia vacilor din lotul F,, a avut
efect pozitiv asupra proceselor metabolice, in ansamblu, exprimandu-se prin stimularea
potentialului productiv al animalelor.

In afara de imbunatitirea parametrilor productivi, la lotul experimental s-a constatat si
ameliorarea functiei de reproductie, care a fost monitorizatd si dupd incheerea administrarii
premixului mineralo-vitaminic, adica, pana la prima inseminare. Astfel, la lotul F;, s-a constatat
ca durata perioadei de la fatare pana la prima monta a fost egala cu 97 zile, iar la cel martor (Fy),
s-a prelungit pana la 182 zile [2].

4.2.2. Indicii hematologici si profilul metabolic

Dupa cum se vede, din tabelul 4.2.2., valorile medii ale indicilor eritronului (dar si cele
individuale) variaza in limitele normativelor, insa, dinamica acestora, difera la loturile cercetate
(F1 si F). In acest context, se poate mentiona, ca Ht-ul la lotul martor scade cu 3,5 %,
comparativ cu nivelul initial, pe cand la cel experimental Ht-ul creste cu 4,8 %.

Tabelul 4.2.2. Indicii hematologici la vaci in debutul lactatiei (exp. ,F”); (,,xx” —p > 0,05)

Lotul
Indicii Cercetarea F1 (martor) F2 (experim.)
n M + m/lim n M £ m/lim
] | 5 36,25+ 3,75 5 33,33+ 2,2
" Hematocrit (30-40) (30-35)
(%) | 5 35,0+ 2,0 5 35,0 £ 2,0
(30-40) (30-40)
| 5 184,21 + 7,06 5 171,14+ 9,33
. (174,8-192,1) (169,8-185,1)
Hem(()ég/ll(;blna 0 () D <0,05 XX
I 5 150,43 +£ 9,5 5 153,80+ 7,2
(130,2-163,5) (136-164,6)
| 5 7,2+0,08 5 7,37 +0,18
Eritrocite (7,09-7,31) (7,17”—7,65)
(x10%2/1) P (1) P <005 XX
I 5 755+0,11 5 7,58 £ 0,08
(7,28-7,76) (7,36-7,7)
] | 5 11,13+ 1,43 5 13,25+ 1,83
“*" Leucocite (9,0-14,0) (10,5-15,0)
(x10°/) I 5 12,55 + 0,74 5 12,13+0,6
(11,5-13,5) (11,0-13,0)

Dinamica hemoglobinei si numarului de eritrocite are aceeasi tendintd la ambele loturi,
constatandu-se micsorarea valorii Hb-ei si cresterea numarului de eritrocite la a doua cercetare
fata de prima. In lotul experimental sciderea Hb-ei constituie 10,2 %, iar in cel martor - este mai

accentuata si constituie 18,4%.
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In cazul eritrocitelor diferenta dintre loturi nu este atat de accentuati, comparativ cu
continutul de Hb. Astfel, cresterea numarului de eritrocite la lotul martor (F;) constituie 4,7 %
iar la cel experimental (F») 2,8 %.

Dinamica indicilor hematologici reflecta starea satisfacatoare a hemopoiezei prin
mentinerea unor valori destul de inalte ale eritronului, la ambele loturi, fapt care confirma efectul
benefic al nutritiei balansate n perioada de debut a lactatiei. O tendintd pozitiva la lotul F;, ceva
mai accentuata decat la lotul F1, se observa in dinamica continutului de hemoglobina (Hb), care
se mentine la nivel mai nalt (cu 2,2 %) (p > 0,05).

Valorile medii ale numarului de leucocite nu depasesc limitele de referintd nici la unul
din loturi. Insa, analizand datele individuale s-a constatat la unele vaci o usoara leucocitoza 1a |
cercetare care poate fi interpretata ca consecintd a posibilelor complicatii puerperale.

Prin urmare, atat indicii eritronului cat si numarul de leucocite, avand valori destul de
inalte, situate in limitele de referintd, demonstreaza o stare normald a procesului de hemopoieza
la ambele loturi de vaci.

Indicii biochimici, care caracterizeaza profilul metabolic au fost determinati in doud
reprize. Dupa cum se vede, din tabelul 4.2.3., valorile medii ale acestora nu depasesc limitele de
referinta.

Cantitatea de proteine totale si albumine au o dinamica similard ce se exprima prin
cresterea lor catre a doua cercetare cu 6,6 % si 8,4 % la martor, cu 2,4 % si 5,2 % la lotul
experimental. Nivelul de calciu si fosfor la fel se modificd comparativ cu datele initiale, crescand
cu 8,1 % si 23,5,7% la martor, iar la cel experimental scade cu 3,2 % si creste cu 17,0 %,
respectiv. Valorile medii ale acestora, dupa cum se vede din tabel, reflecta un nivel satisfacator
al metabolismului proteic si fosfo-calcic la ambele loturi. Aceste valori exprima unele tendinte
comune, 1nsd fiecare organism poseda particularitati individuale, chiar si in conditii similare de
intretinere.

In acest context, meritd de mentionat cd, desi nivelul mediu al calciemiei s-a aflat in
limitele de referinta, la mai multe animale (din ambele loturi) s-a constatat stare de hipocalcemie.
Numarul de vaci cu hipocalcemie a constituit la prima cercetare 57 %, iar la cercetarea a doua —
40 %. Aceste date demonstreaza, ca hipocalcemia subclinica la vacile de lapte, In perioada de
debut a lactatiei are o incidenta mare. Faptul respectiv reflecta balanta negativa in metabolismul
calciului, cauzata de apetitul scdzut in perioada de postparturitie, cat si de sporirea progresivad a
lactogenezei si eliminarea calciului prin lapte.

Activitatea enzimelor ASAT si ALAT in ser, la ambele loturi inregistreaza o crestere,

fata de datele initiale, de 1,9 si 1,63 ori — la martor, de 2,1 si 1,62 la lotul experimental, respectiv,
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dar care nu depaseste limitele de referinta. Aceasta dinamica poate fi explicatd ca consecintd a
intensificarii metabolismului proteic, menita sa asigure necesitatile organismului in perioada de
lactatie timpurie.

Tabelul 4.2.3. Indicii biochimici la vaci in debutul lactatiei (exp. ,F”); (,xx”—p >0,05)

ndici Lotul
ndictl Cercetare F; (martor) F, (experim.)
(norma)
I <11 M + m/{im I oI M + m/lim
] | 79,1 £ 6,17 75,2 +2,6
~** Proteine totale (69,8-88,0) (71,7-77,5)
(58-83 g/l) o 84,6 £1,97 o 77,04 + 6,1
I 166% | (gas7e) | 124 | (735835
] | 33,76 £ 2,35 35,1+ 0,6
“Albumine (30,7-37,3) (34,2-35,7)
(22-40 g/l) 0 36,6 + 2,35 0 37,02 + 1,4
. 18,4% (32,6-40) 152% (35,2-38,6)
] | 2,16 + 0,48 2.5+ 0,84
~¥ Calciu (1,6-2,9) (1,2-3,4)
(2,3-2,9 mmol/l) I 18,1% 2,?15;:30?:)55 13.2% 2{1123 d; 237
| 1,89 +0,13 2,04 £ 0,08
Fosfor P ) %13028; ) (1’91_5,’,16)
(1,8-3,0 mmol/l) - ’ 2
I £23.5% 2,47+0,18 +7.0% 2,46 + 0,37
’ (2,02-2,83) ’ (2,07-3,4)
32,2+9,2 32,070
I ’ ’ l H
sl o
(45-110 U/I) - 2 :
I Moori | BL75E1415 | .oy | 6762£751
’ (45,7-89,3) ' (52,6-78,4)
8,45 + 3,45 11,5+2,73
T ALAT ! (2,7-12,1) (8,4-15,6)
(6,9-35,3 U/l) . 13,8+1,76 . 18,7+5,8
I 11,6 ori (10,2-16.3) 11,6 ori (10,0-26,8)

Indicii profilului metabolic determinati in plasmd exprima nivelul satisfacator al
metabolismului proteic la ambele loturi, fapt, care este confirmat prin valorile medii ale
proteinemiei §i a fractiei albuminice, aflate in apropierea limitei superioare de referinta.
Cresterea nivelului de proteine si albumine la a doua cercetare este, pe de o parte, dovada a
activizarii §i stabilizarii metabolismului, comparativ cu perioada post-partum, si totodatd,
confirma ca nutritia vacilor a fost echilibrata si a asigurat pe deplin necesitatile acestora in

proteina.

-03-



4.2.3. Statusul antioxidant
4.2.3.1. Dinamica activitatii antioxidante (AAT) si activititii oxidante totale (AOT)

Activitatea antioxidanta totala (AAT) si activitatea oxidanta totald (AOT), sunt indicii
care reflecta capacitatea plasmei sanguine de a inhiba procesul de oxidare indusa, sau capacitatea
plasmei sanguine de a stimula procesul de oxidare indusd a unui sistem model. Prin urmare,
indicele AAT si AOT, ne arata continutul sumar in substrat (plasma sau eritrocite) a compusilor
cu proprietati antioxidante sau prooxidante.

Din tabelul 4.2.4., in care sunt prezentate rezultatele determindrii a acestor doi indici, se
vede cd activitatea antioxidantd totald atit n eritrocite cat si in plasma a avut o dinamica
ascendenta in perioada cercetarilor.

Astfel, indicele AAT in plasma a crescut fata de valoarea initiala cu 11,0 % la lotul
martor, iar la lotul experimental cu 8,3 %. Dinamica similara se constata si la AAT in eritrocite
avand o crestere cu 18,9 % si 13,3 %, respectiv.

Tabelul 4.2.4. Activitatea antioxidanta si oxidativa totala in sange (exp. ,,F”); (,xx” —p >0,05)

Lotul
M + m/tim M + m/lim
] I 58,05 + 4,95 59,09 =+ 3,03
STAAT (51,52-63,73) (55,25-63,73) Fa>18%
in plasma [ I1>11,0 % I1>83%
(%) I 65,22 £ 3,52 64,4 £3,63 £ <13%
(60,68-70,85) (56,27-68,13) 2o
] I 148,78 + 10,27 156,3 + 10,6
S AAT (139,1-155,2) (135,4-174,5) F2>4.8%
in eritrocite 10 I1>18,9 % I1>13,3 %
(%) I 1833 11,1 184,5 = 12,02 o179
(167,1-202,1) (174,4-209,3) 2o
] I 43,49 + 3,94 41,55 + 6,34
X AQT (41,02-45,8) (36,9-45,8) Fa <4.5%
in plasma [l >17% 11>5.4%
(%) II 44,2 + 4,3 4399 + 5,01 F, <0.7%
(38,9-47,7) (36,1-50,0) 2o

Activitatea oxidativa totala (AOT) 1n plasma la fel inregistreaza o dinamica ascendenta,
fatd de valoarea initiala, la lotul martor cu 1,7 % si 5,4 % la lotul experimental. Prin urmare, din
aceste date se contureaza o tendintd similard in dinamica indicilor AAT si AOT in plasma si

eritrocite, atat la lotul F; cat si la lotul F».
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Referitor la categoria de indici, care caracterizeaza activitatea antioxidanta totala (AAT)
si activitatea oxidativa totala (AOT) in plasma, inregistreaza o diferentd minimala intre loturi, si
poate fi consideratd neinsemnata. Totodatd, la ambele loturi se constatd tendinta de crestere a
AAT si AOT catre a doua cercetare. Aceasta dinamica de crestere a AAT (plasma si eritrocite)
si a AOT reflectd, de fapt, situatia, cd ambele loturi au beneficiat de o nutritie echilibrata, care a
influentat pozitiv potentialul antioxidant al organismului, comparativ cu valorile inregistrate la 2-

3 saptamani dupa fatare.

4.2.3.2. Dinamica produselor de peroxidare a lipidelor (HPL si DAM)

In tabelul 4.2.5. si 4.2.6. sunt prezentate rezultatele determindrii produselor intermediare
ale peroxidarii lipidelor — hidroperoxizii lipidici (HPL), in plasma si eritrocite.

Conform, datelor din tabelul 4.3.5., se poate mentiona, ca toate trei fractii (timpurie,
intermediard §i tardivd) a HPL in plasma inregistreaza o crestere catre a doua cercetare
comparativ cu continutul lor la cercetarea initiala. Astfel, la lotul martor (F1) cantitatea fractiilor
respective de HPL s-a marit cu 55,1 %, 21,1 % si 76,2 %, iar la lotul experimental - cu 88,0 %,

10,8 % s1 92,8 %,. Prin urmare, dinamica HPL in plasma are aceeasi tendinta la ambele loturi.

Tabelul 4.2.5. Dinamica hidroperoxizilor lipidici (HPL) in plasma (exp. ,,F”); (,xx”—p >0,05)

Fractia Continut
Indicii Lotul Cercet. | timpurie intermediara tardiva sumar
M+ m/tim M+ m/tim M £ m/{im mediu (un.)
I 11,8 £3,3 9,0+1,9 5,9+1,2 89
S = (6,0-16,4) (6,6-12,0) (4,2-8,0) ’
(martor) I 18,3+7,0 10,9 +2,1 10,4 £2,4 13.
HPL (8,6-31,4) (7,4-13,8) (8,0-13,8) '
in plasmﬁ I 15,9 =+ 3,9 12,0 + 1,1 5,6 + 2,0 11.2
(Un /ml) F (1210_2118) (1018_1314) (410_816) ’
(expeiim.) XX P (int-tar)<0,05 | Pr (ti.- tar)<0,05
I 17,3 +£4,3 13,3 +4,8 10,8 +2,8 138
(11,2-24,8) (6,4-18,6) (7,4-15,2) ’

Continutul de HPL in eritrocite (tab. 4.2.6.) demonstreaza o dinamica diferitd de cea

inregistratd in plasma. In acest substrat (eritrocite) fractia timpurie de HPL creste, iar fractiile
intermediard si tardivd se micgoreaza la ambele loturi fatd de nivelul initial. Astfel, la lotul
martor fractia timpurie creste cu 6,5 % iar la lotul experimental — cu 32,0 %, iar fractiile

intermediara si tardiva scad cu 50,6 % si 21,3 %, si 33,7 % si 14,0 %, respectiv.
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Tabelul 4.2.6. Dinamica hidroperoxizilor lipidici (HPL) in eritrocite (exp. ,,F”); (,,xx”—p > 0,05)

Fractia Continut
Indicii Lotul Cercet timpurie intermediara tardiva sumar
' mediu
M+ m/tim | M+m/lim M £ m/tim un.)
| 137,0£26,0 | 257,0+21,0 [1930£560 | o .
. (97,0-165) (220-295) (123-251) ’
I (ti.- int.) ’ 1-11 ’ XX
(mait) P <0,01 | p(.1)<0,05 ”
' 146,0 £ 12,5 | 127,0 £35,7 | 152,0 + 40,0
HPL I ’ ’ ’ ’ ’ ’ 141,7
+ eritrocite (123-167) (66-215) (107-253)
(mUn.JgHb) | 1250200 | 2380+153 | 2080410 | o0
19 - (101-155) (222-261) (146-257) ’
(exf) ) P i-inty < 0,01 | p (1-n) < 0,05 XX
' I 165,0 £ 13,4 | 158,0+29,0 | 179 £29,5 1675
(147-189) (84-190) (125-237) ’

Datele din tab. 4.2.7., prezintd rezultatele determindrii unuia din produsele finale ale
peroxidarii lipidelor — dialdehida malonici (DAM), in plasma si eritrocite. In plasma la lotul
martor (F1) s-a inregistrat cresterca DAM la cercetarea a doua cu 3,2 %, iar la lotul experimental
(F») a scazut cu circa 17,2 % fati de prima investigatie. In eritrocite s-a inregistrat cresterea
cantitatii de DAM cu 16,7 % la lotul martor (F;) si cu numai 2,9 % la cel experimental (F,) fata
de valoarea initiala.

Tabelul 4.2.7. Dinamica dialdehidei malonice in sange (experienta ,,F”) ; (,,xx” —p > 0,05)

Lotul
FioF;
Indicii Cercetare “*" Fy (martor) " F, (experim.)
n M £ m/fim n M + m/¢im
, 4 6,73 + 2,06 3 7,19 + 1,64
" DAM (5,26-7,30) (5,35-8,23) F, >6,4%
in plasma 111 11>32% 11<17,2%
(nmol/1) 1 5 6,95+ 1,92 5 5,96 + 1,08
(4,1-8,15) (4,85-7,93) F2<14,3%
i , 4 | 05170076 | | 0,577 + 0,095
" DAM (0,483-0,569) (0,545-0,623) F2>10,4%
in eritrocite Il 11>16,7% 11>29%
(nmol/gHb) I 5 0,62 = 0,051 5 0,594 + 0,041
(0,52-0,673) (0,543-0,678) F2< 4,2%

Conform acestor date, se poate mentiona, ca dinamica cantititii de DAM 1n plasma si
eritrocite la lotul martor are tendinta comund de a creste comparativ cu nivelul initial, pe cand la
lotul experimental nivelul de DAM 1in plasma scade, iar in eritrocite se mareste, dar nu atat de

mult ca in lotul martor.
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Referitor la produsele intermediare de peroxidare a lipidelor - hidroperoxizii lipidici
(HPL), se poate mentiona, ca nivelul lor s-a modificat neuniform. in plasma toate trei fractii de
hidroperoxizi lipidici (timpurie, intermediard si tardiva), se maresc comparativ cu valoarea
initiala, iar in eritrocite nivelul fractiei timpurii creste, pe cand, celelalte doua inregistreaza o
scadere (tab. 4.2.5.).

In aspect evolutiv se poate mentiona ci continutul sumar de HPL in plasma (fig. 4.2.1.)
la lotul martor (F1) a crescut cu 48,3 %, pe cand la lotul experimental (F;) — cu 23,6 % , iar
diferenta dintre loturi la prima cercetare constituia 25,5 %, iar la a doua cercetare — 4,5 % mai

mult la experimental decat la martor.

/ 132 138 (Un./g 195,6 190,3
(Un./ml) , ' Hb) i 167,3
15 v 11 A 200 .f ’
39 141,6 A
! = L
A 150
10
100
5
- 50 _
lotul O-1 lotul O-2 lotul O-1 lotul O-2
M cercetare - | cercetare- |l W cercetare - | cercetare- |l

Figura 4.2.1. Nivelul mediu de HPL in plasma Figura 4.2.2. Nivelul mediu de HPL in eritrocite

In eritrocite (fig. 4.2.2.) cantitatea sumara de HPL la lotul F; scade comparativ cu nivelul
initial cu 27,6 %, 1ar la lotul F; — cu 12,1 % ; diferenta dintre loturi la prima cercetare constituie
2,8 % mai mult la martor, iar la a doua — cu 18,1 % mai mult la experimental. Prin urmare, la
lotul experimental se proiecteaza tendinta de mentinere a unui nivel mai inalt de HPL in plasma
si eritrocite. Aceste date corespund partial cu datele expuse de [140], care semnaleaza un nivel
inalt de HPL in plasma la vacile cu productivitate inalta.

Dinamica continutului de dialdehida malonica (DAM) — metabolit final al peroxidarii
lipidelor, a inregistrat o tendinta pozitiva la lotul experimental. In plasma (fig. 4.2.3.) cantitatea
de DAM a scazut la lotul experimental cu circa 17,2 % fatd de prima investigatie, iar la lotul
martor a crescut cu 3,2 %. In eritrocite s-a inregistrat cresterea cantititii de DAM la lotul
experimental cu 2,9 %, iar la lotul martor - cu 19,9 % fata de valoarea initiala. Totodata, nivelul
de DAM la cercetarea a doua in plasma este cu 14,3 %, iar in eritrocite cu 4,2 % mai mic la lotul
experimental decat la martor (fig. 4.2.4.).

Reesind din aceste date, se poate presupune, cd includerea in componenta premixului a

vitaminei E, A, seleniului si altor oligoelemente cu proprietati antioxidante, a avut impact pozitiv
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asupra proceselor de peroxidare, consemnat, in special, prin acumularea unei cantitati mai mici

de DAM 1n plasma si in eritrocite la lotul experimental (Fy).

i (nmol/g
(nmol/I) 673 6,95 7,19 Hb) 0,62
8 A — 0,65 a— 0,594
0,577
6 0,6 A
0,517
4 0,55
2 0’5 . r |
0 0,45
lotul F-1 lotul F-2 lotul F-1 lotul F-2

H cercetare -1 = cercetare- Il H cercetare - | cercetare- I

Figura 4.2.3. Dinamica DAM in plasma Figura 4.2.4. Dinamica DAM in eritrocite

Prin urmare, prin realizarea experientei date s-a efectuat monitorizarea actiunii
premixului mineralo-vitaminic, compus din oligomineralele Cu, Zn, Co, Se, vitaminele A, D, E
si metionind, care a fost inclus in ratie la vaci, cu scopul de optimizare a parametrilor statusului
antioxidant si prevenire a stresului oxidativ in primele luni de lactatie, de rand cu aprecierea
indicilor clinici, ai eritronului si ai profilului metabolic.

Includerea in componenta premixului mineralo-vitaminic, pentru vaci in debutul lactatiei,
a oligoelementelor Cu, Zn, Co, Se, a vitaminelor A, E si a metioninei, in cantitati
corespunzatoare necesitatilor fiziologice, a influentat pozitiv dinamica parametrilor statusului
antioxidant, a productiei de lapte, a indicilor eritronului si a profilului metabolic la animalele

cercetate.

4.3. Concluzii la capitolul 4
1. In urma utilizirii a antioxidantului sintetic Diludina la vacile din loturile experimentale (C, si
D) s-a constatat sporirea productiei de lapte:
e lalotul Cy, cantitatea de lapte obtinut a sporit in luna a doua cu 11,5 % si a treia — cu 17,5
%, vis-a-vis de nivelul initial (p > 0,05), iar procentul de grasime din lapte, a atins cota cea
mai inaltd in a doua luna de lactatic (3,87 %), spre deosebire de lotul C; la care acest
parametru constituie 3,58 % (p > 0,05), respectiv;
¢ la lotul D, cantitatea de lapte obtinut a sporit cu 5,2 % in lund a doua de lactatie, fata de
prima, fiind totodata, mai inalt decat la lotul martor (D) cu 4,2 % (p > 0,05).
2. La vacile din loturile experimentale C, si D, s-a produs optimizarea proceselor metabolice

care, catre sfarsitul cercetarilor, se confirma:
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e la lotul C; prin nivelul mai inalt al carotenemiei si fosforemiei, cu 14,1 % si 10,4 %,
respectiv, fata de lotul martor (C,), (p > 0,05);

e la lotul D; prin nivelul sporit al carotenemiei, calciemiei si fosforemiei, respectiv cu 5,0
%, 7,4 % si 1,0 %, fata de lotul martor D; (p > 0,05).

3. La loturile experimentale C, si D, se constata optimizarea proceselor de eritropoieza catre
sfarsitul cercetdrilor, care este consemnata prin tendinta de mentinere la un nivel mai inalt al
indicilor eritronului:

e la lotul C, se constatd cresterea continutului de hemoglobina cu 2,5 %, fatd de nivelul
initial si sporirea diferentei fatd de nivelul lotului martor de la 0,3 % pana la 6,7 % (p >
0,05);

e la lotul D, se constatd valori medii mai ridicate ale numarului de eritrocite cu 0,7 %, Ht -
cu 1,7 % si Hb - cu 4,9 %, comparativ cu lotul martor (D,), (p > 0,05).

4. Sub influenta Diludinei la loturile experimentale s-a constatat optimizarea parametrilor
statusului antioxidant si diminuarea intensitatii proceselor de peroxidare a lipidelor:

e la lotul C; prin nivel mai scazut al activitatii CAT in serul respectiv cu 24,7 % si a
continutului de DAM 1in eritrocite cu 0,4 %, fatd de lotul martor (Cy), (p > 0,05);

e la lotul D, prin nivel mai scazut al activitatii CAT in ser la a doua si a treia cercetare cu
0,6 % si 9,0 %, respectiv (p > 0,05), si a cantitatii de DAM in serul sanguin cu 12,9 % si 11,0
%, respectiv (p > 0,05), fata de lotul martor D;.

5. In cadrul experientei “F”, la vacile care au beneficiat de premixul mineralo-vitaminic, lotul F,,
S-a constatat sporirea productiei, prin obtinerea in perioada cercetarilor, a unei cantitati totale
de lapte egale cu 1847,16 kg, care este cu 13,7 % mai mare, comparativ cu cea obtinuta de la
lotul martor (Fy).

6. In dinamica indicilor eritronului la lotul F, se constati tendinte pozitive exprimate prin
cresterea mai importantd a hematocritului - cu 5 %, fata de nivelul initial (p > 0,05) si
mentinerea continutului de hemoglobin, la un nivel ceva mai inalt - cu 2,2 % (p > 0,05),
comparativ cu lotul martor (Fy).

7. Analiza parametrilor profilului metabolic permite de a face constatdri, comune pentru ambele
loturi (F1 si F,), precum ca, vacile au beneficiat de ratii echilibrate dupa componentele de
baza, fapt care s-a exprimat prin mentinerea in plasma a nivelului fiziologic de proteine totale,
albumine, calciu, fosfor si a activitatii ALAT, si ASAT, cu tendinta de sporire a continutului

acestora, comparativ cu valorile initiale.
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8. Dinamica indicilor AAT si AOT se remarca la ambele loturi (F; si F2) prin tendinta similara
de crestere, fatd de nivelul initial, cu 8,3 % a AAT 1n plasma, cu 15,3 % a AAT in eritrocite si
cu 5,4 % a AOT in plasma la lotul experimental, iar la martor cu 11,0 %, 18,9 % si 1,7 %,
respectiv, fard a inregistra o diferentd pronuntatd dintre loturi, la prima si la a doua cercetare.

9. Dinamica hidroperoxizilor lipidici in plasma si in eritrocite manifestd un caracter similar la
ambele loturi, exprimat prin cresterea nivelului lor sumar in plasma si scaderea celui din
eritrocite, la cercetarea a doua, dar, totodatd, cu tendinta de mentinere la lotul F,  care a avut
un potential productiv mai sporit, a unui nivel mai inalt de HPL cu 4,5 % si 18,1 %, respectiv,
comparativ cu lotul martor.

10. Dinamica continutului de dialdehidd malonicd (DAM) - produs final al peroxidarii lipidelor,
se exprima prin mentinerea la a doua cercetare, la lotul experimental (F), a unui nivel mai
mic cu 14,3 % 1n plasma si cu 4,2 % 1n eritrocite, fatd de lotul martor (F;), fapt ce arata
diminuarea intensitatii fenomenelor de peroxidare la vacile care au beneficiat de premixul

mineralo-vitaminic cu principii antioxidante.
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S. MODALITATI DE OPTIMIZARE ALE STATUSULUI ANTIOXIDANT
LA VITEI SI VARIATII DE VARSTA ALE ACESTUIA
5.1. Influenta oligomineralelor in forma anorganica si organica asupra statusului

antioxidant la vitei cu varsta de 2,5 — 6 luni (experienta ,,G”)

Cercetarile descrise in acest capitol au avut drept scop efectuarea unui studiu complex al
statusului antioxidant la tineretul taurin cu varsta de la 70 la 196 zile, pe fundalul includerii in
adaosul proteino-mineralo-vitaminic (APMV) din ratia acestora, a oligomineralelor in forma
anorganica (traditionald) si in forma organica, cu biodisponibilitate sporita.

Interesul pentru investigatiile date, este argumentat prin faptul, cd oligoelementele (Zn,
Mn, Cu, Co, Se s.a.) sunt implicate in numeroase procese biologice prin functiile sale de
catalizator, astfel, fiind parte activd a diverselor enzime, printre care si cele cu functie de
protectie antioxidativa a celulelor, cum este SOD, CAT, GSH-PX s.a. Suplimentarea ratiei cu
oligominerale, cu rol important in protectia antioxidativd cum este Mn, Cu si Se, in special in
zone endemice, poate avea implicare directd in asigurarea bundstarii animalelor si calitatii
productiei obtinute.

La moment, se considerd actuald si prezintd mai multe avantaje, utilizarea acestor
elemente in forma de compusi organici (legate cu aminoacizi), in special metionina, cum sunt
cele din componenta produsului “Bioplex” folosit in experienta noastra [174].

Cercetarile s-au efectuat pe 12 vitei cu varsta de 7073 zile divizati in doua loturi egale
numeric, conform schemei descrise in capitolul 2.4. Pe parcursul experientei (pana la varsta de
196 — 199 zile) in ratia viteilor din lotul G; a fost inclus un supliment mineral constituit din
oligoelemente in forma anorganica, inclusiv si Seleniu in forma de selenit de sodiu, iar viteii din
lotul experimental (G;) au primit suplimentul furager ,,Bioplex” care contine aceleasi
oligominerale (Zn, Mn, Cu, Co si Se) in forma proteinatad (organica).

Aprecierea statusului antioxidant s-a efectuat prin determinarea mai multor indici-
markeri in plasma si in eritrocite: activitatea antioxidantd totala (AAT), activitatea oxidativa
totala (AOT), activitatea superoxid dismutazei (SOD), a catalazei (CAT), a glutation
peroxidazei (GSH-Px) si glutation reductazei (GR); continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL)
si continutul de dialdehid malonic (DAM).

5.1.1. Starea clinic4, indicii productivi si indicii hematologici
In primele zile de experientd starea generalid a animalelor, din ambele loturi, a fost
satisfacatoare. Viteii manifestau pofta de mancare, consumau activ hrana si apa, iar procesele

fiziologice, cum ar fi defecarea, duireza etc., decurgeau fara modificari.
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Peste 4-5 zile, la cateva animale (4 capete) din cele 12 s-a observat abatere usoara, jetaj
nazal, tuse, iar la efectuatrea examenului clinic s-a constatat subfebrilitate (39,6 - 40,5 °C),
tahipnee (pana la 44 misc./min) si tahicardie (pana la 110 contr./min), - simptoame cauzate de

contactatarea unei viroze respiratorii sezoniere, caracteristica pentru lunile de primavara.
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Fig. 5.1.1. Dinamica temperaturii corporale Fig. 5.1.2. Dinamica frecventei cardiace

Dupa cum s-a constatat in perioada imediat urmatoare, fiecare din cei 12 vitei a suportat

aceasta stare morbida pe parcursul a 2-3 saptamani, finalizata cu o convalescenta deplina. Astfel,

= 50 la toti viteii s-a constatat tuse si jetaj, dar fard a fi
% 32 : insotite de modificari grave a T, P si R, fapt ce nu
g 35 - a influentat valorile medii ale acetor indici (fig.
B 5.1.1, 5.1.2, 5.1.3). La 30 zile de la inceputul

20 investigatiilor, desi nu s-a intervenit cu

| Il 1] \Y Vv
—e—IotG1| 40,6 | 40,6 | 40,5 | 43,8 | 34,5 | antibacteriene, s-a constatat disparitia semnelor

—@—lotG2| 31,3 | 376 | 41 | 358 | 33,6 | respiratorii, iar indicii clinici de baza au revenit in

Fig. 5.1.3. Dinamica frecventei respiratorii  limitele de referinta la toate animalele.

Desi, In prima lund de experientd, viteii au trecut prin starea morbidd descrisa, gratie
faptului cd conditiile de intretinere au fost satisfacatoare, iar ratia a fost balansata in conformitate
cu necesitatile fiziologice, inclusiv dupa continutul de vitamine si oligominerale (capitolul 2.4.),
la ambele loturi sporul zilnic nu a avut mult de suferit. Astfel, la lotul G; adaosul zilnic al masei
corporale a constituit 739 g, iar la lotul G, — 808 g (tab. 5.1.1.).

In urmitoarele doud luni (iunie-iulie) sporul masei corporale se mentine aproximativ la
acelasi nivel, dar cu profilarea unei diminudri nepronuntate, fata de cel inregistrat in prima (luna
mai), fapt ce poate fi explicat, cel mai probabil, prin influenta temperaturilor inalte survenite in
lunile de vari. In ultima perioadd (a patra) a cercetirii (luna august), dupi cum se vede din
acelasi tabel sporul masei corporale a inregistrat o crestere, fatd de lunile precedente, constituind

la lotul G; 873 g, iar la lotul G, 959 g.
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Tabelul 5.1.1. Indicii productivi la vitei in experienta ,,G”

Lotul
. G; (martor) G2 (experim.)
Specificare
M+m M+m
Masa inceput 74,0 + 4,58 74,0 + 5,94
corporala

(kg) sfarsit 170,7 + 12,77 174,7 £ 13,4
Spor total (kg) 96,7 + 8.5 100,7 £ 7,65
Spor zilnic (g) 767 £ 68,0 799 + 60,6

Astfel, calculand media sporului total si a sporului zilnic pe intreaga experientd s-a
constatat, ca la lotul Gy, care a primit cu hrana Se si alte oligominerale organice, sporul zilnic
este cu 32 g sau 4,2 % mai mare decat la lotul martor (G;), (tab. 5.1.1).

Paralel cu evolutia parametrilor clinici, s-au schimbat si indicii hematologici. Astfel,
numarul de leucocite la prima cercetare, cand animale au contactat o viroza, era la limita
superioara de referinta, iar la unele, chiar o depasea. In continuare, concomitent cu convalescenta
animalelor, acest indice in ambele loturi a scazut semnificativ si, deja, la a 30-a zi de investigatie

a revenit in limitele de referinta (fig. 5.1.4.).
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—@—lotG2| 11,05 | 7,53 | 9,23 | 7,41 —@-lotG2| 37,3 | 375 | 40 | 41,8

Fig. 5.1.4. Dinamica leucocitelor (exp. “G”) Fig. 5.1.5. Dinamica hematocritului (exp. “G”)

La inceputul experientei numarul de leucocite a avut o valoare inalta, care la lotul martor
constituiea 13,2 x 10%1, iar la cel experimental 11,05 x 10%I. Spre sfarsitul experientei la ambele
loturi se constata scaderea esentiald a acestui indice: cu 37 % la lotul martor si cu 33 % la lotul
experimental. Aceastd dinamica reflecta starea de leucocitoza de la inceputul experientei, cauzata
de afectiunile respiratorii de care au avut de suferit viteii in acea perioada. Odata cu depasirea
problemelor respiratorii se constatd diminuarea nivelului de leucocite, fapt ce se observa la a
doua investigatie (peste 30 zile) (fig. 5.1.4.).

Schimbari importante au revenit si din partea indicilor eritronului (Ht, Hb si eritrocite),

numai ca In acest caz, spre deosebire de leucocite, modificarile notate in lotul experimental
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difera de cele de la lotul martor. Aceasta denotd ca schimbarile s-au produs sub actiunea
oligomineralelor administrate.

Din figura 5.1.5. putem observa ca valorile medii ale hematocritului sunt situate in
limitele normativelor la ambele loturi si pe parcursul experientei se profileaza cresterea atat la
viteii din lotul martor (G;), cat si la cei din lotul experimental (G;). Totodata, se observa 0

crestere mai semnificativa a Ht-lui la lotul G, - egala cu 7,8 unitati procentuale.
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Fig. 5.1.6. Dinamica hemoglobinei (exp. “G”) Fig. 5.1.7. Dinamica eritrocitelor (exp. “G”)

In dinamica numarului de eritrocite, la viteii din ambele loturi, se constata la a doua si a
treia cercetare, diminuarea fatd de initial, dar fara depasirea minimalei de referinta. La ultima
cercetare se constata cresterea acestui indice comparativ cu cercetarea a treia, la lotul martor cu
4,7 %, iar la lotul experimental cu 9,8 %. Comparativ cu nivelul initial, la lotul martor este cu
13,6 %, iar la lotul experimental cu 2,1 % mai scazut; totodata, numarul de eritrocite este mai
inalt la lotul experimental (G;1) cu 1,9 %, decat la lotul martor (tab. 5.1.7.).

Valorile individuale ale hemoglobinei la viteii din ambele loturi variaza in limitele de la
110 g/l pani la 145 g/l. In dinamica Hb se constati aceiasi tendinti de crestere a acestuia fard a
depista o diferenta esentiala intre loturi si fara depasirea limitelor fiziologice. La ultima cercetare
s-a constatat cd cantitatea de hemoglobina la lotul martor este mai mare fata de valoarea initiala,

cu 8,6 %, iar la lotul experimental cu 6,8 % (fig. 5.1.6.).

5.1.2. Statusul antioxidant

Pentru testarea statusului antioxidant au fost determinati trei categorii de indici:

a) activitatea enzimelor: superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT) glutation
peroxidaza (GSH-Px) si glutation reductaza (GR);

b) activitatea antioxidanta totala (AAT) si activitatea oxidativa totala (AOT);

¢) continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL) si de dialdehid malonic (DAM).
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5.1.2.1. Dinamica activititii enzimelor antioxidante

Dupa cum se vede din tabelul 5.1.2. activitatea catalazei (CAT) in eritrocite este mai
inalta la lotul martor pe parcursul a primelor trei cercetari. Diferenta dintre loturi constituie
respectiv 70 % (p< 0,05), 32 % si 24% (p<0,05). La sfarsitul experientei se constata modificarea
raportului dintre loturi, inregistrandu-se activitate mai mare a CAT cu cca 19 %, la cel
experimental. Astfel, la lotul G, activitatea catalazei la ultima investigatie (a IV) a crescut
comparativ cu valoarea precedentd (cecetarea a III), cu circa 7 %, pe cand la lotul martor se
constatd descresterea continua fata de nivelurile precedente (al III si al II) cu 28 % si 47 %
respectiv. Variatiile individuale ale activitatii catalazei in eritrocite se situeaza in limitele 0,92 —
3,21 mmol/s.gHb la lotul G; si 0,77 — 2,47 mmol/s.gHb — la lotul G..

Tabelul 5.1.2. Activitatea catalazei si superoxid dismutazei la vitei (exp. “G”)

o CAT CAT SoD
g = in plasma in eritrocite in eritrocite
S S (mmol/s.l) (mmol/s.gHDb) (Un/gHb)
o M + m/lim p M = m/lim p M + m/lim p
G, | 0,185+ 0,034 1,93 £ 0,145 1792 £ 175
(0,154-0,236) (1,805-2,14) | p <005 |(1529-1493)
> 1/2 ) >
! G, | 0230041 P12>0,05 1,13 + 0,242 12233096 | P2 0.05
2 1 (0,184-0,292) (0,769-1,4) (758,2-1493)
G, | 02930027 2,42 £ 0,450 2572 + 509
1
(0,259-0,334) | p,,>0,05 | (1,89-3.21) (2066-3589)
! > >
' o, | 02410040 18320321 | P 005 | 688 + 1325 | P 0.05
2| (0,161-0,292) (1,47-2,47) (1261-2553)
G, | 0:250£0,067 1,80 = 0,102 1757 + 333
1
(0,131-0,345) (1,58-20) | p,,<0,05 |(1405-2287)
> 1/2 ’ >
i o, | 0:342£0,095 Pu2>0.05 14 0,073 1348 < 69,13 | Pv270.0
2 1 (0,12-0,484) (1,28-1,55) (1212-1446)
. | 032£0.151 1,30 = 0,158 1210 = 90,5
1
(0,199-0,37) (0,92-1,52) | P1nv)<0,05 | (1051-1420)
> >
v G, | 0.265%0,039 P12>0.05 1 54+ 0,296 D1,>0,05 (1361 %2433 | P12 0.05
21 (0,206-0,326) (1,32-2,28) (1194-1969)

Activitatea CAT 1in plasma, spre deosebire de cea din eritrocite, poarta un caracter mai
putin stabil, in special la lotul G;, la care se inregistreaza cresterea activitatii urmata de
diminuarea acesteia de la o cercetare la alta, ca pana la ultima sa ajunga de 1,7 ori mai inalta
decat valoarea initiala. La lotul G, dinamica CAT in plasma se caracterizeaza prin crestere la

cercetarea a Il si a Il cu 4,3 % si 41,6 %, respectiv, urmatd de o scadere usoara la cercetarea a
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IV (cu 23,6 %). Variatiile individuale ale activitatii CAT in plasma se situeaza in limitele 0,13-
0,37 mmol/s-1, la lotul G; si 0,12-0,48 mmol/s-1, la lotul G,.

Dupa cum se vede, din tabelul 5.1.2., activitatea SOD 1in eritrocite are caracter similar la
ambele loturi. Se constatd o crestere usoara a activitdtii la a doua cercetare dupa care urmeaza
scaderea lenta pana la nivelul initial. Pe parcursul a primelor trei investigatii la lotul martor (G;)
se mentine un nivel de activitate mai Tnalt cu: 46,5 %, 52,3 % si 30,2 %, respectiv, decat la lotul
experimental. La sfarsitul experientei (cercetarea IV), difefenta dintre loturi se micsoreaza si
constituie doar 151 Un/gHb, sau 12,4 %, in favoarea lotului G,. Valorile individuale variaza la
lotul martor intre 1051-3589 Un/gHDb, iar la lotul experimental intre 758,2 — 2553 Un/gHDb.

Activitatea glutation peroxidazei (GSH-PXx) in eritrocite, exprimata in mmol/s-gHb, dupa
cum se vede din tabelul 5.1.3., pe parcursul primelor trei cercetari se exprima printr-o curba cu
punctul maximal obtinut la cercetarea a doua. Totodata, la lotul martor, se constatd activitate
mai Tnaltd a GSH-Px decat la lotul experimental pe parcursul a trei cercetari. La prima si a doua

Tabelul 5.1.3. Activitatea glutation peroxidazei si glutation reductazei la vitei (exp. “G”)

o GSH-Px GR
§ = in eritrocite in eritrocite
8 5 n (nmol/s-gHb) (nmol/s-gHb)
[¢B)
o M + m/fim p M + m/¢im p
G, 9,57 + 1,093 541 +1,12
(7,93-11,1) P12>0,05 (4,53-7,09)
! - 5,76 = 1,77 2,95+ 0,83 P12>0,05
2 (3,53-8,42) (1,92-4,19)
G, 13,91 = 3,81 6,75 + 1,99
(8,75-19,53) Py>>0,05 (2,97-10,54)
I - 9,82 = 2,47 4,25+ 0,55 P12>0,05
2 (6,57-14,02) (3,68-5,35)
G 9,88 + 1,98 5,04 £ 0,72
1
(6,83-12,84) P12<0,05 (4,11-6,22)
i - 3,11£0,77 3,1420,75 P12>0.05
2 (2,02-4,11) (2,19-4,24)
3,92+ 0,91 5] <0.01 2,88 + 0,27
v G (3,13-6.2) 1("'V’<0 or (2,45-3.39) 005
o 182£328 | | P2 001 4,0 £ 0,55 P12>0,
2 (13,87-25,3) 20nv) < Y, (2,81-4,66)

investigatie diferenta in favoarea lotului martor este de 66 % si 42 %, respectiv. La a treia
investigatie diferenta dintre loturi devine mai accentuata, astfel incat activitatea GSH-Px este de
3,17 ori mai inalti la lotul martor (py;, < 0,05). Insi, la a patra cercetare la lotul experimental se

constatd o crestere destul de importanta (de 5,8 ori), fatd de valoarea precedenta, pe cand la lotul
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martor are loc scaderea progresiva a indicelui, comparativ cu investigatia a treia si a doua (de 2,5
si 3,6 ori, respectiv).

La finele experientei activitatea GSH-Px la lotul experimental G, ajunge sa fie de 4,6 ori
mai mare decat la lotul Gy (p1, < 0,01), iar comparativ cu valoarea initiala este de 3,2 ori mai
inalta (Pe2 gav)< 0,01), pe cand, la lotul martor — de 2,4 ori mai scazutd (P ¢-v< 0,01). Variatiile
individuale ale activitatii GSH-Px la martor se afla in limitele 3,13-19,5 nmol/sgHb, iar la
experimental 2,02-25,3 nmol/s-gHb.

Dinamica activitatii glutation reductazei (GR) in eritrocite, prezentata in tabelul 5.1.3.,
are un caracter fluctuant si este asemandtoare cu dinamica GSH-Px. Valorile individuale ale
activitatii GR-ei variaza la lotul martor intre 2,45-10,54 nmol/s-gHb si 1,92-5,35 nmol/s-gHb, la

experimental.

35 _. 3000 -
o)
o 2,5 o 2500 -
- S 2000 -
—
= 5 )
E -~ 1[5 - E 1500 T
c g o
= £ 1 - £ 1000 -
<< — 9]
© 0,5 - (r=0,3480) = 500 - (r=0,7444)
(]
0 o 0
I I It 1Y » I I I} 1\
—4—lotG1| 1,92 2,42 1,79 1,29 —4=—ot G1| 1792 2572 1756 1210
—@—-lotG2| 1,13 1,82 1,44 1,54 == lot G2| 1222 1688 1348 1360

Figura 5.1.8. Dinamica CAT in eritrocite Figura 5.1.9. Dinamica SOD in eritrocite
Astfel, referitor la dinamica activitatii enzimelor, se poate mentiona, cd aceasta Se
exprima prin crestere la cercetarea I, urmata de o scadere la cercetarea a Il (fig. 5.1.8., 5.1.9.,
5.1.10. si 5.1.11.). Astfel, activitatea CAT, SOD, GSH-Px si GR la ambele loturi (G; si Gy),
inregistreaza valori maximale la cercetarea a doua, urmata de o scadere (cercetarea a III) pana la
valori apropiate de cele obtinute initial. In continuare (cercetarea a IV) se poate mentiona, ci la
lotul G; activitatea a toate patru enzime (CAT, SOD, GSH-Px si GR) scade pana la valori cu
mult mai joase decat cele initiale cu: 33,2 %, 32,5 %, 59,2 % si 56,7 %, respectiv. Pe cand, la
lotul G, la cercetarea a IV activitatea enzimelor a crescut fatd de nivelul precedent (III), avand

totodata valori mai Tnalte decat cele initiale cu: 36,2 %, 11,3 %, 314 % si 35,6 %, recpectiv.
Atrage atentie, dinamica activitatii glutation peroxidazei (GSH-Px) - enzima
selendependenta, care inregistreaza o crestere spectaculoasa la lotul experimental (G) la finele
experientei. Am putea presupune, ca este rezultatul aportului indelungat de Se (in forma de
selenometionind), care conform datele obtinute de alti autori [55], precum ca, in cazul aportului

exogen de antioxidanti, efectul lor intervine nu mai degrabd de 3-4 luni de administrare.
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Fig. 5.1.10. Dinamica GSH-Px 1in eritrocite Fig. 5.1.11. Dinamica GR 1n eritrocite

Astfel, ca tendintd generald in dinamica activitdtii enzimelor cu functie de protectie
antioxidativd (CAT, SOD, GSH-Px si GR), in eritrocite, se poate mentiona, ca la lotul G; la
sfargitul investigatiei se constatd nivel mai Tnalt comparativ cu valoarea initiala, dupa cum s-a
ardtat mai sus, si nivel mai inalt comparativ cu valorile finale obtinute la lotul martor (G;) cu:
19,4 %, 12,5 %, de 4,6 ori si 28,0 %, respectiv. Reesind din aceste date, se poate presupune ca la
sfarsitul experientei la lotul G, care a primit oligoelemente proteinate s-a instaurat un nivel mai
inalt al capacitdtii protectoare antioxidative in eritrocite, care posibil sa fi fost influentat de
intensitatea proceselor metabolice din organism.

5.1.2.2. Dinamica activititii antioxidante (AAT) si activititii oxidante totale (AOT)

Activitatea antioxidanta totala (AAT) a plasmei este un indice, care reflectd capacitatea
plasmei sanguine de a inhiba procesul de oxidare indusa a unui sistem model. Prin urmare, AAT
ne arata continutul sumar din plasma sanguind a compusilor cu proprietati antioxidative.

Dinamica AAT in plasma desprinsa din tabelul 5.1.4., indica asupra tendintei, comune
pentru ambele loturi, de crestere a capacitatii antioxidative totale a plasmei sanguine in raport cu
valoarea constatata la inceputul experientei. Astfel, la lotul martor (G;) valoarea initiala era de
59,4 %, iar la sfarsitul cercetarilor a ajuns pana la 67 %; la lotul experimental — de la 51 % a
crescut pana la 64,5 %. Valorile individuale la lotul martor variaza intre 53,2 - 73,1 %, iar la
lotul experimental de la 37,5 % pana la 70,5 %.

Al doilea indice, din tabelul 5.1.4., activitatea oxidanta totala (AOT) aratd continutul
sumar din plasma sanguind a compusilor cu proprietati prooxidative. Datele prezentate reflecta
tendinta, comuna pentru ambele loturi (G si G2), de micsorare a valorii AOT cétre cercetarea a
IV. Astfel, la lotul martor (G;) valoarea initiala era de 50,92 %, iar la sfarsitul cercetarilor a
ajuns la 37,41 %; la lotul experimental — de la 45,12 % a scazut pana la 39,26 %. Valorile
individuale la lotul martor variaza intre 31,1 — 52,5 %, iar la lotul experimental de la 23,4 %
pana la 73,1 %.
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Tabelul 5.1.4. Activitatea anti-, si oxidanta a sangelui la vitei (experienta “G”)

AAT AOT AAT
R in plasma in plasma in eritrocite
Cercetare | Lotul (%) (%) (%)
M + m/¢im pl/Z M + m/¢im pl/Z M + m/tim p1/2
Gy 59,42 + 4,59 50, 92+ 1,01 1193 +13,9
| (53,2-66,3) 0.05 (49,4-52,5) 0.05 (98,4-133,8) 0.05
> > >
G 51,09 + 9,06 ’ 4512+18,7 |~ 98,59 + 14,02 ’
2 (37,5-59,7) (24,6-73,1) (77,5-114,5)
G 64,47 + 3,34 44,41 £ 6,23 141,3 £ 3,15
| ! (59,6-70,5) 0.05 (31,9-50,0) 0.05 (136,4-147,1) 0.05
> > >
G 58,76 + 4,52 | 35,48 + 6,02 ’ 141,5 5,25 ’
2 (55,-67,8) (23,4-44,9) (131,0-147,9)
G 62,01 + 4,21 43,3 + 4,26 138,2 £ 9,22
" ! (53,2-66,4) 0.05 (37,9-49,4) 0.05 (125,6-161,3) 0.05
> > >
G 59,96 + 3,38 ’ 46,73 + 2,46 ’ 129,7 + 7,91 ’
2 (57,3-68,4) (42,3-48,9) (120,3-140,7)
G 67,03 + 2,45 37,41 £4,13 160,7 6,58
" ! (64,5-73,1) 0.05 (31,1-43,6) 0.05 (150,1-168,7) 0.05
> > >
G 64,58 + 3,19 ’ 39,26 +2,68 | ~ 148,7 + 4,85 ’
2 (60,2-70,5) (32,6-42,6) (143,1-157,6)

Tot in acest tabel 5.1.4., este redata si dinamica AAT 1in eritrocite, referitor la care se
poate mentiona ca are aceeasi tendinta ca si indicele respectiv din plasma. Este vizibila dinamica
ascendenta a indicelui AAT 1in eritrocite la ambele loturi, comparativ cu valorile initiale. Astfel,
la lotul G; de la 119,3 unitéti la prima cercetare, AAT ajunge sa fie egala cu 160,7 unitati la a
doua, iar la lotul G, de la 98,6 la 148,7 unitati, sau cu 34,7 % si 50,8 % mai mult, respectiv.

Referitor la aceastd categorie de indici - activitatea antioxidanta si prooxidativa totalad
(AAT si AOT), se poate mentiona, ca la ambele loturi (G; si Gy), atat in eritrocite (fig. 5.1.12.),
cat si in plasma (fig. 5.1.13.) dinamica AAT are un caracter ascendent, exprimat prin cresterea
graduald, cu unele fluctuatii la cercetarea a doua si a treia, ca pand la ultima cercetare (IV) sa
atinga valori maximale.

Astfel, AAT in eritrocite la lotul G; este egala cu 160,7 unitati, sau cu 43,7 % mai mare
decat la cercetarea I, iar la lotul Gy, fiind egald cu 148,7 unitati, este cu 50,8 % mai mare,
respectiv; cu diferenta dintre loturi de 21 % la prima cercetare si de 8,1 % la cercetarea finala in
favoarea lotului G;. Aproximativ acelasi tablou se contureaza si la dinamica AAT in plasma,
care la finele experientei inregistreaza o crestere fata de valoarea initiala la lotul G; cu 12,8 %,
iar la lotul G, cu 26,4 %; cu diferenta dintre loturi de 16,3 % la prima cercetare si de 3,8 % la

cercetarea finald in favoarea lotului G;. Prin urmare, AAT in eritrocite si in plasma, la lotul G,
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are dinamica pozitivda mai pronuntatd decat la lotul Gj, atdt prin cresterea valorilor finale
comparativ cu cele initiale, cat si prin diminuarea diferentei dintre loturi inregistrata initial (de 3-

4 ori).

180 | 30 -
g 160 - =
g £ 70
» (]
S 140 =
£ £
g 10 g 60 -
<
100 -
50 -
(r=0,9095)
80 - (r=0,9358)
40
60 ‘ | 0 v | I I v
a0t G1 119 1412 138 160 =p=|ot G1 59,4 64,5 62 67
=l ot G2 98 141,5 129 148 el |0t G2 51,1 58,7 59,9 64,6
Figura 5.1.12. Dinamica AAT in eritrocite Figura 5..13. Dinamica AAT in plasma

Activitatea oxidativa totala in plasma sau AOT, spre deosebire de AAT are o dinamica
cu caracter opus, exprimat prin descresterea valorilor nominale inregistrate initial, cu 26,6 % la

lotul G; si cu 13 % la lotul G (tab. 5.1.4.).

5.1.2.3. Dinamica produselor de peroxidare a lipidelor

In procesul de metabolizare a lipidelor, in special prin oxidare, in organism se
acumuleazd un sir de compusi intermediari si produse finale ale peroxidarii acestora. Printre
determinati in experienta dati. in tabelul 5.1.5. si 5.1.6. este prezentati dinamica cantitatii de
HPL si a DAM 1n plasma si eritrocite inregistrate pe parcursul experientei.

Din tabelul 5.1.5. se vede, ca cantitatea de HPL in plasma la inceputul experintei are
valori maximale si constituie la lotul martor 10,7 Un/ml, iar la lotul experimental — 13,2 Un/ml.
Pe parcurs are loc micsorarea treptata a hidroperoxizilor pana la valoarea de 3,5 si 3,1 Un/ml,
respectiv. Valorile individuale variaza intre 13,8-2,71 Un/ml la lotul G; si intre 17,8 - 2,73 Un/ml
—la lotul Go,.

Referitor la continutul produselor de peroxidare (fig. 5.1.14. — 5.1.17.), dinamica carora
reprezintd niste linii curbe cu caracter descendent, se poate desprinde tendintd comuna, pentru
ambii indici, ca la viteii cercetati are loc diminuarea nivelului de HPL si DAM odata cu
maturizarea lor, sau poate fi legat de particularitatile metabolice, care pot fi influentate intr-0
masura oarecare §i de continutul de antioxidanti din ratie.

Scaderea cantitatii de DAM in plasma la lotul martor constituie 36,3 %, iar la cel
experimental — circa 60 %, fata de nivelul initial, pe cand in eritrocite scaderea constituie 41,5 %

s1 50,5 %, respectiv. Diferenta dintre loturi, dupa continutul de DAM in plasma, fiind cu 22 %
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mai mare la prima cercetare la lotul G, la ultima cercetare ajunge sa fie cu 30,1 % mai mica
decat la martor, iar in eritrocite, fiind cu 10,8 % mai mare, ajunge si fie cu 6,8 % mai mica,
respectiv (fig. 5.1.14. i 5.1.15.).

Tabelul Tabelul 5.1.5. Continutul de hidroperoxizi lipidici in sange la vitei (experienta “G”)

° HPL in plasma HPL in eritrocite
S = (Un/ml) (mUn/gHDb)
@D o
§ -~ M + m/Cim p M + m/Cim P
G, 10,68 + 2,81 112,3 £ 6,72
(6,45-13,8) (102,1-121,5)
! o 13,21 = 3,08 P12>0,05 1325323 P12>0,05
2 (9,57-17,8) (100,2-180,9)
8,36 + 0,30 86,42 £ 7,60
| Gy (7,76-8,79) 005 (72,75-95,3) P '”; (;) ::
o 7,56 0,97 P12>0, 94,1 + 2,66 P2 ot
2 (6,43-9,17) (89,8-98,2) Paainv) < Y,
7,89 + 0,62 92,35 £ 5,15
i Gl (7’05_9,44) 0,05 (83,97‘99,7) p1(|/|||)><00(,)055
o 9,57 2,14 P2>0, 90,49 = 4,03 Pu2>0,
2 (6,41-12,07) (85,3-95,5)
355046 | pyunv < 0,05 81,21 £4,27
o 271405 | py>005 | (1201876) | P OOt
1/2 )
G, 3,11+ 0,37 P2qnv) < 0,01 79,4 + 2,96

Dupa cum se vede din acelasi tabel (5.1.5.) printr-un tablou similar se profileaza si

dinamica HPL in eritrocite. Astfel, la prima investigatie se constatd continut maximal de HPL in
eritrocite, cu valori de 112,3 mUn/gHb la lotul G; si de 132,5 mUn/gHb la lotul G2, ca mai apoi,
la ultima cercetare continutul (de HPL) sa fie minimal, comparativ cu cercetdrile precedente, si
anume, egal cu valori de 81,21 mUn/gHb si de 79,37 mUn/gHb, respectiv. Valorile individuale
variaza intre 121,5-72,01 mUn/gHb la lotul G; si intre 180,9 — 71,9 mUn/gHb — la lotul G..

Din tabelul 5.1.6. se vede, ca continutul de DAM Ila inceputul experientei este destul de
inalt si constituie n plasma la lotul martor 6,6 nmol/l si 8,1 nmol/l la lotul experimental, iar in
eritrocite 0,80 nmol/gHb si 0,89 nmol/gHb, respectiv.

Rezultatele urmatoarelor cercetari demonstreaza diminuarea constanta a valorii DAM
catre sfarsitul experientei, atdt in plasma cat si in eritrocite. Astfel la sfarsitul experientei
continutul de DAM ajunge la valori minimale: in plasma de 4,24 nmol/l — la lotul G; si 3,26
nmol/l — la lotul G, si in eritrocite — de 0,47 nmol/gHb si 0,44 nmol/gHb, respectiv.

Valorile individuale a DAM variaza: in plasma la primul lot intre maximala de 7,9 nmol/I

— la prima cercetare si minimala de 3,1 nmol/l — la ultima cercetare, iar la lotul doi - de la 9,0
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nmol/l pana la 1,3 nmol/l, respectiv; in eritrocite de la maximala de 0,82 nmol/gHb pana la

minimala de 0,47 nmol/gHDb, la lotul G; si de la 1,05 nmol/gHb la 0,41 nmol/gHb la lotul Gy,

respectiv.
Tabelul 5.1.6. Continutul de dialdehida malonica in sange la vitei (experienta “G™)
o DAM DAM
% = in plasma (nmol/l) in eritrocite (nmol/gHb)
© o
8 - M + m/{im p1/2 M + m/lim p1/2
G 6,66 = 0,85 0,80 £ 0,016
(5,99-7,94) (0,77-0,82)
>0, =0.
! e 812 0,75 Px2>0.05 08920103 | P00
? (6,99-9,08) (0,75-1,05)
5,89 + 0,76 0,55 + 0,025
9 9 9 9 < 0’001
| G (4,37-7.3) . (0,52-0,60) pl("“)>0 "
s 6,08 + 0,86 Pu2>0- 0,47%0,045 | P2 o0l
’ (5,02-7,11) (041-052) | P ="
4,98 + 0,75 0,50 £ 0,065
9 H 9 9 < 0,0l
G (3,59-6,02) P12>0.05 (0,39-0,59) | DX
1l P12>0.05
G 4,61 +0,53 P2anny < 0,01 0,52 + 0,064 <0.05
? (3,42-5,16) (0,44-0,60) | P2 =",
4,24 0,92 0,47 £ 0,05
9 9 ’ ) < 0’001
G (3,11-5,83) P12>0.05 (0,36-0,54) W)
v P12>0.05
s 3,26+ 1,14 P2qvy < 0,01 0,44 = 0,021 o001
2 (1,36-5,09) (0,41-0,46) | Pw)<Y,

Un tablou similar se desprinde si vizavi de dinamica continutului de HPL in plasma si in
eritrocite. Astfel, la viteii din lotul martor (G;) cantitatea de HPL in plasma scade cu 66,7 %, iar
la lotul G, - cu 76,4 %, fata de nivelul initial, iar in eritrocite scade cu 27,7 % si 40,1 %,
respectiv. Diferenta dintre loturi, dupa continutul de HPL in plasma, fiind cu 23,7 % mai mare la
prima cercetare la lotul G,, la ultima cercetare ajunge sa fie cu 14,1 % mai mica decat la martor,
iar in eritrocite, fiind cu 18,0 % mai mare, ajunge sa fie cu 2,3 % mai mica, respectiv (fig.
5.1.16. 51 5.1.17.).

Prin urmare, se poate remarca, ca odata cu maturizarea viteilor si atingerea varstei de cca
200 zile, continutul produselor de peroxidare a lipidelor (HPL si DAM), atét in plasma cat si in
eritrocite, scade progresiv in comparatie cu nivelul lor constatat la varsta de 70 zile, fapt ce poate
fi legat, in primul rand, de particularititile metabolice. Totodatd, scidderea nivelului de aceste
produse in substraturile mentionate, dupa cum s-a descris mai sus, este mai pronuntata la lotul

Gy, care a primit ca supliment oligominerale in forma proteinata (“Bioplex™).
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Figura 5.1.14. Dinamica DAM in plasma Figura 5.1.15. Dinamica DAM in eritrocite

Din rezultatele descrise mai sus, reese, ca la lotul experimental de vitei, numit G, care au
primit ca supliment furajer oligominerale in forma organica, inclusiv Se, s-a constatat un avantaj
in sporul masei corporale, in dinamica procesului de eritropoiezd si dinamica statusului
antioxidant, exprimata prin cresterea activitatii enzimelor cu rol protector antioxidativ (CAT,
SOD, GSH-Px si GR) in eritrocite, sporirea capacitatii antioxidative totale (AAT) si diminuarea
mai pronuntatd a produselor peroxidarii lipidelor (HPL si DAM) in plasma si eritrocite, decat la

viteii din lotul martor.
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5.2. Particularitatile statusului antioxidant la vitei cu varsta de 1,5-2 luni si vaci in prima
lactatie (experienta ,,E”)
Desfagurarea normala a proceselor metabolice In organism, este insotitd de formarea

continua a radicalilor liberi de oxigen (RLO) [138] si altor forme neradicalice, numite specii
reactive de oxigen (SRO) [162, 173]. Prin rolul indeplinit in reglarea importantelor functii
celulare, cum ar fi: semnalarea intracelulara, activarea transcriptiei, reglarea apoptozeli,
distrugerea microorganismelor in fagocite etc., aceste fenomene sunt indispensabile pentru
mentinerea vitalitatii organismelor aerobe [9, 162, 3].

Pe langa efectele benefice, SRO posedand o reactivitate oxidativa extrema, pot exercita o
actiune devastatoare asupra structurilor si functiilor celulare. Prin oxidarea lipidelor si
proteinelor are loc perturbarea proprietatilor biologice ale membranelor, inactivarea enzimelor,
fragmentarea proteinelor, alterarea ADN-Iui etc. [57, 85]. Prevenirea respectivelor consecinte,
considerate drept mecanisme patobiochimice universale 1n initierea sau progresia diferitor boli
[3, 29], se realizeaza prin functionarea sistemului antioxidant (SAO) de protectie. Componentele
enzimatice $i neenzimatice ale acestuia detin controlul asupra nivelului de SRO in celule,
contribuind la contrabalansarea proceselor de oxidare §i mentinerea statusului ,,redox” in
organism [110, 162].

Deoarece, totalitatea proceselor fizico-chimice din organism, care se realizeaza prin
intermediul reactiilor de oxidare cu participarea SRO constituie cca. 25 % [49], echilibrul dintre
oxidanti si antioxidanti este considerat ca unul din parametrii majori ai homeostaziei pentru
organismele aerobe [103], de rand cu alte functii importante, cum ar fi cea a sistemelor-tampon
de mentinere a pH-lui in sange [87].

Pentru fiecare categorie de varsta a animalelor sau perioada fiziologica, este caracteristic
un anumit nivel al metabolismului SRO [42], care de fapt, predetermina particularitatile
statusului redox (antioxidant), iar problemele legate de evaluarea capacitatilor acestuia la
diferite specii, inclusiv la bovine, se afld pe agenda zilei.

Cercetarile descrise in acest capitol s-au efectuat pe un efectiv de 36 bovine sanatoase
dintre care, 20 vaci la 34 luni din prima lactatie (lotul E;) si 16 vitei de 6-8 saptamani (lotul Ey).
Scopul investigatiei a fost studierea concomitent la ambele loturi, a dinamicii indicilor sistemului
antioxidant (SAO): AAT, AOT, SOD, CAT, GR, GSH, a produselor de peroxidare a lipidelor
HPL si DAM, si a indicilor eritronului. Probele de sange au fost prelevate in trei reprize, cu
interval de 14 — 15 zile, in paralel cu monitorizarea starii clinice.

De mentionat cd cercetdrile au inceput in a doua jumatate a lunii noiembrie si s-au

desfasurat pe parcursul a 30 de zile, perioada care s-a caracterizat, din punct de vedere
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meteorologic, prin ricirea vremii, cu mentinerea temperaturilor nocturne scizute pani la -8°C,
iar pe timpul zilei — cu putin sub 0°C. Variatia temperaturii aerului in zona valorilor negative, a
fost mai accentuatd la momentul investigatiei a doua, urmatd de revenirea la valori diurne
pozitive (cu putin peste 0°C) la momentul investigatiei finale. O altd circumstantd, semnalata pe
parcurs, a fost admiterea unor deficiente de ordin tehnic, in asigurarea nutritiei adecvate, in
special a vacilor, chiar din faza incipienta a investigatiilor.

Astfel, racirea sezoniera a timpului, cu instalarea conditiilor mai putin favorabile pentru
confortul termic, cat si aportul nutritional neadecvat, care au fost semnalate pe parcursul
investigatiilor, urmeaza a fi considerate ca eventuali factori, care puteau sa influenteze intr-0
masura oarecare, echilibrul fonului metabolic in ansamblu, dar si dinamica statusului antioxidant
la animalele din loturile monitorizate.

5.2.1. Indicii clinici si indicii eritronului

Prin monitorizarea parametrilor clinici (odatd cu prelevarea probelor de sange), s-a
determinat, ci la vaci temperatura corporald variaza in jurul valorii de 38°C, frecventa pulsului —
in jurul valorii de 70 contr./min si frecventa respiratiei — in jurul valorii de 22 misc./min. La vitei
temperatura corporald medie variaza intre valorile de 39,1 - 39,4° C, pulsul — 121,8-123,9
contr./min §i respiratia — 27,6 - 29,2 misc./min. La vaci, totodatd, se poate observa o crestere
usoard a indicilor la cercetarea a doua dupa care s-a produs iarasi scaderea lor (tab. 5.2.1.).

Tabelul 5.2.1. Dinamica indicilor clinici la vaci si vitei (experienta ,,E”)

Lotul Cercetare
Indicii I T I
M=+m M=+m M=E+m

T E; 38,08+ 0,21 38,25+ 0,51 38,15+ 0,39

(OC) E, 39,4 +0,19 39,1 +£0,62 39,3 +0,43

P E; 69,4 +£541 75,6 + 4,82 65,8 +5,76
(contr./min) E, 121,8 £5,72 123,9 £8,7 123,74+ 6,16
R E; 22,1 +£2,53 23,2 +4,04 20,2 +£3,22
(misc./min) E, 28,9 +2,7 27,6 £3,92 29.24+2.92

Luand in consideratie, ca Starea generala a fost satisfacatoare si indicii clinici la ambele
loturi variaza in limitele fiziologice caracteristice categoriei de varstd se poate spune, ca
animalele din ambele loturi au fost clinic sanatoase.

Prin urmare, valorile si variatiile individuale ale indicilor clinici, cat si dinamica
evolutiva a lor pot fi privite, in primul rand, ca reflectie a particularitatilor metabolice de varsta,

dar si\sau rezultatul adaptarilor homeostatice la actiunea factorilor din exterior, cum a fost,
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buniioard, sciderea temperaturii mediului (sub 0 °C), odati cu inceputul sezonului de iarni (luna
decembrie).

In acest context, poate fi mentionati, in special la vaci, cresterea temperaturii corporale
cu cateva zecimi de grade Celsius, la cercetarea a doua, fenomen care a coincis cu momentul
racirii accentuate a timpului (inceputul lunii decembrie), comparativ cu fonul termic inregistrat
initial (jumatatea a doua a lunii noiembrie) si poate fi interpretatd drept reactie de adapatre a
organismului la conditiile de disconfort termic.

Analizand dinamica indicilor eritronului, S-a constatat, ca variatiile acestora in perioada
cercetarilor, au fost asemanatoare atat la vaci, cat si la vitei. Astfel, la lotul de vaci (E;), s-a
constatat o tendinta clard de crestere a numarului de eritrocite, a Ht-lui si Hb-ei la cercetarea a
doua, comparativ cu nivelul initial, urmatd de o diminuare moderata la cercetarea finala (tab.
5.2.2)).

Aceasta dinamica a eritronului, in special a Ht, poate fi expresia unei hemoconcentratii
relative, ca unul din mecanismele de adaptare a organismului la conditiile unor temperaturi
externe mai scdzute (cercetarea a doua), comparativ cu temperaturile initiale, care erau inca
pozitive.

La vitei (lotul E), dupa cum se vede din acelasi tabel, cineticd numarului de eritrocite
este similard celei descrise la vaci, iar in privinta Ht-lui si a continutului de Hb, se poate
mentiona o crestere progresiva fatd de nivelul initial, care la cercetarea a treia s-a dovedit a fi
egala cu 4,8 % si 11,5 % fata de cercetarea a doua, respectiv.

Tabelul 5.2.2. Dinamica indicilor eritronului la vaci si vitei (experienta ,,E”)

Cercetare
Indicii Lotul | I m
M+m M+m M+m

Hematocrit E: 29,35+ 4,41 36,2 +4,72 28,6 £ 1,53
(%) E, 30,0+ 6,11 30,8 + 4,58 32,3+ 2,05
Eritrocite E. 4,12 +£0,26 5,02 +0,51 4,71+ 0,17
(x10%211) E, 4,10 + 0,23 515+0,51 4,83 £ 0,25
Hemoglobina E: 91,05+ 7,21 1295+ 15,4 97,7+ 6,24
(g E, 84,80+ 6,11 94,0+ 11,9 104,8 + 8,24

Penru ambele loturi este comun si faptul, ca valorile medii ale indicilor mentionati se afla
la limita inferioara a normativelor fiziologice, in special la prima cercetare, dar care ulterior urca,
depasind cu putin aceasta limita. Desi, cresterea eritronului este mai elocventa la lotul de vitei, se
poate mentiona, ca si la lotul de vaci sau produs modificari pozitive in dinamica numarului de

eritrocite i a continutului de Hb-na, in special. Astfel, la cercetarea a treia se constata valori mai
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inalte ale eritrocitelor si hemoglobinei comparativ cu nivelul initial, la lotul de vaci (E;) cu 14,32
% si 7,3 %, iar la lotul de vitei (E;) cu 17,3 % si 23,6 %, respectiv.

Deoarece, la ambele loturi, variatiile eritronului s-au aflat in zona limitei inferioare de
referintd, se poate mentiona, ca atat la vitei cat si la vaci in perioada cercetarilor s-a constatat o
stare de anemie usoara, fapt ce poate fi explicat pe seama deficientelor organizatorice (tehnice)
semnalate, in asigurarea nutritiei calitative.

Totodata, tinand cont de ambele circumstante, se poate mentiona, ca dinamica eritronului
a fost influentata in perioada respectiva, atit de factorii de mediu (temperatura scazutd), dar si de

comiterea unor erori in nutritia animalelor.

5.2.2. Componentele enzimatice ale sistemului antioxidant
Statusul redox, fiind unul din mecanismele importante pentru mentinerea homeostaziei
dintre oxidanti si antioxidanti, este unul din sistemele care asigura sanatatea organismului [103].
Statusul antioxidant in loturile selectate (E; si E,) a fost apreciat dupa cateva criterii:
a) activitatea enzimelor cu functie protectoare antioxidativa (SOD, CAT, GR) si
continutul de glutation redus (GSH);
b) activitatea anti- si prooxidanta a sangelui (AAT si AOT);
c) continutul produselor de peroxidare a lipidelor (HPL si DAM).

e Activitatea superoxid dismutazei (SOD) si catalazei (CAT) in singe

Rezultatele obtinute, referitor la activitatea enzimelor cu functie antioxidativa au aratat,
ca activitatea SOD in plasma, la ambele loturi are aceiasi caracteristica, exprimata prin cresterea
la vaci cu 13,3 % la cercetarea a II, urmata de o scadere cu 18,0 % la ultima cercetare, iar la vitei
— crestere de 9,8 % urmata de o scadere cu 16,8 %, respectiv (tab. 4.4.3.). Valorile individuale la
prima cercetare oscileaza in limitele de 79,5-116,9 Un/ml la vaci si 60,25-126,6 Un/ml la vitei,
iar la cercetarea a Il — in limitele de 74,4-119,04 Un/ml si 43,8-115,9 Un/ml, respectiv.

Referitor la activitatea SOD in eritrocite, se poate mentiona, ca dinamica acesteia nu este
similara cu cea inregistrata in plasma, insa ea a fost identica la ambele loturi, exprimandu-Se prin
crestere progresiva fatd de nivelul initial (tab. 4.4.3.). La lotul de vaci cresterea a fost mai
pronuntatd, avand valoarea de 61,4 % la cercetarea a II si de 61,2 % la cercetarea a III
(comparativ cu a II), pe cand la vitei cresterea a fost de 50,4 % si de 9,55 %, respectiv. Valorile
individuale variaza la prima cercetare in limitele 0,66-3,63 Un/mgHb la vaci si 2,42-5,33
Un/mgHb la vitei, iar la cercetarea a Ill — in limitele de 3,36-8,16 Un/mgHb si 4,34-7,11
Un/mgHb, respectiv.
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Activitatea CAT 1n eritrocite la lotul de vaci a avut o dinamica descrescatoare, inregistrand
la cercetarea a treia o scadere cu 35,1 %, fata de valoarea initiala. Spre deosebire de lotul de vaci,
la vitei activitatea enzimei (CAT) scade catre a doua cercetare cu 18,4 % dupa care urmeaza o
crestere cu 28,9 % (tab. 5.2.3.). Variatiile individuale a CAT la vaci se situiaza in limitele 4,5 -
8,5 mcmol/s-gHb, iar la vitei in limitele de 4,08 - 7,37 mcmol/s-gHb.

Tabelul 5.2.3. Activitatea superoxid dismutazei (SOD) si catalazei (exp. ,,E”); (,,xx”—p > 0,05)

Cercetare
Indicii Lotul ' I ol
n M £ m/(¢im) n M £ m/(¢im) n | M= m/(¢im)
0| 983105 | o 1114%351 | | 9143+6,82
E; (79,55-116,9) (105,3-124,46) (74,4-119,04)
A SOD o XX P < 0,05 XX
11(15:]7;%3 XX Pe1.g2< 0,001 XX
£ 16| 8794101 | | 9664+81 | .| 80341139
2 (60,25-126,6) (76,5-113,8) (43,8-115,9)
1,92 0,76 3,1+0,72 5,0 + 0,89
E. |2 (066363 || (213549 || (336-8.16)
SOD XX XX PLin<0,05
in eritrocite XX Pe1£2< 0,005 XX
(Un/mgHb) 341055 | 0| 513052 |, | 562+048
E, |16 (2,42-533) (4,19-6,53) (4,34-7,11)
P..1 <0,05 XX P.n<0,01
6,66 + 1,015 5,05 + 0,787 4,32 + 0,764
CAT & E, |20 ’ ! 20 ’ ! 20| ™ ’
I, ! (4,50-8,50) (3,8-7,0) (2,60-6,0)
5,59 + 0,71 4,56 + 0,52 5,88 + 0,96
(memolis.gHb) | & 16| yhe 737y |13 70627y || (2.92-839)

Reesind din rezultatele obtinute, se poate mentiona, cd dinamica markerilor anti- si
prooxidativi, pe parcursul a trei investigatii consecutive, nu a fost una univoca, nici in raport cu
varsta subiectilor (vaci si vtei), si nici in functie de substratul examinat (plasma si eritrocite), cu
exceptia doar a catorva indici dintre cei opt determinati. Consideram cd@ dinamica invocata,
poartd amprenta intensitatii metabolice specifice categoriei de varsta, din cele doua cercetate, cat,
si a particularitatilor biologice ale substratului in care acestea au fost dozati.

Astfel, pe diagramele de mai jos, care reflectd modificarile activititii SOD, in perioada de
cercetare, se profileaza o dinamica identica la ambele loturi (E; si E;), exprimata in plasma prin
crestere la cercetarea a doua si urmatd de o scadere la cercetarea a treia (re;e,= 0,9901) (fig.
5.2.1.), sau prin crestere progresiva in eritrocite, comparativ cu nivelul initial la lotul E; de 2,6

ori si de 1,64 ori la lotul E; (re.e.= 0,9025) (fig. 5.2.2.).
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Deoarece, dinamica activitatii SOD, la ambele loturi (E1 si E;) s-a dovedit a fi similara,
se poate considera ca factorii care au putut influenta in perioada cercetarilor acest indice sunt
aceeasi. Totodatd, influenta lor se manifestda Tn mod diferit la nivel de cele doua substraturi
cercetate (plasma si eritrocite), atat la vaci cat si la vitei.

Alt aspect al activitatii superoxiddismutazei (SOD), care rezuma din datele obtinute, este
nivelul sumar mediu calculat pentru fiecare lot in parte, pe intreaga perioadd investigativa. In
acest context, nivelul activitatii SOD in plasma la lotul de vaci (lotul E;) s-a mentinut mai inalt
cu 11,4 % (p > 0,05) (fig. 5.2.1.), comparativ cu lotul E,, iar nivelul activitatii SOD 1in eritrocite
S- a mentinut mai nalt la lotul de vitei (E2) cu 27,0 % (p > 0,05), comparativ cu cel inregistrat la

vaci (fig. 5.2.2.).
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Aceste date, privind activitatea SOD, vorbesc despre nivelul sporit de formare a
radicalului superoxid anion (O), cel putin in eritrocite, fapt ce poate fi interpretat drept
consecintd a intensitatii sporite a metabolismului la vitei (lotul E;), comparativ cu intensitatea
proceselor metabolice la vacile in prima lactatie (lotul E;).

Modificarile activitatii CAT in eritrocite au o proiectie diferita la lotul E;, vizavi de lotul
E,, spre deosebire de dinamica SOD, care a avut 0 tendintd similara, de crestere, la ambele
loturi. Astfel, la lotul de vaci, nivelul CAT a scazut progresiv citre cercetarea a treia, de 1,54 ori,
fatd de nivelul initial. La vitei (lotul E;), dupa diminuarea activitatii la investigatia a doua,
urmeaza o crestere, astfel incat valoarea finala ajunge sa fie mai mare decét cea initiala cu 5,2 %.
Prin urmare, factorii metabolici, care au cauzat sporirea activititii SOD in eritrocite, Tn mod
similar la ambele loturi, au influentat in mod diferit asupra activitatii CAT 1in eritrocite la lotul
Eisi Eo.

Datoritd acestei dinamici fluctuante, activitatea CAT in eritrocite la vitei, la ultima
investigatie ajunge sa fie cu 36 % mai inalta, decat la lotul de vaci, fiind anterior (la cercetarea |

si II) cu 14 % si 11,3 % mai mica, respectiv. Totodata, datoritd aceleeasi dinamici hazardate,
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nivelul sumar mediu al activitatii CAT, ajunge sa fie la lotul E; egal cu 5,25 pmol/s-gHb, iar la
lotul E; - cu 5,34 umol/s-gHb, adica la o diferentd dintre loturi de numai 1,3 % (fig. 5.2.3.).
Referitor la activitatea SOD si CAT in eritrocite, se mai poate mentiona ca, la vaci,
dinamica acestor doua enzime, se caracterizeaza printr-o corelatie negativa destul de
semnificativa (r = - 0,9400), fapt care la prima vedere pare sa nu fie logic, deoarece functia
catalazei constd In descompunerea peroxidului de hidrogen (H,O,), iar acesta se formeaza in

celule in urma neutralizarii de catre SOD a anionului superoxid.
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Fig. 5.2.3. Dinamica catalazei in eritrocite Fig. 5.2.4. Dinamica glutation reductazei (GR) in eritrocite

Prin urmare cresterea activititii SOD ar urma sd fie insotitd de afluxul de H,O, si
cresterea activitatii CAT, care sa-l anihileze. Deoarece, in cazul lotului de vaci corelatia dintre
activitatea enzimelor SOD si CAT este negativa se poate presupune, cd inactivarea in acest caz a
H,0, are loc si cu concursul altor enzime cum ar fi peroxidazele, care in cercetarea data nu au

fost dozate.

e Activitatea glutation reductazei (GR) si continutul de glutation redus (GSH) in sange

Continutul de glutation redus (GSH) in eritrocite — unul dintre cei mai importanti din
categoria antioxidantilor intracelulari cu proprietati hidrofile [85], oscileaza la lotul de vaci in
limite moderate, de la 63 mcmol/l pana la maximala de 126 mcmol/l (tab. 5.2.4.). Pe céand, la
lotul de vitei valorile individuale variaza in limite mai mari, de la 50,4 mcmol/l pana la 195,3
mcmol/l.

La prima cercetare cantitatea de GSH la vitei era cu 40,4 %, mai scazut decat la lotul de
vaci. Pe parcurs insa, nivelul de GSH la vitei creste considerabil, astfel incat la cercetarea a doua
ajunge sa fie cu 62 %, iar la a treia — cu 92,3 % mai inalt decat la lotul de vaci.

De mentionat, cd dinamica continutului de GSH este similard la ambele loturi,
exprimandu-se prin sporirea acestuia la cercetarea a doua cu 19 % la lotul E; si de 3,23 ori la
lotul E,, fatd de nivelul primei cercetari, urmata (cercetarea a III) de o diminuare cu 23 % si cu

9%, respectiv, fatd de cercetarea a doua.
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Dinamica glutation reductazei (GR), - enzima, care mentine in celule cantitatea necesara
de glutation redus (GSH) [7], are o evolutie identica la ambele loturi si in ambele substraturi
(eritrocite si plasma). Astfel, atat la lotul E;, cat si la lotul E; la a doua cercetare s-a inregistrat
scaderea activitdtii GR 1n eritrocite cu 43,8 % si 26,0 %, respectiv, iar in plasma cu 40,6 % si
28,4 %, urmata de 0 crestere ulterioara (a III cercetare) cu 11,1% si 43 % in eritrocite si 13,8 %
si 81 % in plasma, respectiv (tab. 5.2.4.).

Tabelul 5.2.4. Continutul de glutation redus (GSH) si activitatea glutation reductazei (GR)

in sange (experienta ,,E”);( ,,xx” —p > 0,05)

Cercetare
Indicii | Lotul ! I ol
n | Mem/i(tim) | n | Mzmi@m) | n | M£mi(m)
89,15 £ 13,73 106,16 % 12,83 81,64=9,1
s Br 1201 “eza2e) |20 (693-126) | 20| (63-100,8)
in eritrocite PEEZZ 12’153 o Pil;; <00f(110 = PE£5527 <00:,|(:)118 ;
mcmol/l ’ ’ ; : ’ ’
( ) | g | ¥ oasen |13| asi21053) || (1197-1953)
P < 0,01 XX P < 0,001
o 2608 + 500 7 1551 + 210 8 1766 + 407 4
inGprasma Br | 20| (4631.4800) | 2°| (1150-2254) | 1° | (1100-4454)
1503 + 399 8 1142 + 258 2 2065 + 458 5
(nmolisfl) | B2 | 16 | (q755.0378) | 13| (6735-2040) | 11| (1198-4115)
0 0,96 0,31 0,54 % 0,142 0,60 = 0,244
OR Br 1200 052163 | 20| (014-1,02) || (0.27-138)
0,66 = 0,189 0.49 % 0,253 0.70 % 0,264
(nmol/s.gHb) | B2 | 14 | (53159 634y | 13| (0183-1,416) | 11| (0.32-1,269)

In contextul analizei activititii enzimelor care asigura protectia antioxidativa a celulelor
se poate mentiona, ca si dinamica GR-ei a fost similara la ambele loturi (E; si E). Din
rezultatele prezentate se vede cd, activitatea GR-ei in plasma, la ambele loturi se afla in raport
direct fata de activitatea GR din eritrocite (la vaci r = 0,9981 si la vitei r = 0,9371), ceea ce
permite sd presupunem, cd nivelul GR-ei In plasma in mare masura este dependent de nivelul
acesteia in eritrocite si probabil, de proprietatea de difuziune a enzimei in mediul extracelular
(fig. 5.2.4.,5.2.6.).

Alt aspect al activitatii GR 1l reprezinta corelatia dintre activitatea acesteia si continutul de
glutation redus (GSH) din eritrocite. Acest raport corelativ la ambele loturi are semnificatie
negativa (la vitei r = - 0,4443; la vaci r = 0,3452) si exprima probabil faptul, ca in faza de sporire
a continutului de GSH in eritrocite, drept raspuns la actiunea unor factori pro-oxidativi, are loc

inhibarea activitatii GR, sau consumul acesteia. Tot despre acest aspect al corelatiei GSH/GR
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vorbeste si nivelul sumar al activitatii GR, care la lotul de vaci (E;) s-a mentinut mai inalt decat
la vitei (Ez), In plasma cu 23,4 %, iar in eritrocite cu 13,3 %, necatand la faptul ca la lotul de

vitei nivelul sumar de GSH este mai mare (fig. 5.2.6.).
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Aceastd circumstantd ne permite sd facem supozitia, cd la vitei, mentinerea nivelului
homeostazic de glutation redus, necesar protectiei antioxidative eficiente in eritrocite, s-a realizat
si prin alte mecanisme decat cel asigurat prin functia sa biologicd de catre glutation reductaza
(GR). Mecanismul alternativ de sporire al nivelului de glutation redus, ar putea fi activarea
procesului de sinteza “de novo” al acestuia in organism in conditii de suprasolicitare, cum ar fi in
cazul dat ajustarea intensitatii metabolice pentru adaptare la conditiile meteorologice, de racire a
timpului.

Nivelul sumar mediu de GSH, la lotul de vitei (E>) este cu 30,3 % mai mare comparativ
cu lotul de vaci (E;). Cresterea pronuntata a cantitatii de GSH, la lotul de vitei, ar putea fi luata
drept raspuns la intensificarea proceselor de peroxidare [57] si consideratd ca unul din

mecanismele adaptiv-compensatorii.

5.2.3. Dinamica activititii anti- si prooxidante in sange

Referirtor la activitatea antioxidativa totala (AAT) determinata in plasma si in eritrocite
se poate mentiona, cd aceasta a avut o dinamica identica la ambele loturi (E; si E) si in ambele
substraturi cercetate. Conform, datelor din tabelul 5.2.5. in perioada cercetarilor indicele AAT a
avut o crestere progresiva fata de nivelul initial. La lotul de vaci, AAT in plasma a sporit cu 7 %
la cercetarea a doua si cu 7,9 % la cercetarea a treia, fatd de initial, iar la vitei — cu 8,5 % si 15,2
%, respectiv. In eritrocite AAT a sporit, catre cercetarea finald, la vaci cu 25 %, iar la vitei
respectiv cu 35,6 %, fatd de nivelul initial. Prin urmare, la lotul de vitei (E;) S-a inregistrat o
crestere mai considerabila a AAT decat la vaci si in plasma, si in eritrocite. La ultima cercetare

valorile nominale a AAT, au ajuns sa fie aproximativ egale la ambele loturi, spre deosebire de
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valorile initiale care erau in favoarea lotului de vaci cu o diferentd de 9,2% 1n plasma si respectiv
—cu 8,7 % 1n eritrocite.

Astfel, cresterea valorilor AAT in plasma si in eritrocite, in paralel la ambele loturi, arata
asupra faptului, ca la animalele cercetate a sporit in sange continutul de compusi cu proprietati
antioxidative.

Tabelul 5.2.5. Activitatea antioxidanta si oxidanta totald in sange (exper. ,,E”);( ,,xx” —p > 0,05)

Cercetare
Indicii Lotul I I "
n| Mzm/(Cim) | n | M£m/Cm) | n | Mm/(Cim)
o0 67,78 + 3,34 72,54 = 1,54 7314+ 1,42
iﬁAJsma Er 1201 598a7541) | 20| (69.63-7592) | 2° | (70.4-76.4)
1:2% ) = |qg| 6202£590 | .| 67.85+394 | . | 7144248
2 (49,22-75,66) (58,64-73,82) (67,2-75,6)
so| 1147586 |, | 1245605 | ,) | 1434%75
E. (103,9-134,1) (111,9-137,1) (125,8-158,4)
AAT XX XX PLn<0,01
1n eritrocite
105,5+9,71 111,4 8,17 143,1 8,9
(%/g Hb) E, || (85.05-140,67) | 13| (92.79-128,5) | 1 |(125,16-154.89)
XX Pl < 0,05 P < 0,01
36,79 £ 5,43 40,45 £ 5,25 34,75 + 8,43
Er 1201 o608-47.06) | 2| (31.42500) | 2 | (175-51, 47)
N AIOT . Pe1-e2 < 0,05 XX XX
in plasma
) 16| 4906169 | | 40,67+335 | ;| 30284463
E, (44,9-51,51) (34,25-46,07) (20-43,86)
P <0,05 XX PrLin<0,001

Spre deosebire de dinamica AAT mentionata deja, activitatea oxidativa totala (AOT) nu
are o proiectie similara pentru ambele loturi. Astfel, dinamica AOT (in plasma), la lotul de vaci
se remarcd, la cercetarea a doua, prin cresterea fatd de valoarea initiald cu 9,9 %, succedata apoi
de o scddere cu 14 % fata de cercetarea II, nivel care se constatd a fi cu 5,6 % mai mic decat cel
initial. In acelasi timp, la vitei (lotul Ey), se constata sciderea progresiva a valorii AOT cu 17 %
si 25 %, respectiv, fapt care duce la micsorarea considerabila (cu 38 %), a valorii finale a AOT,
compativ cu nivelul initial. Aceasta diminuare a indicelui AOT fata de valorile initiale, comuna
pentru ambele loturi, reflectd micsorarea cantitdtii de compusi cu proprietati prooxidative in
plasma.

Referitor la variatiile individuale a AAT se poate mentiona, ca la vaci ele se situiaza in
limitele dintre 59,8 - 76,4 % in plasma si 103,9 - 158,4 % in eritrocite, iar la vitei intre 49,2 -
75,6 % si 85,0 - 154,9 %, respectiv. lar activitatea oxidativa totala (AOT) in plasma se exprima
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prin valori individuale cuprinse in urmatoarele limite: la vaci 17,5 - 51,47 %, iar la vitei de la
20,0 pana la 51,51 % (tab. 5.2.5.). Totodata, se constata nivel sumar mediu al AAT, calculat
pentru toate trei cercetari, la vaci mai inalt decét la lotul de vitei, In plasma cu 4,15 unitati
procentuale si in eritrocite cu 7,7 unitati procentuale, iar nivelul sumar mediu al AOT in plasma
s-a dovedit a fi mai scazut la vaci, decat la vitei, cu 2,7 unitéti procentuale.

Activitatea sumard antioxidativd a sangelui testatd prin dozarea AAT in plasmd si in
eritrocite, dupa cum s-a mentionat anterior si, dupa cum se vede din figurile ce urmeaza (fig.
5.2.7., fig. 5.2.8.), a crescut progresiv pe parcursul investigatici la ambele loturi. Aceasta
dinamica ascendentd, dupa parerea noastra, reflectd reactia de adaptare a organismului, la
actiunea factorului major care a actionat in perioada cercetarilor, comun atat pentru vaci cat si
pentru vitei, si anume expunerea la temperaturi scazute in prima luna de iarna. O interpretare
asemandtoare a capacitatii integrale pro- si antioxidative este expusa de [41], care mentioneaza

ca cresterea acestora este rezultatul activarii reactiilor de formare a SRO.
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La vaci, AAT se mentine la nivel mai inalt decat la vitei ceea ce reflecta o capacitate mai
sporitd de protectie antioxidativa la animalele mature, comparativ cu lotul de tineret. Aceasta
tendintd se mentine atat in plasma, cat si in eritrocite si este observata mai bine la cercetarea intai
si a doua (fig. 5.2.7., fig. 5.2.8.), dar si dupd nivelul sumar mediu calculat pentru toate trei
cercetari (tab. 5.2.6.).

La lotul de vitei dinamica AAT la fel poate fi calificatd ca una pozitivd, deoarece catre
sfarsitul cercetarilor se exprima printr-o crestere in raport cu valoarea initiala, mai pronuntatd
decat la vaci, atat in eritrocite cat si in plasma. Tendinta respectivd se confirma si prin sporirea
coeficientului  AAT/AOT, care exprimda raportul matematic dintre capacitatea anti- si
prooxidativa din plasma. Acesta, la lotul de vitei (E;), ajunge la cercetarea finala la valoarea de
2,36 un., fiind 1n crestere cu 1,10 un. fatd de prima cercetare si, totodatd, cu 0,26 un. mai mare

decat la lotul Ej, spre deosebire de nivelul initial care era cu 0,58 un. mai mic decat la vaci.
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Totodata, coeficientul AAT/AOT si la lotul de vaci a inregistrat o dinamica pozitiva exprimata
prin cresterea lui catre finele cercetarilor cu 0, 26 un. fata de nivelul initial (tab. 5.2.6.).

Tabelul 5.2.6. Nivelul sumar al AAT si AOT la vaci si vitei; (,.xx”—p > 0,05)

Nivel sumar mediu AAT/AOT in plasma
Lotul CIAAT C)AAT )AOT (Un.)
in eritrocite | in plasma in plasma
(%/g Hb) (%) (%) | I 1
E; 127,6 71,15 37,33 1,84 1,79 2,10
E, 117,8 66,51 41,17 1,26 1,65 2,36

Prin urmare, se poate presupune cd, prin ascensiunea AAT (fig. 4.4.7., fig. 4.4.8)) si
micsorarea AOT 1in plasma (fig. 5.2.9.), intre care se constatd o corelatie negativa, mai
pronuntatd la lotul de vitei (r= -0,9799), se exprima capacitatea de adaptare a sistemului de
protectie antioxidativa, ca raspuns la actiunea unor factori de suprasolicitare, la ambele loturi de
animale. Totodata, la lotul E, acest fenomen poate fi privit si ca componentd a procesului
fiziologic de stabilizare a SAO la tineretul in dezvoltare.

In acelasi context, meriti de mentionat si alte aspecte corelationale ale indicelui AAT. Se

= 60 constata  corelatie pozitivda  dintre

e 49,06 dinamica AAT din plasma si dinamica

“il 10 AAT din eritrocite la ambele loturi: la
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Fig. 5.2.9. Dinamica AOT in plasma atat la nivel de ambele substraturi supuse cercetarii,

cat si la ambele categorii de varstd a animalelor. Intre indicele AAT si activitatea SOD in
eritrocite, la fel, s-a constatat o corelatie pozitiva care la vaci se exprima prin r = 0,9989, iar la
vitei r = 0,7670, fapt ce sugereaza ideia ca, AAT poate depinde in mare masurd de activitatea
SOD. O corelatie similara dintre SOD si AAT in eritrocite la oameni, este confirmata de [18],
care sunt de parere ca nivelul AAT in eritrocite, cel putin partial, depinde de activitatea SOD.

Totodata, se vede ca desi, AAT in expresie valorica este mai inalta la vaci, activitatea SOD 1in
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eritrocite la acest lot este mai joasa decat la lotul de vitei. Prin urmare, se poate considera ca
AAT in eritrocite este conditionatd, cel putin la vaci intr-o masurd mai mare, si de alti factori cu

proprietati antioxidante, decat activitatea enzimei SOD.

5.2.4. Dinamica produselor de peroxidare a lipidelor (HPL si DAM) in singe

Referitor la dinamica fractiilor de HPL se poate mentiona ca atat in plasma, cat si in
eritrocite, valorile individuale variazd pe parcursul investigatiilor n limite destul de mari, atat la
lotul de vaci (E;), cat si la lotul de vitei (E;). Astfel, la lotul de vaci in plasma fractia timpurie de
HPL inregistreaza variatii de la valori minimale de 3,48 Un/ml pana la valori maximale de 43,3
Un/ml, fractia intermediara — de la 1,12 la 30,0 Un/ml si fractia tardiva de la 1,01 la 66,7 Un/ml,
respectiv. La vitei variatiile se situiaza respectiv in limitele 3,23-23,33 Un/ml, 1,49-14,29 Un/ml
si 1,27-20,0 Un/ml (tab. 5.2.7.). In eritrocite se constatd un tablou asemanitor, atat la lotul E; cat
si Ep, cu decalaj destul de pronuntat dintre valorile individuale minimale si cele maximale,
observandu-se, totodata, valori maximale mai mari la lotul de vaci, de altfel, ca si in plasma (tab.
5.2.8.).
Tabelul 5.2.7. Continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL) in plasma (exp. ,,E”); (,,xx” —p > 0,05)

Fractia
Indicii Lotul | Cercetare timpurie intermediara tardiva
M + m/({im) M + m/({im) M + m/({im)
13,57 + 1,28 82 +1,23 2,64+ 1,0
| (10,12-17,17) (5,66-11,33) (1,01-6,36)
E P.i1<0,01 Puan <0,01 P <0,001
(Vaéi) 1099 10,69 +5,5 11,16 £ 3,9 16,44 + 10,86
HPL (3,48-43,3) (2,61-30,0) (2,76-66,67)
o 11169 14,72 3,39 11,15+ 6,5 7,72 + 4,08
lasma (7,76-28,9) (1,12-29,9) (1,17-17,22)
(Bn Jmi) 16,06 + 1,87 6,08 2,62 3,59+ 1,79
' | (12-20,42) (1,49-11,64) (1,27-9,0)
E P < 0,01 XX P < 0,001
(Vit;) 1100 11,1 + 2,96 7,16 + 3,63 9,9+ 6,1
= (6,44-16,67) (1,52-14,29) (2,45-20,0)
1109 13,01 + 4,79 5,01 +2,22 7,57 + 4,49
(3,23-23,33) (1,59-9,14) (3,21-20,0)

Analizand in continuare continutul mediu de HPL, se constata cd dinamica fractiilor
(timpurie, intermediara si tardivd) acestor compusi este identica in eritrocite, dar nu si in plasma,
insa, aceste tendinte sunt comune pentru ambele loturi cercetate (E; si Ej).

Astfel, in plasma, fractia timpurie, la ambele loturi, inregistreazd o diminuare la

cercetarea a doua, urmatd de O crestere pana la valori apropiate de cele initiale, la cercetarea a
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treia. Pe cand celelalte douad fractii, spre deosebire de prima, inregisreaza la a doua cercetare o
crestere moderatd in cazul fractiei intermediare si o crestere mai pronuntata in cazul celei tardive,
atat la vaci cat si la vitei, urmatd de diminuarea valorilor la cercetarea a treia. De mentionat, ca la
cercetarea finald, la vaci se constatd tendinta de mentinere a unor valori mai inalte, spre
deosebire de raportul initial cand valorile fractiei timpurii si tardive erau mai mari la lotul de
vitei (tab. 5.2.7.).

Tabelul 5.2.8. Continutul de hidroperoxizi lipidici (HPL) in eritrocite (experienta ,,E”);

»Xx” —p>0,05)
Fractia
Indicii Lotul | Cercetare timpurie intermediara tardiva
M + m/(¢im) M + m/({im) M + m/({im)
123,15 + 8,54 78,9 + 6,9 266,1 + 40,9
I (89,4-139,4) (55,4-93,04) (171,6-328,4)
P|.|| < 0,001 P||.||| < 0,001 P|.||| < 0,0l
E, 60,77 £10,7 47,9 +16,9 189,6 + 41,3
, I (38,76-99,3) (11,1-102,3) (109,4-342)
(vaci)
XX Pimn < 0,01 P < 0,01
110,1 + 18,9 74,9 + 15,87 2499 + 422
HPL i (65,75-142,8) (35,52-106,8) (163,15-360,5)
in eritrocite XX Py < 0,001 P < 0,01
(mUn. /gHDb) 93,83 £ 9,66 55,31 +£ 6,98 190,6 + 23,87
| (78,29-124,9) (43,41-81,68) (150,8-267,2)
P|_|| < 0,0l P||.||| < 0,001 P|.||| < 0,001
E 65,10 + 3,69 48,5+ 9,4 138,6 = 13,3
2. I (52,1-73,7) (32,53-65,2) (116,1-167,5)
(vitei) XX Py < 0,001 P < 0,001
101,7 + 18,23 70,31 £ 18,71 216,6 + 61,02
m (16,42-120,65) (38,11-92,59) (103,78-363,4)
XX Puan <0,01 XX

In eritrocite, dinamica evolutivi a toate trei fractii de HPL se caracterizeaza, la ambele
loturi, prin diminuarea valorilor la cercetarea a doua, fata de cea initiald, urmata de cresterea
acestora mai mult sau mai putin importantd. Astfel, la a treia cercetare la lotul de vaci, desi
valorile fractiilor respective cresc comparativ cu cercetarea a doua, raman la nivel mai scazut
decat valoarea initiald in mediu cu 7,2 %, pe cand la vitei valorile finale ajung sa depasesca pe
cele initiale, in mediu cu 16,9 % (tab. 2.2.8.). De aceea, se poate constata, ca la lotul de vitei
continutul de HPL 1in eritrocite are tendinta de sporire, iar la vaci tendintd de diminuare
comparativ cu nivelul initial, dar cu mentinerea unor valori mai Inalte decat la vitei la cercetarea

finala.
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Dinamica HPL, care sunt considerati produsi intermediari ai peroxidarii lipidelor, se
caracterizeaza prin fluctuatia valorilor medii obtinute la cercetarea a doua si a treia, in raport cu
nivelul initial. Proiectiile acestor fluctuatii sunt similare pentru ambele loturi, dar au directii
opuse in raport cu substratul in care sunt dozati (fig. 5.2.10., fig. 5.2.11.). Astfel, dinamica
continutului de HPL in plasma, vizavi de dinamica din eritrocite se exprima prin corelatie
negativa: la lotul de vaci cu r=- 0,8651, iar la vitei cu r= - 0,9308. Totodata, se constata corelatie
pozitiva in dinamica HPL la vaci, cu cea inregistrata la vitei: in plasma exprimata prin r= 0,7382
si in eritrocite prin r= 0,8315.

Aceste raporturi corelationale reflectd natura comuna pentru ambele loturi, a factorilor
care 1n perioada investigatiilor au influentat in ansamblu fonul metabolic, inclusiv si procesele de
formare a hidroperoxizilor lipidici, si totodatd, pot fi interpretate ca expresie a particularitatilor

metabolismului lipidic si proceselor de peroxidare in substraturile respective.
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Fig. 5.2.10. Continutul de HPL in plasma Fig. 5.2.11. Continutul de HPL in eritrocite

In afara de cele mentionate, din rezultatele obtinute se profileazi si o alta regularitate, si
anume, tendinta de mentinere a unui continut mai inalt de HPL la vaci, comparativ cu lotul de
vitei, atat in plasma cat si in eritrocite. Acest fapt se vede din graficele prezentate (fig. 5.2.10.,
fig. 5.2.11.), dar si dupa nivelul sumar mediu de HPL, care la vaci este mai inalt decét la lotul de
vitei cu 19,7 % in plasma, iar in eritrocite — cu 22,4 % (tab. 5.2.10.), ceea ce poate fi interpretat
ca particularitate a metabolismului lipidic la animalele adulte si explicatd ca rezultat al
intensificdrii proceselor de peroxidare a lipidelor la categoria data de animale.

Un al doilea parametru, din seria produselor de peroxidare a lipidelor, determinat in plasma
si eritrocite, a fost continutul de dialdehida malonica (DAM). Ca si in cazul HPL, valorile
individuale a DAM variaza in limite destul de mari, situatie constatata si de alti cercetatori cum
ar fi [74, 75, 152]. Astfel, in cercetarea noastrd (experienta ,,E”) variatiile individuale ale
continutului de DAM 1in plasma se afla la vaci in limitele dintre 2,59-8,52 nmol/l la prima

cercetare si 7,71-10,97 nmol/l — la cercetarea a treia, iar la vitei in limitele 1,43-8,23 nmol/l si
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4,05-8,65 nmol/l, respectiv. In eritrocite valorile individuale ale DAM variazi la lotul de vaci de
la 0,42 nmol/gHb pana la 1,17 nmol/gHb, iar la vitei in limita 0,37 — 1,18 nmol/gHb.

Dupa cum se vede din tab. 5.2.9., la lotul de vaci (E1), comparativ cu lotul de vitei (E»),
continutul de DAM la prima investigatie este mai mare cu 28,8 % in plasma si cu 40,7 % in
eritrocite. In continuare se constatd ci, continutul de DAM in plasma, la lotul de vaci creste
progresiv - la cercetarea a doua cu 34,5 %, iar la a treia cu 41,2 %, ajungand astfel, la ultima
cercetare la o valoare care este de 1,9 ori mai mare decat cea initiald. La vitei la investigatia a |l
se constata cresterea substantiala cu 83,3%, urmata de o scadere cu 15,8 % (la ultima cercetare),
mentinandu-se, totodata, la o valoare de 1,54 ori mai mare decat la prima investigatie.

Tabelul 5.2.9. Dinamica continutului de DAM in sange (experienta ,,E”); (,,xx” —p > 0,05)

Cercetare
Indicii Lotul I 1 i
M + m/({im) M + m/({im) M + m/(¢im)
E 510+1,71 6,86 + 1,33 9,69 + 0,98
DAM 1 (2,59-8,95) (3,29-9,7) (7,71-10,97)
in plasma XX XX Pe1-e2< 0,05
(nmol/1) £ 3,96 + 1,81 7,26 £1,57 6,12 1,3
2 (1,43-8,23) (3,14-9,79) (4,05-8,65)
0,76 = 0,025 1,02 + 0, 081 0,69 +0,12
E. (0,70-0,82) (0,72-1,17) (0,42-0,92)
DAM P <0,01 P < 0,05 XX
in eritrocite Pe1-e2< 0,05 Pe1-e2< 0,001 Pe1-e2< 0,05
(nmol/gHb) 0,54 + 0,092 0,47 £ 0,066 0,99 0,074
E, (0,386-0,763) (0,367-0,604) (0,821-1,179)
XX Pu-m < 0,001 Prin < 0,001

Prin urmare, se poate mentiona ca pentru ambele loturi este comunad tendinta de crestere a
continutului de DAM 1n plasma, vizavi de valorile inregistrate initial, pastrandu-se acelasi co-
raport dintre loturi, care la cercetarea a treia a ajuns la diferenta de 58,3 %, ceea ce este cu 29,5
% mai mult decat initial.

In eritrocite dinamica continutului d¢ DAM are o proiectie fluctuanti, caracterizata la
lotul de vaci (E;) prin crestere cu 34,2 % la cercetarea a doua, urmata apoi de o diminuare cu
32,4 %, astfel incat valoarea finala sa fie cu 9,3 % mai mica decat cea initiald. La lotul de vitei
(E2) se constata diminuarea cu 13 % la cercetarea a doua, urmata de o crestere pronuntata de 2,1
ori, astfel incat valoarea finala ajunge sa fie de 1,8 ori mai mare decat valoarea initiala. Totodata,

la lotul de vitei (E2) continutul de DAM in eritrocite inregistrand cresteri importante la
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investigatia a treia, a ajuns sa fie cu 43,5 % mai mare decat valoarea Inregistrata la lotul de vaci
(E1), fata de care initial a fost mai mic.

Din cele descrise mai sus reiese, cd la lotul de vitei se profileaza o sporire evidentiatd a
continutului de DAM in ambele substraturi, pe cand la vaci tendinta respectiva este evidenta
doar in plasma. Aceasta ar Insemna, ca fonul metabolic care influentiazd acumularea produsului
dat in organism (DAM), este diferit, atdt in functie de substratul biologic testat (plasma sau

eritrocite), cat si de starea fiziologica a animalelor (varsta).
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Fig. 5.2.12. Dinamica DAM in plasma Fig. 5.2.13. Dinamica DAM 1in eritrocite

Referitor la cel de al doilea parametru din seria produselor de peroxidare a lipidelor -
DAM, care este considerat ca produs final, se caracterizeaza prin fluctuatia valorilor medii
obtinute la cercetarea a doua si a treia, in raport cu nivelul initial, dar spre deosebire de HPL, in
dinamica acestuia nu se semnaleazd tendinte similare nici in raport cu substratul in care S-a
determinat si nici in functie de categoria de varsta (fig. 5.2.12., fig. 5.2.13.). De aceea, in cazul
DAM, raporturile corelationale se exprima prin coeficienti cu o semnificatie statisticd mai mica
decat la HPL. Astfel, corelatia continutului de DAM in plasma, vizavi de dinamica din eritrocite
se exprima la lotul de vaci prin r= - 0,3301 si cu r= 0,0522 la vitei, iar continutul de DAM la
vaci, vizavi de dinamica inregistrata la vitei, in plasma se exprima prin r= 0,5366 si in eritrocite
prin r=-0,7516.

La ambele loturi se profileaza si o corelatie dintre continutul de HPL si DAM care este
mai semnificativa in eritrocite, estimandu-se la vaci prin r=-0,9257 si la vitei prin r= 0,8686, iar
in plasma prin r= 0,5446 si r= 0,7446, respectiv.

Tinand cont, de aceaste si alte raporturi mentionate anterior, se poate spune ca eritrocitele
in comparatie cu plasmad, pot fi considerate ca un substrat mai sensibil si mai reprezentativ in

studierea statusului oxidativ la bovine, ceea ce este confirmat si de alti cercetdtori, precum [60,

61].
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De mentionat ca si nivelul sumar mediu de DAM, ca si cel de HPL se mentine la lotul de
vaci mai inalt, decat la vitei cu 29,4 % in plasma si cu 28,5 % in eritrocite (tab. 4.4.10.), fapt ce
poate fi explicat prin fenomenul cunoscut deja, - ca odata cu maturizarea si inaintarea in varsta,
in organism are loc sporirea formarii radicalilor liberi si acumularea treptatd a produselor de
peroxidare [9].

Din cele expuse, referitor la dinamica produselor de peroxidare, care sunt considerate ca
markeri oxidativi, si anume, cresterea nivelului de HPL si DAM, la vaci mai evidenta in plasma,
iar la vitei a HPL in eritrocite si a DAM 1n ambele substraturi, reese, ca in perioada
monitorizarii, animalele au fost expuse actiunii unui factor de stres fiziologic (racirea timpului),
care s-a soldat cu intensificarea formarii SRO si, respectiv, a produselor de peroxidare a
lipidelor.

Deoarece, investigatiile s-au efectuat in perioada cand s-au instaurat temperaturi negative
ale aerului, acveasta circumstantd nu poate fi neglijata, filnd cunoscut faptul, ca la actiunea
frigului in organism are loc intensificarea reactiilor de generare a SRO [176, 159]. Prin urmare,
dinamica indicilor SAO inregistrata la vaci si vitei in perioada monitorizarii (cercetarea E)
trebuie sd fie analizata, atat din aspectul particularitatilor fiziologice de varsta, cat si prin prisma
mecanismelor de adaptare a animalelor la vremea rece de iarna, care este un factor major de
suprasolicitare.

Tindnd cont de influenta acestui factor, a fost de asteptat ca dinamica statusului
antioxidant in perioada evaludrii, la ambele loturi sa fie in concordantd cu intensificarea
metabolica, in ansamblu, - ca reactie de adaptare. Supozitia datd s-a confirmat, cel putin partial,
prin dinamica activitatii SOD 1in eritrocite si a activitatii antioxidante (AAT) in plasma si
eritrocite la loturile E; si Ep, iar la lotul de vaci si a continutului de DAM 1in plasma, care se
caracterizeaza prin cresterea graduala a valorilor acestora, exprimand astfel adaptarea animalelor
in perioada monitorizarii, de 30 zile, la stresul fiziologic conditionat de ricirea sezoniera a
vremii (tab. 5.2.3., 5.2.5. 1 5.2.9. sau fig. 5.2.2.,5.2.7.,5.2.12. 51 5.2.14.).

Transpusd in valori relative, dinamica acestor parametri reflectd ascensiunea mult mai
pronuntata, comparativ cu nivelul initial, a activitatii SOD 1in eritrocite la ambele loturi si a
continutului de DAM 1in plasma la vaci, spre deosebire de AAT, care a avut o proiectie putin mai
aplanata in ambele substraturi (fig. 5.2.14. si 5.2.15.). Cresterea accentuata a activitatii SOD in
eritrocite si sporirea continutului de DAM 1in plasma, reflecta intensificarea reactiilor de formare
a radicalului superoxid anion (O5) si a proceselor de peroxidare, respectiv, iar cresterea valorilor
AAT, este expresia mecanismelor complexe adaptive la intensificarea reactiilor oxidativ-

radicalice in conditii fiziologice. Reesind din cele expuse, - activitatea SOD in eritrocite s-a
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dovedit a fi unul din cei mai sensibili indicii la escaladarea fenomenelor de formare a SRO si,
totodata, specific pentru ambele categorii de animale. Faptul ca eritrocitele reprezintd un model

mai sensibil in aprecierea statusului antioxidant este confirmat si de alti autori [60].
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Fig. 5.2.14.Valorile relative ale SOD, AAT si DAM la vaci Fig. 5.2.15. Valorile relative ale SOD si AAT la vitei

In a doua categorie de grupaj pot fi discutati alti cinci indici: SOD si HPL in plasma, si
GSH 1n eritrocite la ambele loturi, AOT in plasma si DAM 1n eritrocite numai la vaci, dar si
DAM in eritrocite la vitei, in dinamica carora se profileaza alt aspect al reactionarii organismului
la factorul meteorologic de suprasolicitare. Dinamica acestora se exprima prin cresterea valorilor
la cercetarea a doua urmata apoi de o coborare si poate fi interpretata ca rezultat al mecanismelor
de adaptare de scurta duratd, fiind similara cu oscilatiile temperaturii aerului care au atins nivelul
minimal la investigatia a doua, dupa care a Urmat o usoara crestere (tab. 5.2.3., 5.2.4. 51 5.2.5. sau
fig. 5.2.1., 5.2.6., 5.2.9,, 5.2.10., 5.2.12 si 5.2.13.). Transpusa in valori relative, comparativ cu
nivelul initial, dinamica acestor parametri reflecta ascensiunea mult mai pronuntatd, la vaci a
continutului de HPL in plasma si de DAM 1in eritrocite, iar la vitei a continutului de GSH 1n
eritrocite s1 de DAM plasma, fapt ce poate fi Inscris pe seama particularititilor de varsta ale

subiectilor si/sau biologice ale substratului (fig. 5.2.16. si 5.2.17.).
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Fig. 5.2.16.Valorile relative ale indicilor SAQO la vaci

Fig. 5.2.17. Valorile relative ale indicilor SAO la vitei
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Referitor la ceilalti markeri: GR (plasma si eritrocite) si HPL in eritrocite la ambele
loturi, CAT si DAM in eritrocite la vitei (fig. 5.2.3., 5.2.4., 5.2.5., 5.2.11. si 5.2.13.), dinamica
lor se caracterizeaza prin diminuarea valorilor la cercetarea a doua, urmatd de o sporire fatd de
nivelul secund, iar dinamica CAT fin eritrocite la vaci si AOT la vitei (fig. 5.2.3. si 5.2.9.) se
exprima prin scaderea graduald, fata de nivelul initial, fenomene care pot fi atribuite pe seama
particularitatilor biologice ale substratului (plasma si eritrocite) sau caracteristicilor individuale
ale subiectilor.

La faptul ca variatiile individuale ale markerilor pro- sau antioxidanti pot fi foarte
pronuntate, se refera [74, 75], care mentioneaza, in particular, ca valorile DAM la vaci in lactatie
sunt influentate nu numai de starea fiziologica, dar si de alti factori, necunoscuti, care urmeaza sa
fie studiati. [152] consemneaza la vaci variatii inter-individuale destul de mari, atit dupa
continutul de DAM, cat si in activitatea enzimelor SOD, CAT si GSH-Px. Altii, constata ca
dinamica activitatii enzimelor antioxidante catalaza si glutation peroxidaza la vaci in lactatie este
una neunivoca, exprimandu-se prin tendinte opuse la diferite loturi de animale [14].

Date referitoare la modificarile markerilor anti- si pro-oxidanti provocate de expunerea la
frig aduse de unii autori sunt destul de contradictorii. In particular, se vorbeste despre faptul ca
actiunea brutala a frigului poate provoca diminuarea continutului de GSH ca rezultat al
consumului acestuia in lupta cu radicalii [57], iar sub influenta temperaturilor mai moderate se
constata cresterea activitatii enzimelor antioxidante [159].

In cazul rezultatelor obtinute de noi (cercetarea E), cresterea continutului de GSH la
ambele loturi, comparativ cu nivelul initial, se poate interpreta ca unul din mecanismele de
adaptare la actiunea stresului oxidativ moderat provocat de racirea treptata a vremii. Mentinerea
la vitei a unui nivel mediu sumar mai Tnalt de GSH si al activitatii SOD in eritrocite cu 30,3 % si
36,8 %, respectiv, pot fi privite ca particularitati ale mecanismelor fiziologice antioxidante, pe
fundalul intensitatii sporite a proceselor oxidativ-metabolice la tineret, comparativ cu vacile in
prima lactatie (tab. 5.2.10.).

La lotul de vaci, in contextul particularitatilor de varsta, se profileazd continut mediu
sumar mai mare de hidroperoxizi lipidici (HPL) in plasma si in eritrocite, cu 19,7 % si 22,4 % si
de dialdehida malonica (DAM) cu 29,4 % si 28,5 %, respectiv, fapt ce exprima formarea si
acumularea sporita a produselor de peroxidare la animale mature, comparativ cu lotul de vitei.
Totodata, la vaci se constata si un nivel mai inalt al activitatii antioxidante totale (AAT) cu 6,9 %
si 8,3 %, respectiv, si al activitatii SOD 1n plasma cu 12,6 %, ca mecanisme de mentinere a

statusului antioxidant in limitele echilibrului (5.2.10.).
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Tabelul 5.2.10. Nivelul sumar mediu al valorilor indicilor SAO si produselor de peroxidare la

vaci si vitei (exp. ,,E”) (,,xx”—p > 0,05)
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Prin urmare, rezultatele obtinute confirma datele existente referitor la faptul ca odata cu

inaintarea varstei In organism creste, nivelul de acumulare a produselor de peroxidare, in cazul

de fata HPL si DAM [9], dar simultan s-a constatat si cresterea activitatii antioxidante totale

(AAT) - de protectie contra SRO, fapt care consemneaza mentinerea echilibrului dintre procesele

pro- si antioxidative, precum si adaptarea la conditiile de suprasolicitare oxidativ-radicalica.
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Referitor la importanta determinarii unor indici integrali ai capacitatii pro- si
antioxidante, cum este AAT si AOT in plasma, s-au expus [41], care afirma ca acesti parametri
pot fi folositi pentru depistarea oportund a abaterilor in functionarea acestor sisteme, desi o
sincronizare deplind in dinamica lor nu s-a constatat. Unii autori propun [37], ca pentru
aprecierea interactiunilor dintre sistemul pro- si antioxidant sa se ia in calcul coeficientul
raportului dintre parametrii capacitatii pro- si antioxidante sumare.

Recurgand la calcularea unui raport similar celui mentionat, AAT/AOT in plasma la
loturile E; si E», s-a constatat ca dinamica acestui coeficient reflecta in buna masura raspunsul de
adaptare a animalelor la conditiile de intensificare a reactiilor oxidativ-radicalice. La lotul de
vitei coeficientul AAT/AOT in plasma, a avut o dinamica pozitiva mult mai evidentd, fapt care
vorbeste despre particularitatile capacitatii de adaptare, dar si variatie mai mare dintre valoarea
minimald §i cea maximald, fatd de lotul de vaci, fapt care reflectd procesul de stabilizare a
statusului antioxidant la tineret in perioada respectiva (tab. 5.2.6.).

Referitor la interactiunile dintre indicii statusului oxidant si antioxidant in acelasi substrat
(plasma sau eritrocite), sau corelatiile dintre valorile acelorasi parametri in cele doua substrate,
se poate mentiona ca acestea nu sunt unidirectionale, ci poartd un caracter multidimensional.
Complexitatea acestora pune in dificultate modul de interpretare, cat si semnificatia rezultatelor,
situatie care impune cautarea raspunsurilor si directionarea cercetarilor.

Consideram ca caracteristicile invocate, poarta amprenta intensitatii metabolice specifice
categoriilor de varsta ale subiectilor (vaci si vtei), a particularitatilor biologice ale substratului
(plasma sau eritrocite) in care au fost dozati indicii respectivi, dar si a modificarilor survenite sub
influenta factorului care a determinat suprasolicitarea. in ansamblu, dinamica markerilor pro- si
antioxidativi dozati in plasma si eritrocite, reflectd capacitatea functionald adecvatd a SAO la
vaci i la vitei care, desi prin mecanisme putin diferite, particulare pentru fiecare lot in parte, a
asigurat mentinerea echilibrului redox si adaptarea la conditiile de intensificare a reactiilor
fiziologice oxidativ-radicalice survenite in perioada de monitorizare.

Astfel, dinamica evolutionala a parametrilor testati, privitd ca mecansm adaptiv al
statusului antioxidant in perioada de monitorizare si rapoartele corelative ale acestora, aparent
controversate, exprimd complexitatea interdependentei functionale ale componentelor sistemului
antioxidant, fiind rezultatul sinergismului si/sau insumarii actiunii lor combinate [9], in vederea

asigurdrii eficiente a protectiei antiradical-peroxidice in plasma si eritrocite.
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5.3. Concluzii la capitolul 5

1. Prin includerea produsului “Bioplex” in ratia viteilor din lotul experimental (G,), de la
aceste animale s-a obtinut un spor mediu de greutate corporala egal cu 799 g in zi, care s-a
dovedit a fi cu 4,2 % mai mare decat la lotul martor care a beneficiat de oligoelemente
anorganice.

2. Utilizarea produsului “Bioplex” la lotul Gy, a contribuit la mentinerea unor valori mai
inalte ale indicilor eritronului, precum este hematocritul si numarul de eritrocite, care la ultima
cercetare s-au dovedit a fi cu 14,2 % si 1,9 %, respectiv, mai mari decat la lotul martor (Gy);

3. Utilizarea produsului “Bioplex” a influentat pozitiv dinamica parametrilor statusului
antioxidant la lotul G, care catre sfarsitul experientei s-a exprimat:

e prin valori mai inalte ale activitatii enzimelor in eritrocite: GSH-Px de 4,6 ori

(P12<0,01), SOD cu 12,5 % si a CAT cu 19,4 %, fata de lotul martor;

e prin cresterea mai accentuata, fatd de nivelul initial, a activitatii antioxidante totale
(AAT) in plasma si in eritrocite cu 21,0 % si 33,7 %, care la lotul martor a constituit
11,4 % si 25,8 %, respectiv;

e prin diminuarea mai pronuntatd, fata de nivelul initial, a continutului de produse de
peroxidare a lipidelor HPL si DAM, in plasma cu 76,5 % si 60 %, iar in eritrocite cu
40,1 % si 50,6 %, respectiv, valori care la lotul martor au constituit: 67 % si 35,4 %, si
27,7 % si 41,3 %, respectiv.

4. Prin dozarea markerilor anti- si prooxidativi la vaci si vitei sanatosi (E; si E;), efectuata
in aceeasi perioada de timp, s-au constatat urmatoarele particularitati ale statusului antioxidant,
in raport cu criteriul de varsta al subiectilor cercetati:

a) mentinerea unor valori mai sporite, pe intreaga perioada investigationalda, la lotul de vaci

a activitdtii SOD 1n plasma, a indicelui AAT si continutului de HPL in plasma si
eritrocite, iar la lotul de vitei a activitatii SOD 1in eritrocite;

b) mentinerea unui nivel sumar mediu mai inalt:

e al activitatii SOD in plasma cu 12,6 %, al GR in plasma cu 23,4 % si in eritrocite
—cu 12,9 % la lotul de vaci, fata de vitei;

e al activitatii SOD - cu 36,8 % , a CAT cu 1,3 % si continutului de glutation redus
(GSH) cu 30,8 %, in eritrocite, la lotul de vitei, fata de vaci.

e al capacitatii antioxidative totale (AAT) in plasma cu 6,9 % si 1n eritrocite cu 8,2

% la lotul de vaci decat la vitei;
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cu 21,9 %, si de dialdehid malonic (DAM) — cu 29.4 % si 28,5 %, respectiv, la
lotul de vaci decat la vitei.

5. Dinamica markerilor anti- si prooxidativi, in raport cu variatiile termice sezoniere,
care pot fi considerate ca factor de stres fiziologic, s-a dovedit a fi similara la ambele loturi (E; si
E>) si poate fi interpretata ca reflectie a fenomenului de modulare a statusului antioxidant, de
rand cu cea a fonului metabolic, pentru adaptarea organismului la noile conditii de mediu,
caracterizandu-se:

a) prin cresterea catre cercetarea finala, a activitatii SOD in eritrocite la vaci cu 60,4 % (p
<0,05) si la vitei cu 64,8 % (p < 0,01), a continutului de GSH la vaci cu cca 5,3 % (p > 0,05), iar
la vitei de cca 3,0 ori (p < 0,001), a indicelui AAT in eritrocite la vaci cu 25 % (p < 0,01) si la
vitei cu 35,6 % (p < 0,01), iar a indicelui AAT in plasma cu 7,9 % si 15,2 % (unde, p > 0,05 la
ambele loturi), respectiv, fata de nivelul initial;

b) prin raporturi corelationale pozitive, dintre lotul de vaci si lotul de vitei (E; - Ey), a
catorva indici: a activitatii SOD in eritrocite cu I'g;., = 0,9025, iar in plasma cu I'g;, = 0,9901; a
capacitatiit AAT cu I'e;,= 0,9790 si cu I'e;, = 0,9605, respectiv; a continutului de HPL cu g, =
0,8315 si cu gy, =0,7382, respectiv.

6. Dinamica corelationala a markerilor anti- si prooxidativi, in functie de proprietdtile
biologice ale eritrocitelor si plasmei, s-a dovedit a fi destul de wvariabila si reflecta
individualitatea reactiilor acestora la fluctuatiile fonului metabolic specific substratului, si se
exprima prin urmatoarele co-raporturi semnificative:

a) in eritrocite:

e corelatic pozitiva la lotul de vaci a activitatii SOD cu indicele AAT (rsop.aat=
0,9989), a CAT cu GR (rcar-cr = 0,9037), a GSH cu DAM (rgsp-pam = 0,9949);

e corelatic pozitiva la lotul de vitei a activitatii SOD cu continutul de GSH (rsop.gsn
=0,9460), a CAT cu GR (rcarcer = 0,9995), a CAT cu HPL (rcarnee = 0,9812), a
GR cu HPL (rerue. = 0,9749), a AAT cu DAM (raarpoam = 0,09657), a DAM cu
HPL (rpam-ree = 0,8686);

e corelatie negativa a activitatii SOD cu CAT (rsop.car = - 0,9400), a CAT cu AAT
(rcat-aat = - 0,9231), a DAM cu HPL (rpam-re = - 9257) si GSH cu HPL (resh-npL
=-0,8833), la lotul de vaci;

b) in plasma:
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e corelatie pozitiva a activitatii SOD cu indicele AOT ( rsop.aor= 0,9998), a AAT
cu HPL (raat-nee = 0,9048) si a AAT cu DAM ( raarpam = 0,8498), la lotul de
vaci;

e corelatie pozitivid a SOD cu HPL (rsop.wr. = 0,8980), la lotul de vitei;

e corelatie negativa a SOD cu GR (rsop.cr = -0,9987) si a AAT cu AOT (raat-aot
=-0,9799), la lotul de vitei.

7. Rezultatele monitorizarii statusului antioxidant, obtinute in investigatiile efectuate pe
vaci in prima lactatie si vitei de 1,5-2,0 luni, demonstreazd ca valorile parametrilor acestuia
variaza in limite considerabile, fapt ce sugereaza individualitatea si diversitatea fonului
metabolic, conditionate de particularitatile fiziologice de varsta ale animalelor, de factorii de
mediu care inevitabil influenteaza homeostazia, in ansamblu, si de particularitatile biologice ale

substratului (plasma sau eritrocite) in care au fost dozati.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

1. La bovine, pentru mentinerea starii de sdnatate, sau a homeostaziei in ansamblu, de
rand cu alte procese vitale din organism, o deosebita importanta o detine echilibrul dintre
formarea speciilor reactive de oxigen si neutralizarea acestora la nivel umoral si celular, asigurat
de sistemul protector antioxidant.

2. Rezultatele, privind aprecierea indicilor sistemului antioxidant la bovine, atesta ca
valorile acestora (in plasma si eritrocite) oscileaza: n functie de varstd (tineret sau mature), de
starea fiziologica (gestatie, parturitie, lactatie) sau de starea clinicd a animalelor (s@ndatoase sau
cu cetoza), fapt ce exprima interdependenta dintre fenomenele de formare a radicalilor liberi si
intensitatea proceselor metabolice specifice circumstantelor, dar si complexitatea functionald a
statusului antioxidant in asigurarea homeostaziei redox din organism.

3. La vacile sanatoase in perioada de tranzitie, gestatie-lactatie (lotul A), statusul
antioxidant, se caracterizeaza prin tendinta:

a) de activizare a proceselor de formare a speciilor reactive de oxigen si de peroxidare a
lipidelor la momentul parturitiei, exprimata prin:
+ diminuarea rezistentei peroxidice a eritrocitelor (RPE, p>0,05) de 4,3 ori,
* cresterea in ser a activitatii catalazei (CAT, p>0,05) de 3,1 ori si a continutului de dialdehida
malonica (DAM, p>0,05) de 1,25 ori, fata de nivelul din repausul mamar;

b) apoi, de diminuare treptata a intensitatii acestor reactii, in urmatoarele doua-trei saptamani,
fatd de valorile Inregistrate dupa parturitie, exprimata prin:
* sporirea rezistentei peroxidice a eritrocitelor (RPE, p>0,05) de 3,0 ori,
* diminuarea in ser a activitatii CAT (p>0,05) cu 48,1 % si
* diminuarea continutului de DAM (p>0,05) cu 14,2 %.

4. La vacile cu cetozd clinica (lotul By), statusul antioxidant in perioada de tranzitie Se

caracterizeaza prin tendinta de:
* scadere a rezistentei peroxidice a eritrocitelor (RPE, p>0,05) cu cca 27,5 %,
* cresterea continutului de dialdehida malonicad (DAM, p>0,05) in ser cu 26,7 %,
* cresterea activitatii catalazei (CAT, p < 0,05) in ser de 2,5 ori, comparativ cu lotul B;, fapt ce
denota ca pe fonul hipercetonemiei s-a produs ascensiunea proceselor de peroxidare a lipidelor si
instalarea starii de stres oxidativ, exprimata clinic prin simptoame specifice pentru ,,sindromul
de peroxidare”.

5. Diludina — antioxidant sintetic, inclus in ratia vacilor din experientele ,,C” si ,,D”, a

cate 2,5 g/animal (120 zile), a avut efect benefic exprimat prin tendinta de:
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* sporire a productiei de lapte la loturile C;, si D5, respectiv, cu 17,5 % si 5,2 % (p>0,05), fata de
nivelul initial;

* diminuare a nivelului de dialdehida malonica (p>0,05) in ser sanguin la lotul D, cu 3,0 %,

* scadere a activitatii catalazei (CAT) in ser cu 24,7 % (lotul C,, p>0,05),

* sporire a rezistentei peroxidice a lipidelor eritrocitare (RPLE) cu 4,5 % (lotul D, p>0,05),
comparativ cu loturile de referinta, la cercetarile finale.

6. Premixul mineralo-vitaminic, inclus in ratia vacilor in prima perioada a lactatiei (lotul
F,) a avut efect pozitiv asupra statusului antioxidant al acestora, exprimat prin tendinta de:

» mentinere a nivelului mai scazut de dialdehida malonica (DAM, p>0,05) in plasma si eritrocite
cu 14,3 % si 4,2 %, respectiv,
* sporire a productiei de lapte cu 13,7 % (p>0,05), comparativ cu lotul de referinta (F).

7. Produsul ,,Bioplex” cu oligominerale proteinate (Zn, Mn, Cu, Co si Se), inclus in ratia
viteilor cu varsta de 2-6 luni (lotul G,) a avut efect pozitiv asupra sistemului antioxidant (SAO)
exprimat prin tendinta:

* de crestere a activitdtii glutation peroxidazei (GSH-PX) in eritrocite de 3,2 ori (p<0,01),
comparativ cu valoarea initiala,

* de mentinere a nivelului mai scazut de HPL (p>0,05) cu 12,4 % si de DAM (p>0,05) cu 23,2
% in plasma, comparativ cu lotul de referinta (Gy);

* de mentinere a nivelui mai inalt al sporului zilnic in greutate cu 4,2 % (p>0,05), comparativ cu
lotul de referinta (Gy).

8. Utilizarea, in calitate de suplimente furajere, la vaci a antioxidantului sintetic Diludina
(loturile C; si D»,) si a premixului cu metionind, vitaminele E si A, si oligomineralele Zn, Mn, Cu si
Se (lotul F,), si la vitei, a premixului cu oligoelementele proteinate Zn, Mn, Cu, Co si Se (lotul Gy) s-
a exprimat prin tendinte stabile, sau prin schimbari statistice semnificative, de diminuare a
proceselor de peroxidare si optimizare a parametrilor statusului antioxidant, - fenomene care au
contribuit la fortificarea starii de sanatate a animalelor si stimularea potentialului productiv.

9. La bovine, in functie de virsti (vaci in prima lactatie si vitei de 1,5-2 luni, cercetarea
“E”), prin dozarea markerilor pro- si antioxidativi in plasma si eritrocite, s-au stabilit
urmatoarele particularitati ale statusului antioxidant:

a) la vaci (lotul Ej), - tendinta de mentinere in plasma si in eritrocite a unui nivel mediu mai

ridicat:
* al activitatii antioxidante totale (AAT, p>0,05) cu 6,9 % si respectiv 8,3 %, - ca expresie a

mecanismului de mentinere al echilibrului “redox”, pe de o parte;
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malonica (DAM, p>0,05) cu 29,4 % si respectiv 28,5 %, - fapt ce exprima intensitatea sporita de
formare si acumulare a produselor de peroxidare la animale mature, comparativ cu lotul de
tineret, pe de alta parte;
b) la vitei (lotul E;), - tendinta de mentinere in eritrocite, a unui nivel mediu mai ridicat, al
activitatii superoxid dismutazei (SOD, p>0,05) cu 36,8 % si al continutului de glutation redus
(GSH, p>0,05) cu 30,3 %, comparativ cu lotul de vaci, - fapt ce exprima specificul protectiei
antiradical-peroxidice la tineret.
10. Drept situatii de risc in declansarea starii de stres oxidativ la bovine pot fi considerate:
a) sub aspect patologic, - nutritia dezechilibratd (deficit de glucide) a vacilor inalt-productive in
faza de debut a lactatiei, - soldatd cu instaurarea hipercetonemiei si a “sindromului de
peroxidare”;
b) sub aspect fiziologic, - perioada de tranzitie, parturitie-lactatie (la vaci), sau conditiile de
adaptare la rdcirea sezonierd a vremii (vaci si vitei), insotite de ascensiunea proceselor

oxidativ-radicalice, - cu caracter tranzitoriu si remediabil.
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RECOMANDARI

1. La vacile aflate in perioada de tranzitie si de debut a lactatiei recomandam: in vederea
monitorizarii stresului oxidativ i a imbolndvirii de cetoza, sa se recurgd la dozarea continutului de
DAM si RPE in sange si a nivelului de corpi cetonici in urind, cu repetare la fiecare 7-10 zile, pe
parcursul a primelor 4-8 saptamani dupa parturitie.

2. Pentru optimizarea parametrilor statusului antioxidant si fortificarea starii de sandtate a
vacilor in faza de tranzitie si de debut a lactatiei, recomandam includerea in ratia acestora a
bioelementelor: Se, Cu, Zn, Mn, Co, metioninei, vitaminelor E si A, in cantitdti adecvate
specificului perioadei, si a antioxidantului sintetic diludind, cate 2,5 g/zi, per animal.

3. Cu scopul optimizarii statusului antioxidant si stimularii sporului in crestere la tineretul
taurin recomandam includerea in ratie a oligoelementelor: Se, Cu, Zn, Mn si Co, in forma
proteinatd, in conformitate cu normativele in vigoare.

4. Pentru monitorizarea complexa a statusului dintre pro- si antioxidanti la bovine (vitei,
vaci) recomandam aprecierea in plasma si in eritrocite a valorilor parametrilor: AAT, AOT,

GSH, HPL si DAM, care in bund masura reflectd variatiile de varsta ale homeostaziei ,,redox”.
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Anexa 1.

Copia certificatului despre rezultatele examenului
anatomo-patologic la vacile bolnave de cetoa (lotul Bs)

CIIPABKA
0 pe3yibTaTax naToMOpPQOIOrHUECKUX UCCIETOBAHUM Ty U BHYTPEHHUX OPTaHOB IIATH
BBIHY)KJICHHO YOUTBIX KOPOB, IPUHAIISKAIMINX IIIeM3aBoy «Manaemrckuin» OpreeBcKoro
paiioHa.

[Tpu ocMoTpe Tyl M BHYTPEHHHUX OPraHOB YCTaHOBJIEHO, YTO JKMBOTHbBIE HUXKECPEIHEH
YIUTAHHOCTH, AHEMHUYHbI, OKOJOIOYEYHBIH U MOJIPNMKAPAAIbHBIA JKUpP SPKO JKEITOrO
(MMMOHHOTO) LIBETA, TBOPOIKUCTON (MAXKYIIEHCs1) KOHCUCTCHIIUH - (CTEATHT).

B canbhuke kpoBousnusHus. Cepale yBeanueHo B 00bEME, B OCHOBHOM 3a CUET MPaBOM
IIOJIOBHHBI, KOHCUCTEHLIMS MBIIIL [IPABOT0 Kelyaouka apsonas. Ileuens yBennuena (y ogHOro
KHUBOTHOTO — 12 kr), npsiOnas, HepaBHOMEpPHO OKpamieHa. [louku yBenmudeHbl, IpsOIble,
IPaHULIBI MEXAY KOPKOBBIM M MO3IOBBIM BEIIECTBOM CIJIa’KE€HbI, KOPKOBBIN CIIOM paciiupeH. B
pyOlie OpOoroBeHre U YIUIOTHEHHE COCOYKOB CIM3UCTON 000104KH (1apakeparos). B ceruyre y 3-
X JKUBOTHBIX U3MEHEHUS, XapaKTepHbIE JIs1 KaTapaJbHOI'O BOCIIATIEHUS.

[Tpy rUCTOIOrNYECKOM UCCIIEJOBAaHUM YCTAHOBJIEHO:

B TICUYCHH - 3€PHHUCTAs IUCTPO(HS T'elmaTOUUTOB, y OJHOTO XUBOTHOTO KUPOBAs IUCTPOQHS,

OTEK MHTEPCTULIUSA (BEPOSATHO B PE3YJIbTATE CEPJCUHO-COCYAUCTON HEIOCTATOUYHOCTH);

B TOYKaX - 3€pHUCTas JUCTPO(Us SMUTENHsS MOYEUHOrO KaHalblla, Y JBYX XHBOTHBIX -

CEpPO3HBII rIIoMepyIoHeppuT;

B CEp/IIC - MUOKAPIUOAUCTPOHS;
B CEJIE3EHKE - Y JIBYX KUBOTHBIX TUIIEPIITIA3UsL.
3AKJIFOYEHUE

OOHapyXKeHHbIe U3MEHEHHUs 1al0T OCHOBAHUS CUUTATh, YTO y UCCIEIOBAHHBIX KMBOTHBIX
UMEJIO0 MEeCTO TIJIyOOKME HapylleHusi O€eIKOBOro, S>KUpPOBOTO U YIJIEBOJHOTO OOMEHa,
O0OyCIIOBJIEGHHOTO HapyIIEHHEM Caxapo-NIPOTEHHOBOTO COOTHOIIEHHUS, JAEC(PUIMTOM CBIPOH
KJIETYaTKH, BUTaMUHOB A, E, C, cepocoaepkallinx aMMHOKHCIOT U MHTOKCUKALIMENH CO CTOPOHBI

JKCITYAOYHO-KHUIICYHOI'O TPAKTA.

Kanaunar BereprHapHbIX HayK,
noueHT Kummaeckoro CenbcKoxo3sHCTBEHHOTO
HNHucturyTa I'. E.TOHYAPYK
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Anexa 2.

Componenta ratiei la vacile din loturile B3

o

2 e in sz 53l ge| | % 2 t|gE| g2 3
Nutreturi = = cCl c g&3 £ 9 £9S | 28 — 3 S S =S o 2,
! ~| 2 Foag | ®E | ZE | Bg S S N B | B2 z S

g| < g | =B SR ed| F 2B S|%F| 2| a

Siloz 20 6,6 6 62 280 240 162 1760 160 120 10 16 35,2 11
Senaj 5 |235% | 16 20,5 405 300 80 660 52,5 355 28,5 19 32 6,0
Fin 5 |4150 | 22 33,6 790 505 110 1265 45 100 365 | 275 85 11
Sfecla furajera | 25 | 4,550 | 45 45 380 275 50 255 140 191 10,0 50 15 50
Fainddeiarba | 15 | 1,329 | 1,08 | 13,35 | 2295 | 1155 45 355,5 51 46,5 13,5 6,6 | 1845 | 3,75
Taietei de 03 | 0,258 | 0,228 | 2,67 51,3 25,5 4,8 43,5 - - 1014 | 0,72 | 1,26 | 3,39

sfecld uscati

Melasa 15 | 117 | 114 | 117 183 92 75 - - 814,5 - - 4,05 | 4,05

Faina desoia | 1,0 | 0,860 | 1,36 14,0 318 267,1 195 59 111,6 10,0 17,8 91 1,3 4,8
Combifuraj 80 | 6817 | 7,78 78 1357,4 | 118,4 | 201,36 | 505,28 | 2037,28 | 463,12 | 56,72 | 425,4 | 15,03 | 68,97

Carboxilina 0,2 - - - - - - - -

NaCl 0,15 - - - - - - - - - -
Monocalciu 0,15 - - - - - - - - - - - 26,4 345
fosfat
Total 67,9 | 28,09 | 25,88 | 280,8 | 3294,2 | 2938,5 | 855,66 | 4903,2 | 2597,38 | 1780,6 | 174,1 | 509,3 | 233,6 | 1594
Necesarul 217 22.1 244 3125 2081 920 3344 4500 2275 148 107
Neajuns -64 -1559 | -1902,6 | -494.4
Exces +7.0 +40 | +40,0 | +799 | +857,5 +85,6 | +45,4
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Anexa 3.

Copia instructiunii de utilizare a antioxidantului sintetic Diludina
YrBepxkaarw:

3amecTuTeNb, HaYalbHUKa [ TaBHOTO

YIIPABJICHHUS 110 IPOU3BOJICTBY KOMOU-

KOPMOB U KOPMOBBIX J100aBOK

A. T'. KimroukoBckuii

HACTABJIEHHUE
ot 16. 04. 84 r. Ne 109-10
MockBa
10 NPUMEHEHHUI0 INJIYyIUHA B KauyecTBe CTUMYJISITOPA NPOAYKTHBHOCTH
CeJIbCKOXO035IHCTBEHHBIX KHBOTHBIX
1. OOumue cBegeHus

1.1. [Munyaws, 2,6-numetnin-3,5-gukap0ostokcu-1,4-muruaponupugun Ci3HigNO,.

1.2. Jlunyaun mnpexacrtaBisgeT  coOOM  3€JI€HOBATO-KEJTBIA  MOPOIIOK €O CJIAObIM
cnenu(UYecKnM 3amaxoM, B BOJE HE PAaCTBOPHM, IIOXO PACTBOPUM B ITHIIOBOM CIIHPTE,
xJlopoopMe, pacTUTENbHBIX MaciaX M JKUPax, MOJIEKYJApHbIH Bec — 254, Temmeparypa
mraBienns — 183—187 °C.

1.3. BrimyckaioT AMIyAMH B BHJE IOpPOLIKa, coaepkamero 96% akTHBHO AEHCTBYIOLIETO
BemiecTBa. [Ipenapar pacacoBBIBaIOT B MOJUAITUICHOBBIE MEIIKH, KOTOPBIE BKIIA/IBIBAIOT B
Kpa(T-MeIKH ¢ 4epHOi nmpokiaakoil. Bec memka 20 kr. XpaHsaT AUIYAUH B TEMHOM, CyXOM
mecte. Cpok TOIHOCTH IpenapaTa — 2 roja.

2. MexaHu3M JaeiicTBHUS

2.1. JlunyauH CTHEMYIUPYET POCT, Pa3BUTHE M MPOAYKTUBHOCTH JKMBOTHBIX, TOBBIIIAECT B
OpraHu3Me YypOBE€Hb TOKO(EpOsIOB, CHHKACT COJAEp)KaHHE IepeKucel, B IEYEHH, Kak
AQHTHOKCHIAHT CTAOMIIM3UPYET KapOTHH, BUTaMHUHHI A, [], E, pacTurenbHbIe Macia v XKHUPHI.

2.2.  IlpenapaT BcachIBaeTcs B JKEJIyIOUYHO-KHMILIEUHOM TPAKTE U pacIpelelisieTcsl B OpraHu3Me
CpaBHUTENHHO paBHOMEpHO. Uepe3 72 yaca ero OCTaTOYHBIX KOJIMYECTB B OPITaHAX M TKAHIX
He oOHapyxwuBaercs. J{MIIyIuH MaJOTOKCHYEH JUIsl TEIUIOKPOBHBIX JKMBOTHBIX. JI[s0 Ju1s
MBILLIEH TPU HEpOpablIoM BBeAeHUM mpernapara coctaBisier 3000 Mr/Kr *UBOM Macchl.
[Tpenapat He 06sagaeT SMOPUOTOKCUYECKUM, MyTareHHbIM JEWCTBUE U HE HAKaIUIMBAETCs B
OpraHu3Me KUBOTHBIX.

3. IlIpumeHeHune npenapara

3.1.  JlunyawH BBOAAT B KOpMa Ha KOMOMKOPMOBBIX 3aBO/IaX, a TaKKE€ B KOMOMKOPMOBBIX

[exax XO3sIMCTB COIVIACHO CYIIECTBYIOIIEH TEXHOJOIMH BBOJAa MHKpPOA00aBOK. OCHOBHBIM

TpeOOBaHUEM SIBIISIETCS PaBHOMEPHOE paclipeiesieHne Ipernapara Bo BCeil Macce Kopma.

Jlo3bI BBeIeHHs AMITyAMHA B KopMa (I/T):

neiisitaMm u Opoittepam — 400; xkypam-uecymkam — 400; mopocsitam g0 3 mec. — 200;

cBuHbAM Ha oTkopme — 200; cBuHOMaTKam — 250; Tensaram 1—6 mec- — 400;

MOJIOJTHSIKY KPYITHOTO POraToro ckoTta Ha otkopme — 350; moiiHbiM kKopoBam — 600;

3.2.1. IlpenapaT UCKJIIOYAIOT U3 PAllMOHA JKUBOTHBIX 3a 72 yaca A0 y0osi.

3.2.2. TIoOGOYHBIX SIBJICHUH OT MPUMEHEHUS TUITyIUHA He oTMedaeTcs. [[poTuBonoka3anuii K

€ro NMPUMEHEHUIO HE UMEETCsl.

Cunrtare yTpatuBIIEM cuily «BpeMeHHOe HacTaBlieHHE 1O NMPUMEHEHHIO IWIyIWHA B
Ka4yecTBE CTUMYJSATOpa MPOJYKTUBHOCTU CEIbCKOXO3SHCTBEHHBIX >KUBOTHBIX», YTBEPKICHHOE
['maBHBIM ynpaBneHuem BetepuHapuu Muncenbxo3a CCCP 12 centsiops 1979 roaa.

Hacrasnenue paspabotano opaena Tpynosoro Kpacnoro 3namenu MHcTUTYTOM
oprannyeckoro cuare3a AH Jlarsuiickoin CCP.

Onobpeno BerepunapHbiM papmakosoruueckum coBeToM 21 ceHTs10ps 1982 rona.
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Anexa 4.
Copia actului de implementare a rezultatelor stiintifice in procesul didactic

MINISTERUL AGRICULTURII A MWHWUCTEPCTBO CE/IbCKOIO XO351UCTBA
SI INDUSTRIEI ALIMENTARE ks ? M NMULLEBOW NPOMbILWTEHHOCTH
Al REPUBLICII MOLDOVA %3% PECNYBJ/INKWU MOJIAOBA
T Al Y

UNIVERSITATEA AGRARA roCYAAPCTBEHHbIA ArPAPHbIN
DE STAT DIN MOLDOVA YHUBEPCUTET MOJ1A40OBbI
MD-2049, m.Chisindu, str. Mircesti 44 M/[]-2049, KnwwnH3y, y1. MupyewTs, 44
tel: 31-22-58, 43-24-90 ren: 31-22-58, 43-24-90
fax(373-22) 31-22-76 ¢akc (373-22) 31-22-76
http//www.uasm.md http//www.uasm.md

03" Oy 2015
Nr. 06.09- & /3

ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STHNTIFICE

Prin prezentul, se confirma implementarea rezultatele investigatiilor
stiintifice la tema ,,Aspecte ale stresului oxidativ la bovine si combaterea lui”,
realizati de Cociu Valeriu in Universitatea Agrara de Stat din Moldova.
Rezultatele studiului efectuat, concluziile si recomandarile, privind posibilitatea
testarii statusului antioxidant si diagnosticarii stresului oxidativ la vaci, sunt
utilizate in procesul didactic la Universitatea Agrard de Stat din Moldova. in cadrul
Facultatii de Medicina Veterinara, catedra Terapie. Printre cele mai importante
cursuri in care au fost implementate rezultatele studiului respectiv mentionam:

|. ..Fiziopatologia generala™;

2. ,Biochimia clinica”;

3. ..Boli de nutritie si metabolism™.

In baza investigatiilor stiintifice au fost sustinute teze de licenta si master.

SSTRIE! AL
QARA D &
\\“Fe'_,.. 3 '8)4:'»

Prim-prorector,

conferentiar universitar //9///
; Py

Vrancean

Decanul Facultatii de Medicina Veterinara,

conferentiar universitar oA ) Gheorghe Donica
Ly &y
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Subsemnatul, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de

doctorat, se refera la propriile activitati si realizari stiintifice. Constientizez, ca in caz contrar,

urmeaza sa suport consecintele In conformitate cu legislatia in vigoare.

2015 COCIU Valeriu
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