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PREMESSA

Lo stress ossidativo € una particolare condiziodetta da un’accentuazione
in senso pro-ossidante dell’'equilibrio dinamico frgrocessi ossidativi e
riduttivi che avvengono in ogni cellula con la guaione di numerose specie
radicaliche (Sies, 1991).

| radicali liberi sono molecole, altamente instaleilreattive, caratterizzate
dalla presenza di un elettrone spaiato nel lordalebesterno. | radicali liberi
piu conosciuti sono quelli a contenuto d’ossig€dR®©S) come I'anione
superossido (9 ed il perossido d’'idrogeno ¢B,) e sono dovuti e a fattori
ambientali (raggi UV, inquinamento, droghe etc...)aefattori endogeni
(trasporto di elettroni nei mitocondri, attivitalidecellule fagocitarie).

Tra le specie reattive dell'ossigeno radicalichesemo includere I'anione
superossido e il radicale ossidrile mentre tragecg non radicaliche si
annovera il perossido di idrogeno e I'ossigeno @ettp, dotate comunque di

analoga reattivita e simile tossicita.

» Anione superossido 9

L’anione superossido € il prodotto della riduziomaonoelettronica

dellossigeno biatomico molecolare, reazione fre@ein natura. Con un
elettrone spaiato, I'anione superossido € un réalidzero e come I'ossigeno
molecolare ha caratteristiche paramagnetiche.

Esso si puo formare attraverso i seguenti meccanism

1) per interazione dell’ossigeno molecolare coftrelei che occasionalmente
sfuggono alla catena respiratoria, soprattuttgpassaggio ossido-riduttivo tra
CoQ e citocromi, a livello degli enzimi NADH-ubictone reduttasi e

ubichinone-citocromo C reduttasi;

2) nel corso di ossidazioni metallo-dipendenti @urotrasmettitori quali

adrenalina e noradrenalina e di alcuni compodictjo



3) per produzione diretta nel corso di alcune m@azenzimatiche specifiche
catalizzate ad esempio dalle xantine ossidasitofdpo deossigenasi e
indolamine deossigenasi.

L’anione superossido, pur essendo citotossico,gaudare un danno limitato
in quanto non e in grado di attraversare la men@raiiocondriale, perché
bloccato dalla carica negativa; pud essere indhadtivato dall’enzima

protettivo superossido dismutasi (SOD), che lo eotev a perossido di
idrogeno, e da composti come la vitamina A, in gratl sequestrarlo
(Halliwell et Gutteridge, 1990).

20 +2H —HO +0.[1]
2 2 2 2

 Perossido di idrogeno I2-02

Dalla reazione di dismutazione [1] si forma perdsdili idrogeno che non e
normalmente tossico, in quanto viene rapidamentéraezzato dagli enzimi

catalasi [2] e glutatione perossidasi [3].

HO,+2e+2H —2H0 [2]

H O, +2GSH— 2H O + GSSG [3]

Il perossido di idrogeno si puo formare, oltre datla reazione [1], anche
direttamente a livello di perossisomi e mitocondti. presente all'interno

-9 -7
della cellula in concentrazioni variabili tra 18 10 M, ed il rischio ad esso
associato e dovuto alla sua capacita di attraversglocemente le membrane
cellulari, diffondendosi in altri distretti dove @u attivare processi

perossidativi.



» Radicale ossidrile Hé)

Una molecola di anione superossidg @d una molecola di perossido di
idrogeno possono combinarsi per formare una maechl ossigeno, un
radicale ossidrile OHed uno ione ossidrile secondo la reazione di Haber-

2+ +
Weiss [4], catalizzata da ioni Feo Cu (Kehrer, 2000) ( Cuzzocrea et al.,
2001).

O, +HO, — O +HO + OH [4]
2 2 2 2
Per la produzione del radicale ossidrile € fondaalera presenza di ferro

allo stato di Fg, mentre il metallo € normalmente legato a protaiine
trasporto e di deposito (transferrina, ferritin@), a proteine funzionali
(emoglobina, mioglobina) sotto forma di ione feotid?er rendere libero |l
ferro é sufficiente la presenza di elevate quaditanione superossido [6] o
un abbassamento del pH dovuto, ad esempio, alupiane di acido lattico

(ischemia o anossia) e lo ione ferroso che sir#tiguo nuovamente ossidarsi

reagendo con 2H)ze formando HOnella reazione di Fenton:

3+ - 24
Fe +O2 — Fe +02[5]

2+ 3+ _ .
Fe +HO,—Fe +OH + HO[6]
Il risultato netto di queste due reazioni e prognella di Haber—Weiss che
avviene nel nostro organismo.
Il radicale ossidrile generato nelle reazioni [4fr& i radicali dell’ossigeno, la
molecola piu tossica perché altamente reattivava g ogni meccanismo di
inattivazione endogena. Costituisce I'agente resphite della fase iniziale

dei processi perossidativi che avvengono a liveotessuti dell’'organismo.

Il radicale ossidrile & in grado infatti di dannegg tutte le macromolecole



cellulari: proteine, acidi nucleici, glicosaminagdni e soprattutto gli acidi

grassi poliinsaturi dei fosfolipidi di membrana.

1
» Ossigeno singolettoO2

Questa forma chimica dell’ossigeno non € un veproprio radicale libero

ma una forma elettronicamente eccitata Qt@ace di attaccare rapidamente

molte molecole inclusi gli acidi grassi poliinsatudifferisce dallo stato
fondamentale (tripletto) dell’ossigeno molecolaeg kinversione di direzione
dello spin di un elettrone nell’orbitale di valenza esterno. Da studi in vitro
e emerso che l'ossigeno singoletto pud ossidarersivmolecole organiche
guali lipidi di membrana, proteine, acidi nucleicarboidrati e tioli.

Sono stati individuati quattro principali meccanishnreazione:

1) reazioni di addizione con il doppio legame carbecarbonio nelle olefine
insature per formare idroperossido;

2) reazioni di addizione con sistemi di dieni caqati (reazione di Diels-
Alder) per formare endoperossidi ciclici;

3) reazioni con composti fenolici per formare iceopssidienoni;

4) reazioni di trasferimento di energia che trasfmo lO2 in 3O2 con
composti quali carotenoidi, bilirubina, tocoferofenoli, complessi del nichel
e ioni.

L’ossigeno singoletto si puo formare in seguito @sbosizione a luce
ultravioletta (320-380 nm) o durante l'attivazioted macrofagi nella risposta
immunitaria. La mieloperossidasi, una eme-proteutsizza il perossido di

idrogeno per convertire il cloro in acido ipocloodd]; quest’ultimo reagisce
ancora con I2-D2 per formare ossigeno singoletto [8].

H,O_ + Cl — HCIO + OH [7]
1 - +
HO +HCIO— O +HO+Cl+H [g]
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L'ossigeno singoletto sembra si formi anche duralateperossidazione

lipidica, dando sviluppo di chemiluminescenza.

Tutte le specie radicaliche che si formano nei @setc ossido-riduttivi
possono danneggiare le strutture biologiche, guiticolare:

- Gli acidi nucleici (DNA e RNA), con conseguentandeggiamento del
materiale genetico.

- Le lipoproteine a bassa densita (LDL), inducerdo sviluppo e la
progressione delle lesioni aterosclerotiche.

- | lipidi delle membrane cellulari, con alterazidanzionali delle cellule e di

conseguenza, dei tessuti di appartenenza.

» Acidi nucleici

Nelllambito dei danni cellulari causati dalle spegeattive dell’ossigeno,
quello al DNA é potenzialmente il piu pericolosagh® tali alterazioni sono
spesso associate a mutazioni genetiche ed allgppaldi cancro. E’ emerso
inoltre un legame sempre piu evidente tra alterazabDNA ROS-mediate ed
il processo di invecchiamento, la patogenesi dabete mellito e di alcune
malattie a carico del fegato e ad eziologia infiaatona.

Esempi di danni agli acidi nucleici sono, tra dtriala formazione di legami

intermolecolari DNA-DNA o DNA-proteine e modificami ossidative a

carico delle basi azotate.

Le piu sensibili sono le basi pirimidiniche citosie timina le quali possono
andare incontro a saturazione o apertura dellanetin idrossilazione di

quest'ultimo. Cio implica la perdita dellaromati&i e della planarita,
determinando distorsioni nella geometria del DN#alire I'ossidazione della

timina puo portare alla formazione dei cosiddettnteri di timina”.



Una delle piu frequenti alterazioni ossidative eldiasi puriniche riguarda
invece l'ossidrilazione in posizione 8 della guanase il distacco delle basi
azotate dagli zuccheri.

Si e notato che I'escrezione urinaria di 8-idragspssiguanosina (8-OhdG)
aumenta dopo l'esercizio ed e considerata una midel’ossidazione del

DNA in risposta ai radicali liberi (Urso et al., 2%).

Se le basi danneggiate vengono rimosse e riparatea della divisione

cellulare, non ci sara alcun danno permanente.n8eceé il sistema di

riparazione €& soggetto ad errori, la generaziomxessiva ricevera una
molecola di DNA difettosa in cui una base azotat&iminata o sostituita da
una base impropria.

* Proteine

Anche le proteine sono un bersaglio per i radildadri, i cui danni possono
essere distinti in reversibili ed irreversibiliatr primi vi € I'ossidazione dei
gruppi tiolici della metionina a solfossido mentr& gli irreversibili, la rottura

dell’anello dell'istidina e del triptofano e l'idlisi del legame peptidico in
presenza di prolina. Quest'ultimo evento dannegpaticolarmente |l

collagene, ricco di prolina ed idrossiprolina.

| gruppi SH dei residui di cisteina delle proteine sono frau psposti alle
collisioni radicaliche: i radicali tiili (RSe) chg formano possono dimerizzare
0 ossidarsi a RSZOprovocando danni alla struttura e alla funzidaatlelle

proteine stesse.

In particolare possono venire attaccate proteine ftmzione enzimatica,
come la fosfofruttochinasi ed appartenenti alla eat respiratoria
mitocondriale, di importanza fondamentale per adpzione di energia per la
cellula.

L'ossidazione delle proteine sembra essere inod#sponsabile, almeno in
parte, di patologie quali I'aterosclerosi, il danda ischemia-riperfusione e

I'invecchiamento.



 Carboidrati
| radicali liberi reagiscono rapidamente con i cédbati estraendo facilmente
atomi di idrogeno: desossiribosio, ribosio, proteagi ed eteropolisaccaridi
(acido ialuronico) possono venire degradati mediattacco ossidativo. Cio
nuoce soprattutto ai proteoglicani, molecole dvale peso molecolare che
fanno parte del parenchima tissutale, i quali vangontro a frammentazione
e depolimerizzazione con danno strutturale e fura®irreversibile.
eLipidi
| lipidi sono importanti per la loro presenza netiembrane che circondano
ogni cellula.
L'azione ossidativa a carico dei lipidi procede eonmeccanismo radicalico
a catena definitipoperossidazionel principali bersagli di questo fenomeno
sono gli acidi grassi poliinsaturi, che sono présenelevate concentrazioni
nei fosfolipidi delle membrane cellulari.
La perossidazione lipidica si sviluppa attraversddsi consequenziali:

* iniziazione

* propagazione

e terminazione

Il primo evento nell'inizio della perossidaziongitiica e I'estrazione di un
idrogeno da un gruppo metilenico bis-allilico di aado grasso poliinsaturo
da parte di un radicale ossidrile. Questo idrogpnesenta un’energia di
legame tale (circa 75-80 kcal/mol) da favoriredazione rispetto all'idrogeno
metilenico alchilico o allilico di un acido gras@éeil Hogg et Kalyanaraman,
1999):
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Il radicale lipidico (Le) riarrangia immediatamenge diene coniugato che
reagisce con l'ossigeno molecolare formando pdradsiali in posizione +2

e -2 rispetto al carbonio da cui € stato estraitoalmente I'idrogeno.

Questo prodotto (LOOe-) € altamente reattivo e pigbzzare e formare un

lipoperossido ciclico, da substrati quali Il'acidoraehidonico ed

eicosapentaenoico. Il prodotto ciclico cosi ottenpud successivamente
frammentarsi e dar luogo a catene alifatiche, cwte due gruppi

carbonilici, formando composti come la malondiatigei (MDA), una

dialdeide altamente reattiva, e il 4-idrossinonerfeiNE).



0, OOH
(N B
O p—
QOOH
0" H

acidi nucleici formando legami covalenti stabilipa basi di Schiff, che
inducono alterazioni strutturali di tali molecol®logiche. | legami crociati
proteina—MDA—fosfolipide, proteina—MDA—proteina asfolipide—-MDA~-
fosfolipide causano infatti diminuzione del graddilerta e della possibilita
di movimento delle molecole stesse, con perditfuitlita della membrana
come effetto ultimo.

Una volta terminato tutto I'ossigeno a disposizianguando intervengono
sostanze antiossidanti che possono donare un atimdrogeno o un
elettrone, ha luogo la fase derminazione dove i radicali formatisi

reagiscono per dare prodotti finali non radicahaittivi.
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ANTIOSSIDANTI

Gli antiossidanti sono composti in grado di pro&ggsostanze chimiche e
materiale biologico dai danni provocati dall’osaidene indotta da radicali. Il
complesso sistema antiossidante che I'organismonanma sviluppato per
proteggere le cellule dalle specie reattive detigsno coinvolge componenti
endogeni ed esogeni che funzionano sinergicameate nputralizzare i
radicali liberi. Tra i componenti endogeni possiamzudere alcuni enzimi in

grado di catalizzare reazioni di inattivazione atlicali liberi, alcune proteine

in grado di chelare ioni essenziali per la reazidnessidazione (Fzée Cu+),
mentre tra gli esogeni possiamo includere gli astolanti assunti con la dieta
quali l'acido ascorbico, la vitamina E, i carotetipii polifenoli e altri
composti a basso peso molecolare.

Gli antiossidanti possono essere classificati mzione del loro meccanismo
d’azione. Essi infatti possono bloccare la fasaidiazione, inibendo enzimi
pro-ossidanti che producono radicali o chelando dometalli di transizione
che catalizzano la formazione di radicali, oppupesono agire nella fase di
propagazione della reazione a catena neutralizzaratbcali che si formano
in questo stadio.

Gli antiossidanti che prevengono la formazione @elicali, e che quindi
riducono i danni in modo indiretto, vengono classifi comeantiossidanti
preventivimentre quelli che agiscono direttamente caecevengedi radicali
nella fase di propagazione vengono invece classiftomechain-breakinge
sono caratterizzati dalla capacita di trasferireatomo di H o un singolo
elettrone. Alcuni antiossidanti sono inoltre indwadi aumentare i livelli delle
difese antiossidanti endogene in vivo aumentander psempio, la
trascrizione dei geni che codificano la produziaheenzimi antiossidanti
(come la SOD, la catalasi o la glutatione-perossjd@uesta classificazione
non e pero netta ed assoluta in quanto spessosdiveccanismi d’azione

possono coesistere in una singola molecola (Hon@ghang et al., 2006).
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Il sistema antiossidante che I'organismo umanowiappato e perfezionato
dalla possibilita che diversi composti antiossidanteragiscano fra loro
producendo un effetto sinergico. Ne € un esempgistema vitamina E /
vitamina C: l'acido ascorbico mostra infatti la eapga di rigenerare d-
tocoferolo dal suo radicale (tocoferile) potenzanccosi [Iattivita
antiossidante del tocoferolo (Ji Li Li, 1999).

La vitamina E é costituita da un complesso di tocoferoli e taeawli (a-, -,

y- e é-tocoferolo ea-, -, y- e é-tocotrienolo) aventi nella struttura il sistema
6-idrossicromano isoprenoide-sostituito (tocolip hatura la forma piu
abbondante e di maggiore attivita € chiamatacoferolo. Gli isomerp ,y e

6 hanno attivita ridotta e si distinguono per laipase e per il numero dei
metili sostituenti attaccati all'anello del cromano

La vitamina A € una vitamina liposolubile presente in naturdiirerse forme.
Con il termine di vitamina A vengono indicati siaretinolo che i suoi
analoghi, detti retinoidi, di cui se ne conoscofraeamo 1500 tipi diversi, tra
naturali e sintetici. Anche i carotenoidi posseggdattivita biologica della
vitamina A in quanto possono fungere da provitami{ge ne conoscono
almeno 600 tipi diversi di cui solo il 10% possiadiea simile attivita). Gli
alimenti di origine animale contengono soprattutétinolo e suoi esteri
(retinolo palmitato), mentre nei vegetali si trowasoprattutto carotenoidi.
Essa gioca un ruolo cruciale sulla riproduzion¢ sgiema immunitario e sul
processo di differenziazione cellulare (Olson, 13émhoff, 1994; Basu and
Dickerson, 1996; Napoli, 1999). La vitamina C, slvtubile, & particolarmente
efficace nei confronti del radicale superossidorosdilico e l'ossigeno
singoletto (Padayatty et al., 2003). Cambiamentllane&oncentrazione
plasmatica di tali componenti sono quindi utilizza¢r la valutazione dello
status antiossidantedi un organismo; per la valutazione globale della
componentgro-ossidantedello stress ossidativo, invece, il d-ROMs test € |

test usato per la quantificazione degli idropedissmetaboliti reattivi
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dellossigeno Reactive Oxygen MetaboliteROMs) prodotti nelle cellule
dall’attacco ossidativo dei ROS. | biomarcatorgfrentemente utilizzati per la
valutazione della perossidazione lipidica sono Eomdialdeide (MDA) e i
TBARS. L'MDA €& un sottoprodotto altamente tossigenerato dalla
perossidazione lipidica e la sua tossicita e dowalle@rapida reazione con le
proteine ed il DNA (Slatteet al, 2000). La sua determinazione avviene
mediante reazione con acido tiobarbiturico, seguita da lettura
spettrofotometrica(Esterbauer and Zollner, 198% i risultati sono cosi
espressi in “Sostanze reagenti con l'acido tiotanmco” (" TBA reacting
substancéey (TBARS). Molte sostanze presenti in natura negetali hanno la
capacita di neutralizzare l'azione dei radicali efib Alcune di esse
interrompono le reazioni a catena che portano falfenazione di ulteriori
radicali, impedendo cosi la propagazione del dareilulare; altre svolgono
una funzione discavengerdei radicali liberi, ossidandosi a loro volta e
richiedendo di essere rigenerate per riacquistarnerb funzione (Halliwell,
1997; Nijveldt et al, 2001). Flavonoidi, proantocianidine, flavonoli e
catechine contenuti in estratti di alcune piantatteristiche delleMauritius
hanno mostrato avere effetti modulatori sulle @éidel promotore di diversi
enzimi antiossidanti in cellule dei tubuli renalisgimmia COS7 (Toyokuret
al., 2003). Ben nota e l'azione protettiva delle Breace contro il danno
ossidativo, disordini cronici, quali il cancro, ratdile cardiovascolari e diabete
(Anna Podsedek, 2007). Alcuni Autori (Manfrediniadt, 2003), valutando la
capacita antiossidante in fotochemiluminescenzgrddotti derivanti dal
frutto Baobab Adansonia digitata hanno rilevato elevate proprieta
antiossidanti in particolare nella polpa e nellerdi Salvatori e coll. (1995)
hanno valutato in agnelli in allattamento, di ratleade France, l'effetto di
DL-a-tocoferil acetato somministrato a diverse dosi\parnntramuscolare sia
sui lipidi sierici che sulla lipoperossidazione moigre, evidenziando nei

campioni di muscolo dei soggetti trattati una digativa riduzione dei
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processi di lipoperossidazione. L'impiego dellaamiina E nell’alimentazione
degli animali € stato studiato soprattutto nella&cs suina in relazione
all'effetto inibitore sulla lipoperossidazione desuto muscolare (Morrisey et
al., 1994) e all’azione sul quadro lipidico sieri¢gGhung et al., 1992).
Pastorelli et al. (1995), in uno studio su suirsg#i alimentati con mangime
contenente dosi diverse di vitamina E, hanno diratstcome I'impiego della
vitamina E, a livelli piu elevati, € in grado diigtiorare sensibilmente la
stabilita ossidativa della carne e ridurre le perdéssudative concorrendo
pertanto alla cosiddetta “health image”. Diversenthe, realizzate su animali
da laboratorio, hanno dimostrato che numerosi cathpeaturali (come
polifenoli, carotenoidi, antocianidine, vitamina @gcc.) posseggono una
considerevole ed interessante attivita antiossed@fatiyar, 2002; Riondel et
al., 2002) e sono in grado di integrare le difestooasidanti endogene che, in
particolari periodi di stress dell’organismo, passaidursi, come ad esempio
al parto, allo svezzamento, negli sforzi intengrelungati nel tempo, con la
presenza di inquinamento ambientale ecc. Il peraelgperiparto e una delle
fasi piu delicate e critiche della carriera dei mamti da latte; infatti, durante
il passaggio dalla fase di fine gravidanza a qu#liaizio lattazione, 'animale
€ soggetto a repentine e intense variazioni dglildrio metabolico ed
endocrino e dello stato immunitario oltre che d&éndizioni ambientali e
alimentari (Reynolds et al.,, 2003). Nei piccoli fnanti, generalmente, i
disordini di origine metabolica aumentano con liawmarsi del parto a causa
di un incremento della richiesta di nutrienti datpalel feto non supportata da
una assunzione di sostanza secca adeguata. lldpedel periparto e
estremamente critico perché l'animale e particotart®a suscettibile alle
patologie (Goff, 2003; Savoini et al., 2003) a @dei radicali cambiamenti
fisiologici e degli stress metabolici (Grummer, 399Goff et al., 1997;
Drackley, 1999) che accompagnano tale periodo.rldutori (Bernabucci et

al., 2005) hanno evidenziato che, nelle bovineatia | il periodo del periparto
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(in particolare il postparto) € caratterizzato daaudiminuzione degli
antiossidanti endogeni a causa, probabilmentecatebiamenti metabolici ed
endocrini a livello fetale e della ghiandola mamimainfatti, in bovine da
latte, e stato rilevato, durante il periodo di si@ione, una variazione dei
markersdello stressossidativo quali la glutatione perossidasi, iltgtione, la
superossidismutasi e la ceruloplasmina (Stefanah,e2005). Tra le possibili
azioni per migliorare lo stato di benessere degimali, nella fase critica del
periparto, migliorandone al contempo la capacitdpttiva e riproduttiva, Si
annovera la somministrazione di sostanze attiveistdma immunitario.

Tra le numerose sostanze fitoderivate che hannoosirato proprieta
antiossidanti, si annovera il verbascoside, urigespanoide glucoside (PPG)
presente in molte piante medicinali e chiamatseudo—ginsengdalle
popolazioni della Cina Nordorientale. Studi in @itranno dimostrato che tale
molecola svolge un’azione anti-infiammatoria (Ddepa Handa, 2000),
antitumorale (Kunvariet al, 1999) ed un’attivita antiossidante (Daels-
Rakotoarisoret al, 2000) attraverso un effetswavengesulle specie reattive
dellossigeno (ROS) (Wangt al., 1996; Gaoet al, 1999). In molti studi,
inoltre, e stato dimostrato I'attivita antiossidamtel verbascoside su sistemi
cellulari e su vari organi ed apparati del’'orgamsumano (Liet al, 1999;
Chen et al, 2002). La sua proprieta antiossidante € staidepziata
ricorrendo al dosaggio su plasma della perossidazipidica e della fluidita
della membrana degli eritrociti, in conigli sottgticad immobilizzazione (Liu
et al., 2003). Corino e Coll. (2007) hanno rilevato un Imigamento delle
performancegli crescita e una maggiore stabilita ossidativauini trattati
con due diversi dosaggi di verbascoside ricavat®yanga vulgaris

La maggior parte degli studi sugli effetti di made nutraceutiche sono
riferite alluomo o ad un modello di animale monsgeo, mentre molto
limitate sono le esperienze sui ruminanti, nei gaatiegradazione microbica

a livello ruminale potrebbe determinare una sostdmzmodifica delle
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proprieta antiossidanti; resta comundali@otevole interesse valutare I'effetto
dellaggiunta e dell’azione di antiossidanti, qualeverbascoside, sulle
performances produttive, su alcuni parametri ematimarkers dello status
ossidativo, specie in fasi particolarmente delicgteale quella del periparto,
in cui l'organismo subisce depauperamento di alcumportanti fattori

nutrizionali necessari per il mantenimento dei raiwsistemi di difesa con

conseguente stato di depressione immunitaria.
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Per una descrizione piu esaustiva dell’ estrattgetsde preso in

considerazione e di seguito riportato la schedia delecie botanica utilizzata.

Syringavulgaris

RegnoPlantag(Piante)

Sottoregnofracheobionta(Piante vascolari)

Superdivisioné&permatophyta(Piante con semi)

DivisioneMagnoliophyta(Piante con fiori)

ClasseiMlagnoliopsida(Dicotiledoni)

Sottoclasséisteridae

OrdineScrophulariales

FamigliaQleaceae
GenereSyringa L. (lilac)
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HABITAT : Il genere Syringa comprende specie provenientiutahlia, Iran,
Cina, Europa e Himalayad & ormai diffusa e spontaneamente naturalizzata
nel bacino del Mediterraneth.suo nome scientifico e di origine greca: syrinx

(tubo, da cui siringa).
USI ANTICHI

Utilizzata soprattutto a scopi decorativi, la proftissima Syringa Vulgaris,
meglio conosciuta come Lilla', & stata ampiamesaiin passato anche a
scopo curativo. Il decotto della corteccia veniwgizzato come febbrifugo,
dall'infuso delle foglie venivano attribuite progta’ decongestionanti per il
fegato e la digestione. Con i fiori si preparav@anafumi e si ricavava anche
I'olio da massaggio (attraverso la macerazione)paerbattere reumatismi e
dolori. Oggi come tonico del cuore e della circaae si trovano in
commercio i gemmoderivati (Syringa vulgaris maaegticerico). Era antica
credenza che le fate amassero stare tra i fiokl@', e che piantato in un
luogo lo purificasse dal male, inoltre i fiori fds potevano servire ad
allontanare gli spiriti da luoghi infestati. L'oliera impiegato nei rituali di

equilibrio mentale, per i poteri psichici e la gigazione.
PROPRIETA’ TERAPEUTICHE:

Syringa vulgaris gemmémacerato glicerinato)

In questa pianta riscontriamo un‘azione spasmali@icvasodilatatoria sulle
arterie soprattutto coronariche dove aumenta famione e migliora il
trofismo e il rendimento miocardico. Viene utilizzger I'angina pectoris e la

coronarosclerosi.

PREPARAZIONE FARMACEUTICA: Verbacht® estratto ricco in PPG
Composizioneestratto secco delle foglie di S. vulgaris e oddtstrine (1:1)

Aspetto polvere fine di colore marrone
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Metodica di estrazionesonicazione in etanolo 60%, essiccazione deléést

per spray-drying con aggiunta di maltodestrine

Solubilita in acqua Elevata (5g/l)

Polifenoli totali: 15,3 %

Analisi quantitativa9.67 % di verbascoside e 3.04 % di isoverbascoside
(12,71% PPG totali)

RICERCA N°1

“L’'impiego del verbascoside sullo stato ossidativplasmatico e su alcuni
parametri ematici e produttivi in pecore di razza Lacaune”

OBIETTIVO DELLA RICERCA

La presente ricerca ha avuto come obiettivo lataalane dell’effetto della

somministrazione del verbascoside, nella pecoréaittia, durante il periodo

del periparto, sullo stato ossidativo plasmaticu @lcuni parametri ematici e

produttivi in pecore Lacaune.

MATERIALI E METODI

La prova, della durata di 60 giorni, e stata cotadsti 40 pecore, pluripare, di
razza Lacaune, al 5° mese di gestazione, da 2@igiama del parto fino a
40 giorni dopo. Gli animali sono stati suddivisi 2ngruppi, di 20 soggetti
ciascuno, omogenei, per peso vivo (62,70£2,72)demerdi parto (4+1d) ed
alloggiati in 4 box, in numero di 10 per ciascuncessi, delle dimensioni di
12 m2, di cui un gruppo € stato utilizzato come tamlo, mentre l'altro
gruppo, sperimentale, era costituito da soggette dmnno ricevuto
individualmente, mescolato al mangime, un’integmtalimentare allo 0,5%
di principio attivo a base di verbascoside. La dake verbascoside
somministrata quotidianamente e individualment@atastabilita nella misura

di 0,49 mg di principio attivo/kg p.Y’ adottando come peso vivo di
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riferimento quello rilevato in 3 diversi momenti lide prova (a 20d ante
partum, 0d e 20d post partum). Al fine di agevoléassunzione da parte
dellanimale della dose quotidiana di verbascoside stata pesata
quotidianamente per ogni soggetto una quantit®digldi mangime sfarinato
nel quale veniva mescolato lintegratore alimentargpoi somministrato
individualmente, assicurandosi che venisse dawmsdi essi completamente
consumato.

Tutti i soggetti hanno ricevuto, sulla base dellgenze fisiologiche e
produttive, una razione alimentare composta da mangconcentrato,
pellettato di produzione commerciale, nella misdir@00 g/d (comprensivo
dei 100g di mangime sfarinato utilizzato per faare la somministrazione del
verbascoside) e fieno di prato polifita, sommirgirad libitum dall’inizio
della prova (20d ante partum) fino al momento d&t@ In seguito, subito
dopo il parto e fino al termine della prova (40d)razione e stata modificata
aumentando il mangime concentrato da 400 g/d a ¢7@0 mentre si €
continuato a somministrare il fieraa libitum

Le pecore sono state sottoposte ai seguenti cbrsperimentali, ad intervalli
di 20 giorni,

durante l'intero periodo di prova:

Ante partum: (a 20d dalla data prevista del parto):

- Rilievo dei pesi vivi

- Prelievi ematici

Post partum: (a 0d, 20d e 40d):

- Rilievi dei pesi vivi e BCS

- Rilievi della produzione individuale di lafteon il metodo della doppia
pesata degli agnelli

- Rilievi delle caratteristiche chimico-bromatologetdel latte mediante |l
prelievo di un campione di 100 cc di latte, in com¢tanza della pesata degli

agnelli; su ciascun campione di latte é stato imatathente determinato, in
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laboratorio, il contenuto in grasso, proteine ifogalattosio utilizzando uno
spettrofotometro IR (Milko Scan 133B, Foss Electiak-3400 Hillerod,
Denmark), le cellule somatiche utilizzando lo stemto Foss Electric
Fossomatic 90 Cell Counter (IDF, 1995), il contendt urea con I'impiego
dellEurochem CL-10 che utilizza la pHmetria di#eriale; I'attitudine alla
coagulazione del latte tramite il Formagraph (Hékestric) con il metodo di
Zannoni e Annibaldi (1981)

- Prelievi ematici

Il sangue, prelevato dalla vena giugulare esteorarnetodovacutainer
stato centrifugato per 15 minuti a 3000 rpm e grossono stati determinati,
immediatamente, i seguenti parametri: glucosigliteridi, colesterolo totale,
colesterolo HDL e colesterolo LDL, proteine totaljobumina, urea e
creatinina, bilirubina, CK, ALT, AST, Ca, P, Cl egMnediante I'impiego di
un analizzatore automatico di chimica clinica m@m&\RCO”, mentre sodio
e potassio tramite lettura con fotometro a fiamnw@lio FP 20 SEAC. La
determinazione dei TBARS e stata effettuata tramiéttura allo
spettrofotometro e, a tale scopo, e stata costunt curva standard con
I'1,1,3,3-tetramethoxypropane (Sigma Aldrich, Souls). Ai campioni di
plasma e stato aggiunto acido tricloroacetico abol@er favorire la
precipitazione delle proteine e la miscela co®raita € stata incubata per 15
minuti in ghiaccio. Dopo centrifugazione a 2200 gir 15 minuti a 4° C, al
surnatante e stato aggiunto acido tiobarbituric67% e incubato in
bagnomaria a 90° C per 10 minuti; 'assorbanzaatadetta a 532 nm allo
spettrofotometro. | risultati sono stati espressimol di acido tiobarbiturico
per litro di siero. | ROMs sono stati determindto aspettrofotometro con |l
metodo colorimetrico proposto dalla Diacron ad lwmghezza d’onda di 505
nm, utilizzando lo specifico kit commerciale (Cess et al, 1999) .
Vitamina A ed E sono state estratte dai campiorplasma con cloroformio

(Zhao et al, 2004) e la separazione € stata eseguita con {Hfontron
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Instruments - Italia costituito da un autocampionatore (HPLC Autosi@mp
360) con unoop da 20ul, due pompe reciprocanti (HPLRump422), una
colonna C18, p,250 x 4,60 mm (Phenomenex, Torrance, Ca, USA),
utilizzando una fase mobile al 75% di acetonitel25% di metanolo (flusso
1,0 ml/min.), un rilevatore fluorimetro (SFM) e womputer provvisto di
software. La concentrazione delle vitamine A edd$fada determinata in base
a quelle dello standard interno e ai tempi di étue degli standard puri. E’
stato altresi eseguito, su sangue intero, I'esamecemocitometrico con
conta dei globuli rossi, globuli bianchi, piastrine determinazione

dell’ematocrito mediante il conta-globuli automatSEAC.

ANALISI STATISTICA DEI DATI

Previa valutazione della normalita della distritmna di frequenza, tutte le
variabili sono state sottoposte ad analisi delldanaa adottando la procedura
GLM per misure ripetute del pacchetto statistic®SHKH2009). La variazione,
nel tempo, dei parametri considerati € stata vidutmn 'ANOVA e le
differenze fra le medie mediante il test detli student per le pecore e

mediante il test di Scheffe per gli agnelli

RISULTATI E DISCUSSIONE

1. Performance produttive

| valori dei pesi vivie delbody condition scoréBCS) rilevati durante la
sperimentazione nei due gruppi allo studio sonortati in tabella 1. Per i due
parametri allo studio non sono state osservateerdifize statisticamente
significative tra il gruppo T di controllo e quekperimentale, in accordo con
guanto riscontrato da Hatfield et al.(2002), chenfmavalutato I'effetto della
somministrazione di zinco e vitamina E in pecoreatirg Targhee in
asciutta e non gravide. Le pecore del gruppo ditrobo hanno fatto
registrare, nel periodo post partum (0d-40d), usopavo medio e un BCS,
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rispettivamente, di 54,08 Kg e 2,44, mentre le pedel gruppo sperimentale
hanno evidenziato valori medi di 54,82 Kg e 2,%0particolare, i valori del
peso vivo, nel corso della prova, sono aumentgtiistativamente (P<0,05)
solo nel gruppo sperimentale dal momento del péfiy 53,62) sino al
termine della prova (Kg 56,10); i valori del BC®ns aumentati anch’essi
significativamente (P<0,01) solo nel gruppo spentake passando da valori
iniziali di 2,33 (0d) a valori di fine prova di 2){40d). Per quanto riguarda il
BCS, nel confronto tra i gruppi, sono state evidkez nel corso della prova,
differenze significative (P<0,05) tra il gruppodantrollo (2,59) ed il gruppo
sperimentale (2,70), solo al termine della ste46d)(evidenziando un’effetto
positivo dell'impiego del verbascoside nel gruppersmentale.

In tabella 1 e 2 sono riportate caratteristiche quanti-qualitativdel latte
prodotto dai due gruppi allo studio i cui valoemtrano pienamente nei range
produttivi della razza (Oravcova et al., 2007)trdittamento sperimentale ha
influenzato significativamente (P<0,01) la prodmadadi latte che e risultata
maggiore nel gruppo sperimentale (36,54 Kg) rigpattigruppo T di controllo
(33,43 KQ).

In particolare, le differenze statistiche (P<0,8&ho state registrate a 0-20d
(18,00 vs 15,83 Kg) con produzioni di latte maggial gruppo sperimentale
rispetto a quello di controllo.

Relativamente alle caratteristiche qualitative datte, non sono state
osservate differenze significative nel confroma it gruppi e all'interno di
ciascuno di essi nel corso della prova; i param@esi in considerazione,
infatti, sono rimasti stabili durante I'intero pedo di prova. Va evidenziato,
comunque, per entrambi i gruppi, il basso conteimmutellule somatiche con
conseguente produzione di latte di buona qualith l@ssenza di stati
inflammatori a carico della mammella e, nel comgpdesdi buone condizioni

igienico-sanitarie dell’allevamento.
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2. Parametri ematici

Nelle tabelle 3a e 3b sono riportati i valori diwati parametri ematici relativi
all'intero periodo di prova.

Il trattamento sperimentale con verbascoside,in&dfa prova, ha influenzato
significativamente, tra gli analiti allo studio,lsa trigliceridi, il colesterolo
totale, il colesterolo HDL|I colesterolo LDL e AST(P<0,01) e labilirubina
(P<0,05).

Per quanto riguardatrigliceridi si € osservato, nell'intero periodo di prova,
una diminuzione significativa dei valori del 12,5%I| gruppo sperimentale
rispetto al gruppo di controllo; la differenza s&ata, tra i gruppi a confronto,
e stata evidenziata a 20 e 40d. All'interno di cie® di essi, i valori sono
rimasti sostanzialmente stabili nel gruppo di colidt mentre sono diminuiti
statisticamente (P<0,05) e in maniera progresswval'avanzare della prova
nel gruppo sperimentale trattato con verbascoside.

Ancheil colesterolo totaldha evidenziato, nell'intera prova, una diminuzione
statisticamente significativa dei valori del 3,1%l rgruppo sperimentale
rispetto a quello di controllo; le differenze stdtthe (P<0,01), tra i gruppi a
confronto, si sono evidenziate, nel corso dellavaraa 0d, a 20d e 40d.
Nell'ambito di ciascun gruppo, e stata osservataterapo, solo nel gruppo
sperimentale, una progressiva diminuzione dei valwe si sono differenziati
statisticamente a 20 (- 5,2%) e 40 giorni (-5,7%petto ai valori iniziali
rilevati al | prelievo (20d ante partum).

Il colesterolo HDI. invece, ha evidenziato, nell’intera prova, un eato
statisticamente significativo (P<0,01) dei valordell’ 8,4% nel gruppo
sperimentale rispetto al gruppo di controllo; inrtigalare le differenze
statistiche (P<0,01), tra i gruppi a confrontos@no evidenziate a 20 (11,4%)
e 40d (18,6%) con valori piu elevati nel grupporspentale rispetto a quello

di controllo. Nell’ambito di ciascun gruppo, € stavidenziato nel tempo, nel
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gruppo sperimentale, con il proseguire della pravajncremento dei valori
del colesterolo HDLche si sono differenziati statisticamente (P<08%)0
(11,4%) e a 40d (18,6%) rispetto ai valori inizialevati al primo prelievo
(20d ante partum).

Il colesterolo LDL ha evidenziato, nell'intera prova, una diminuzione
statisticamente significativa (P<0,01) dei valorel d10% nel gruppo
sperimentale rispetto a quello di controllo; in tgalare le differenze
statistiche, tra i gruppi a confronto, si evidennasubito dopo il parto e
proseguono per l'intero periodo di prova con valpitii bassi nel gruppo
sperimentale rispetto a quello di controllo (-13,20d; -14,4% a 20d; -
17,4% a 40d). Nelllambito di ciascun gruppo, es®tidenziato nel tempo,
nel gruppo sperimentale, un decremento dei vakdrcalesterolo LDLche si
sono differenziati statisticamente (P<0,05) a @i 2 40d rispetto ai valori
iniziali rilevati al primo prelievo (20d ante pamt), mentre, nel gruppo T di
controllo i valori non hanno presentato alcunaaaane.

La diminuzione dei trigliceridi, colesterolo totadedell'LDL e 'aumento del
colesterolo HDL pu0 essere dovuta all’effetto delifpnoli presenti nel
verbascoside che hanno agito sul metabolismo ¢ipidn modo simile alle
statine  (simvastatina e pravastatina), utilizzatiel n trattamento
dell'ipercolesterolemia, che riducono la sintesicdlesterolo e inducono un
incremento dell’espressione del recettore per leL,LBgendo a livello
del’lHMG-CoA, enzima coinvolto nella sintesi del lesterolo a livello
epatico. L'inibizione della sintesi del colestera@ldivello del fegato ha come
conseguenza una up-regolation dell’espressioneedettori delle LDL che
vengono cosi richiamate dal circolo perifericoegjdto con diminuzione della
loro concentrazione plasmatica.

Choi e Hwang (2005), sperimentando su ratti a cane stati somministrati i
fiori e/o i frutti di alcune piante medicinalP{per cubeba, Physalis angolata e

Rosa Hybrida)hanno evidenziato un aumento del colesterolo HDuna
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diminuzione del colesterolo totale, del’'LDL e degliceridi anche se i valori
non hanno raggiunto la significanza statisticayutim, probabilmente,
secondo gli Autori, al breve periodo di trattame(8csettimane). Radwaet
al. (2008), in galline ovaiole, la cui dieta era stsigplementata con vit. E,
olio di timo, origano, rosmarino e curcuma, hanaa@nziato nei gruppi che
ricevevano olio di timo e di rosmarino una dimirare significativa dei lipidi
totali, rispetto al gruppo di controllo, del 17,&%5lel 27,15%, rispettivamente,
mentre il colesterolo totale e il colesterolo LDla ffatto riscontrare una
tendenza alla diminuzione senza raggiungere lafgigtivita statistica.

Le AST hanno presentato, nell'intera prova, una diminogisignificativa
(P<0,01) dei valori del 4,0% nel gruppo sperimentaspetto al gruppo di
controllo; in particolare, tali differenze sono déribuire ad una marcata
(P<0,01) diminuzione dei valori dellaST nel gruppo sperimentalea 40
giorni di prova, nella misura dell’11,1%. Nell'anidi ciascun gruppo, nel
tempo, si & osservata una diminuzione significatiR<0,05) dei valori delle
AST solo nel gruppo sperimentale, al Il (5,6%) e pvelievo (13,8%)
rispetto ai valori rilevati a 20d ante partum.

Tale diminuzione e da attribuire molto probabilneerdlla capacita dei
polifenoli, presenti nel verbascoside, di conteneventuali danni a livello
delle cellule epatiche, in seguito a cambiameniiadeermeabilita cellulare
dovuti all’'attacco dei ROS, in accordo con quamscantrato da Wang et al.
(1996) che, in ratti con epatopatia da alcool, bamievato una riduzione dei
livelli serici delle transaminasi ALT e AST in setp alla somministrazione
di Cardo marianoSylibum marianum In uno studio condotto da Botsoglou
et al. (2009), su ratti sottoposti a stress ossigatdotto dal trattamento con
tetracloruro di carbonio e, alla cui dieta venivaaggiunti origano e
rosmarino, non é stato evidenziato alcun effettyastivita dei markers
enzimatici epatici (AST, ALT e ALP).

26



La concentrazione dellalirubina e stata influenzata statisticamente (P<0,05)
dal trattamento sperimentale, evidenziando, né&dfem prova, una
diminuzione dei valori medi nel gruppo sperimen{@&0 umol/l) rispetto al
gruppo di controllo (8,22 pmol/l). Tra i gruppi @andronto le differenze
statistiche sono state evidenziate al Ill e IV igr& con valori inferiori nel
gruppo sperimentale dell’ 8,4% e del 12,5 % tispeEmente.

La durata della sperimentazione ha influenzatoifsogtivamente (P<0,05) il
parametro delldilirubina cheha subito nel tempo, nel gruppo sperimentale,
un decremento della concentrazione plasmatica a(2®2 umol/l) e 40d
(7,18 pmol/l) rispetto ai valori iniziali rilevaél primo prelievo (8,23 pmol/l).
La diminuzione di tale parametro potrebbe essexweitdoall’effetto positivo
del verbasco side che, riducendo la concentrazibrilirubina, un potente
antiossidante a basse concentrazioni (<70 nmadi) tempo stesso sostanza
tossica a concentrazioni piu altasulta utile nella definizione precoce di
danno ossidativo e quindi nella sua prevenzione.

Infatti, Yousef et al. (2003) hanno evidenziato ud@ninuzione della
bilirubina, in conigli alimentati con micotossingrazie all’effetto lenitivo
dell'acido ascorbico.

Gli altri parametri ematici, da noi consideratilagiresente ricercagl{icosio,
proteine totali, aloumina, urea, creatinina, magiee<loro, calcio, fosforo,
ALT, CK, sodio, potassi@on sono stati influenzati dalla somministrazione d
verbascoside e rientrano pienamente nei range i tigiella specie
(Casamassimet al.,1997).

Nella tabella 4 sono riportati i valori della cont@zione di alcuni parametri
dellesame emocromocitometricd]RBC, WBC, HGB, HCT, MCV, MCH,
MCHC, PLT) che non hanno fatto registrare, anch’essi, diffee

significative tra i gruppi a confronto.
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3. ROMs , TBARS, VITAMINA A, VITAMINA E

La somministrazione di verbascoside ha influenaajaificativamente tutti i
markers dello status ossidativo da noi considé@attiella 5).

| valori medi deiROMs, nell'intera prova, sono risultati statisticamenta p
bassi (P<0,01) nel gruppo sperimentale rispetjaadlo di controllo (146,56
vs 253,48 U/Carr, rispettivamente). In particolEaliminuzione dei valori,
osservata nel gruppo sperimentale, € stata evatangia al secondo prelievo
(0d) nella misura del 23,4% ed e proseguita, neligy successivi, sino al
termine della sperimentazione (40d), facendo registuna riduzione del
67,1% rispetto al gruppo di controllo.

Nelllambito di ciascun gruppo e nel corso dellavaoi ROMs hanno
presentato, nel gruppo di controllo, un’innalzamenstatisticamente
significativo (P<0,01) dei valori, passando da @miazioni iniziali di 158,7
U/Carr (20d ante partum) a valori di fine sperinaemine di 335,0 U/Carr
(40d) con un sensibile incremento degli stessi8@3,in corrispondenza del
secondo prelievo effettuato subito dopo il partd) (0l gruppo sperimentale,
invece, ha presentato, nel corso della prova, unandzione dei valori
(P<0,01) passando da concentrazioni iniziali di ,956/Carr (20d ante
partum) a valori di fine sperimentazione di 110/Céalr (40d); va comunque
rilevato un incremento significativo dei valori ded,2%, subito dopo il parto,
solo in corrispondenza del Il prelievo, per poi urgl in seguito
progressivamente fino al termine della prova dell%® rispetto ai valori
rilevati dopo il parto.

Anche iTBARs hanno mostrato, nell’intera prova, differenzeistahe tra il
gruppo di controllo e quello sperimentale con wJalstatisticamente
significativi (P<0,05) ed inferiori in quest’ultimgruppo (0,307 vs 0,276

umol/l). Per tale parametro le variazioni statistqi<0,05), tra i gruppi a
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confronto, sono state osservate solo al termin&a gebva (40d) con una
diminuzione percentuale dei valori, osservata mapgo sperimentale, del
46,9%.

Nel corso della prova, in entrambi i gruppi, si gservato un aumento
significativo (P<0,01) dei valori in corrisponderda Il prelievo, subito dopo
il parto, del 62,1% nel gruppo di controllo e d&,1% nel gruppo
sperimentale; successivamente essi sono dimimuigntrambi i gruppi, per
raggiungere al termine della prova (40d) valoritaraente inferiori nel
gruppo sperimentale del 72,1% e nel gruppo di cdotdel 42,5%.

La riduzione dei ROMs e della perossidazione lfad{TBARS) pud essere
attribuita sia ad una azione diretta di catturardeicali liberi, operata dal
verbascoside per la sua attivita antiossidantéa feete di propagazione della
reazione a catena sia ad un blocco della faseizinaone del processo
ossidativo, attraverso [l'inibizione degli enzimi opossidanti che
produrrebbero radicali liberi.

Tali risultati sono in accordo con quanto riscotada Corincet al. (2007) in
una precedente esperienza su suinetti svezzalineehdati con un’integratore
a base di verbascoside e da Suwetcal (2005) in bovini di razza Charolaise,
sottoposti a stress da trasporto, che hanno evatenzna diminuzione della
concentrazione di Malonaldehyde (MDA) nel gruppsaljgetti che avevano
usufruito di una razione alimentare integrata ¢todérivati ad elevato potere
antiossidante. La somministrazione, per via pareldge di B-carotene, nel
periodo del periparto, in pecore di razza Tuj, Beedninato, secondo quanto
riportato da Kamiloglet al. (2006), una minore concentrazione plasmatica di
TBARS rispetto al gruppo di controllo.

Il trattamento con verbascoside, nell'intera prola prodotto, nel gruppo
sperimentale, un’incremento significativo (P<0,0#2) valori dellavitamina E
rispetto al gruppo di controllo che ha fatto regist valori piu bassi (0,186 vs

0,140 pg/ml). In particolare, tra i due gruppi aaftonto, I'aumento della
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concentrazione diitamina Eé stato evidenziato, nel gruppo sperimentale, gia
al secondo prelievo (0d) nella misura del 16,6% gutoseguito, nei prelievi
successivi, sino al termine della sperimentaziotiad), facendo registrare
un’incremento del 40,2% rispetto al gruppo di colhx

Nelllambito di ciascun gruppo, laitamina E ha presentato, nel gruppo
sperimentale, un’incremento significativo dei val{#<0,05) passando, nel
corso della prova, da concentrazioni iniziali di3h pg/ml (20d ante partum)
a valori di fine sperimentazione (40d) di 0,234 mlgton un incremento
significativo degli stessi del 42,3%, mentre neuppo di controllo le
concentrazioni sono rimaste sostanzialmente intearia

Dall’esame dei dati riportati in tabella 5, &€ pbdsirilevare, nell’intera prova,
una maggior concentrazione (P<0,01)ydiamina Anel gruppo sperimentale
rispetto a quello di controllo (0,189 vs 0,142mbkispettivamente).

In particolare, nel confronto tra i due gruppi, dfferenze statistiche
(P<0,01), a favore del gruppo sperimentale, si smservate a 20 (39,0%) e a
40d (86,0%).

Nel corso della prova e all'interno di ciascun grapsi osserva un aumento
significativo della concentrazione dritamina A (P<0,05), nel gruppo
sperimentale, a partire da valori iniziali di 0,14&/ml (20dante partur sino

a valori finali di 0,253 pg/ml (40d) con un’incrente percentuale della
concentrazione del 43,5%; mentre nel gruppo dirotiati valori di vitamina
rimangono sostanzialmente invariati dall’inizicdedmine della prova .
L'aumento della vitamina A ed E a livello sericotigbbe essere attribuito,
probabilmente, alla capacita del verbascoside thrare e risparmiare |l
sistema antiossidante endogeno, controllando ilabwmdtsmo ossidativo
attraverso la riduzione della produzione di speeigttive e l'induzione di

enzimi ad attivita antiossidante.
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CONCLUSIONI

Il trattamento sperimentale, a base di verbascpside migliorato la
produzione di latte nelle pecore Lacaune, mentrgukdita del latte, il peso
vivo e il BCS non hanno subito alcuna influenza.

A livello ematico sono stati osservati degli effsignificativamente positivi
del trattamento con verbascoside sul contenutmlesterolo HDL che si e
incrementato dell'8,4% mentre sono diminuiti ighceridi del 12,5%, |l
colesterolo totale del 3,1%, il colesterolo LDL d€),0%, le AST del 4,0% e
la bilirubina del 6,3%. Su questi parametri notevohfluenza é stata
esercitata dalla durata di somministrazione delbasroside che ha
evidenziato un’effetto progressivamente cresceoid’'avanzare della prova.
L'integrazione alimentare con verbascoside ha gtodon miglioramento
della stabilitd omeostatica a livello plasmatican @nseguente decremento
della concentrazione dei ROMs e dei TBARs. Di paitire interesse sono
apparsi i risultati emersi dall'impiego di verbasicie che ha prodotto nel
gruppo sperimentale un aumento significativo detiencentrazioni di
vitamina E e di vitamina A. Tali risultati evideanio il ruolo positivo svolto
dallimpiego di nutraceutici sulla produzione dittae su alcuni parametri
ematici e, piu in generale, sullo stato di benesskalle pecore durante il

periodo del periparto.
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RICERCA N° 2

“L'impiego del verbascoside sullo stato ossidativplasmatico e su alcuni
parametri ematici e produttivi in agnelli allattati naturalmente”

MATERIALI E METODI

La prova, della durata di 40 giorni, e stata cotadsu 40 agnelli di razza
Lacaune, dell’eta di 2-3 giorni, suddivisi in 4 gpil di 10 soggetti ciascuno,
omogenei tra loro per sesso e peso vivo (5,34060KG) ed allattati
naturalmente sino al termine della sperimentazione.

| gruppi a confronto sono stati cosi caratterizzat

a) Gruppo T (controllo): pecore e agnelli non hanncevuto
integrazione di verbascoside per l'intero periopgersnentale

b) I gruppo: gli agnelli, durante [lallattamento, man ricevuto
un’integrazione alimentare a base di verbascosatla misura di 0,90
mg/kg p.v>"Jgiorno, mentre le madri non hanno ricevuto alcuna
integrazione

c) Il gruppo: gli agnelli, durante lallattamento, ndmanno ricevuto
I'integrazione alimentare a base di verbascosidentra le madri
hanno ricevuto tale integrazione nella misura d#90,mg/kg
p.v®™Igiorno, a partire da 20 giorni prima della datavista del parto
fino al termine della sperimentazione (40d)

d) Il gruppo: gli agnelli durante [lallattamento, han ricevuto
verbascoside nella misura di 0,90 mg/kg’plgiorno; le madri hanno
ricevuto anch’esse tale integrazione nella mispea9, di 0,49 mg/kg
p."*"giorno, a partire da 20 giorni prima della datavista del parto
fino al termine della sperimentazione (40d)

Gli agnelli hanno ricevuto peos alle ore 9.00 del mattino la dose del
verbascoside che é stata calcolata sulla baseedel\yivo di riferimento che,
per lintero periodo sperimentale, e stato assydd a 10 Kg e , nella
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fattispecie, a 5,62 Kg di peso metabolico; mengel@ pecore e stato assunto
come peso vivo di riferimento quello rilevato ire tmomenti diversi della
sperimentazione (a 20d ante partum, a 0d e 20d pestum). La
somministrazione di verbascoside e stata effettuatdividualmente e
quotidianamente, per gli agnelli utilizzando unainga provvista di un
apposito dosatore e per le pecore mescolando &amlogrammata in 100g di
mangime concentrato sfarinato.

Gli agnelli sono stati sottoposti, nel corso dgilava, ai seguenti controlli
sperimentali:

- rilievo del peso vivo e degli accrescimenti giderd ogni 20 giorni,
per un numero complessivo di 3 rilievi di peso v{@d, 20d e 40d)

- rilievo del consumo di latte e del relativo indideconversione con il
sistema della doppia pesata, ogni 20 giorni, dedlscita al termine della
prova (0d, 20d e 40d).

- prelievi ematici alla nascita e in seguito a 20tDd

Per quanto riguarda i parametri ematici, si e ptate alla determinazione
delle seguenti costanti ematichglucosio, trigliceridi, colesterolo totale,
colesterolo HDL, colesterolo LDL, proteine totalialoumina, urea,
creatinina, magnesio, cloro, calcio, fosforo, ASAL.T, CK, sodio, potassio;
come indicatori plasmatici dello stato ossidativane stati determinati:
ROMs. TBARs, Vitamina A eddén le modalita precedentemente utilizzate

nel protocollo sperimentale della ricerc&lN

RISULTATI E DISCUSSIONE

1. Performance produttive
| valori dei pesi vivi e degli incrementi giornaii€lIMG), rilevati durante la

sperimentazione nei quattro gruppi allo studioosoeportati in tabella 1.
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Il peso vivo e gli incrementi giornalieri sono stiafluenzati statisticamente
(P<0,05) dal trattamento sperimentale; le diffeeesano state evidenziate tra
il terzo gruppo e quello di controllo con valorspettivamente di 14,905 Kg
vs 13,780 Kg e 237,00 g/d vs 214,00 g/d.

In particolare, tra i gruppi a confronto, le difeze statistiche (P<0,05) per
gli accrescimenti giornalieri sono state evidereiael periodo 20-40d a
favore del gruppo Il nella misura del 11,68% rispa quello di controllo.
L’effetto positivo sulla crescita € stato da noiidenziato anche in una
precedente ricerca (Casamassima et al., 2009) swelliag allattati
naturalmente a cui era stato somministrato un'mitege a base di
verbascoside, e da Corino e Coll. (2007) in suinglimentati con un
mangime supplementato con lo stesso integratore.

Anche Radwan e Coll (2008, 2003), aggiungendo aigmae lo 0,5-1% di
foglie di timo, origano e rosmarino, hanno evidatzj in galline ovaiole, un
effetto positivo sulla produzione di uova, sul pessulla massa dell’uovo,
mentre nei pulcini, un aumento del peso vivo, 48M e un miglioramento
dellindice di conversione alimentare. L'effetto redico della
somministrazione di tali erbe potrebbe essere dowmain solo all’ attivita
antimicrobica e antifungina posseduta dai compdestiolici (Dorman e
Deans, 2000; Giannenas et al., 2003; Arcila-Lozral., 2004 e Bozin et al.,
2006) ma anche alla presenza, nel timo e nell’angdi oli essenziali quali il
timolo e carvacrolo (Basilico & Basilico, 1999).

Al contrario, Simitziset al. (2008), sperimentando su agnelloni dell'eta di
circa 7 mesi, alimentati con magime concentratac@rito con oli essenziali
di origano, non hanno riscontrato differenze swdopeivo e sul peso della
carcassa; anche Bampidis e Coll. (2005) in agrmtkzzati, di razza Chios,
alimentati con mangime arricchito da foglie di @@, non hanno
evidenziato effetti positivi sull’accrescimento]laicrescita muscolare e sulle

caratteristiche della carcassa.
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Dall'esame della tabella 2, che riporta i consumatte e I'lCA degli agnelli,
Si evince, per quanto riguarda i consumi di latima differenza
statisticamente significativa (P<0,05) nell’intgneva, dovuta ad un maggior
consumo di latte nei gruppi sperimentali I, Il £(829,83, 858,67 e 941,42,
rispettivamente) rispetto al gruppo T di contrdd3,67), mentre l'indice di
conversione, non e stato influenzato significatigate dal trattamento
sperimentale; esso si e attestato mediamenteyungpiga confronto, tra valori
di 3,60 e 4,00. L'aumento del consumo di latte, lineagnelli dei gruppi
sperimentali (I, Il e Ill), pud essere attribuitmolto probabilmente, ad un
effetto positivo del verbascoside sul benesserd dggelli in allattamento
attraverso un generale miglioramento dello statonumitario e quindi
sanitario degli animali.

2. Parametri ematici

Nelle tabelle 3a e 3b sono riportati i valori diwati parametri ematici relativi
all'intero periodo di prova.

Il trattamento sperimentale con verbascoside,in@dfa prova, ha influenzato
significativamente (P<0,05), tra gli analiti alldudio, i trigliceridi, il
colesterolo totalgeil colesterolo HDL.il colesterolo LDLe labilirubina.

Per i trigliceridi le differenze statistiche, tra i gruppi a confmnsi
evidenziano, nell’intera prova, con una diminuziignificativa dei valori
(P<0,05) nei 3 gruppi sperimentali che oscilla megknte tra il 10,5% e
I'11,7% rispetto al gruppo di controllo. In partiace le differenze statistiche,
tra i gruppi a confronto, si sono evidenziate a 2040d con concentrazioni
inferiori nei gruppi sperimentali I, Il, Il che hao oscillato tra il 14,0% e il
14,8% a 20d e il 16,6% e il 21% a 40d.

Nel corso della prova,trigliceridi hanno presentato, nel gruppo di controllo,
un’incremento significativo (P<0,05) dei valori Halzio al termine della

prova del 5%, mentre i gruppi sperimentali hannmenwziato, nello stesso
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periodo, una diminuzione statistica (P<0,05) deR%}, del 12,1% e del
17,3% , rispettivamente, nei gruppi |, 1l e Ill.

Il colesterolo totaleé diminuito significativamente (P<0,05), nell'inde
prova, del 4,18% nel gruppo sperimentale |, deD%zhel gruppo Il e del
5,22% nel gruppo Il rispetto al gruppo di contoollesso ha evidenziato,
inoltre, durante la prova, tra i gruppi a confrgntona diminuzione
significativa dei valori (P<0,05) a 40 giorni.

Nel corso della sperimentazione, nell'ambito discian gruppo, i valori di
colesterolo totalesono diminuiti significativamente (P<0,05), neiugpi
sperimentali |, Il e lll, a 40 giorni di prova petto ai valori iniziali (0d),
mentre nel gruppo di controllo essi non hanno sudlituna variazione.

Il colesterolo HDL ha presentato, nel confronto tra i gruppi, neina prova,
un’incremento significativo (P<0,05) dei valori del,8% nel gruppo
sperimentale | e del 5,7% nel gruppo lll rispettogq@ello di controllo;
quest'ultimo, invece, ha mostrato valori molto diral gruppo II. Nel corso
della prova e tra i gruppi a confronto, le diffezerstatistiche (P<0,05) si sono
osservate solo in corrispondenza del 40° giorrralva con valori piu elevati
nei gruppi | e Il rispetto a quello di controllcaégruppo Il dove questi ultimi
due gruppi hanno mostrato valori non dissimilil&eo.

| valori di colesterolo HDLsono cresciuti significativamente (P<0,05), anche
nel tempo, nei gruppi sperimentali | e Ill, evidemdo dall’'inizio al termine
della prova (40d), un incremento percentuale deB%4e del 13,5%,
rispettivamente.

| valori del colesterolo LDL sono, invece, diminuiti significativamente
(P<0,05), nell'intera prova, nei gruppi | (12,8%)lle (14,2%) rispetto al
gruppo di controllo in conseguenza della differestadistica evidenziatasi al

40esimo giorno di prova.
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Nell'ambito di ciascun essi ed in relazione allaala della sperimentazione
si e osservato, inoltre, una riduzione significatiP<0,05) dekolesterolo
LDL nei tre gruppi sperimentali dall'inizio al termidella prova.

Gli effetti ipocolesterolemici del verbascoside gm0 essere attribuiti alla
capacita dei componenti fenolici di inibire I'adsionento del colesterolo a
livello intestinale, causando conseguentemente richezione dei livelli di
colesterolo a livello epatico e plasmatico.

Anche Leeet al, (2003) hanno osservato una diminuzione deiitegdi e
dei fosfolipidi ematici del 12 e del 7% rispettivante, somministrando a dei
broiler una dieta arricchita di carvacrolo che a@dotto una minore
biosintesi di colesteroldisultati simili sono stati ottenuti da Fidan e Dan
(2008) che, somministrando a ratti diabetici degtratti diYucca Schidigera
e di Quillaja Saponaria hanno evidenziato una diminuzione significatiea d
trigliceridi e del colesterolo dovuta, probabilmenal fatto che le saponine,
contenute in queste piante, influenzano, attraviasmrmazione di micelle
contenenti acidi biliari, acidi grassi e triglicditi la stabilita delle micelle di
colesterolo, riducendone la capacita di penetraziatiraverso le cellule
intestinali.

La bilirubina, nell'intera prova, evidenzia una diminuzione statamente
significativa (P<0,05) nei gruppi sperimentali |lié rispetto a quello di
controllo (7,56, 7,51vs 8,16 umol/L, rispettivamente) e tale differenza si
manifesta, tra gli stessi gruppi, in corrispondedzh 40 esimo giorno di
prova.

La durata della sperimentazione, nellambito di sciam gruppo, ha
influenzato significativamente (P<0,05) tale parameche ha subito nel
tempo, nei tre gruppi sperimentali, un decremengétladconcentrazione
plasmatica dall'inizio al termine della prova netiésura del 9,9%, del 3,6% e

del 12,3% rispettivamente nei gruppi I, 1l e lll.
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| rimanenti parametri ematici da noi consideratiportati nelle tabelle 3a e
3b (glucosio, proteine totali, albumina, urea, creatiaj magnesio, cloro,
calcio, fosforo, sodio, potassio, AST, ALT, Gkoh sono stati influenzati dal
trattamento sperimentale e sono rientrati tutti ragige di normalita della
specie (Riceet al,, 1976; Borneet al., 2008).

Nella tabella 4 sono riportati i valori della cont@zione di alcuni parametri
dellesame emocromocitometricd]RBC, WBC, HGB, HCT, MCV, MCH,
MCHC, PLT) relativi ai prelievi effettuati durante la speantazione. Non si
registrano nelllambito di ciascuno di essi diffezensignificative e i loro

valori rientrano nei range della specie.

3. Roms, Thars, Vitamina A e Vitamina E

La somministrazione di verbascoside ha influenaaaificativamente tutti i
markers dello status ossidativo da noi considé@eatdtiella 5).

Il trattamento sperimentale ha influenzato sigatikamente (P<0,01),
nell'intera prova, i valori deROMsi quali sono risultati piu bassi nei gruppi
sperimentali I, Il e Il rispetto a quello di coalio (171,21, 185,03, e 163,27
U/Carrvs 228,87 U/Carr, rispettivamente). In particolaeedifferenze si sono
evidenziate gia a meta prova e sono proseguite ainermine della stessa
(40d) con valori significativamente inferiori (P€Q) del 44,4% nel gruppo
sperimentale |, del 37,5% nel gruppo Il e del 53@8bgruppo Il rispetto a
quello di controllo.

Nell'ambito di ciascun gruppo e, durante la pravi@OMshanno evidenziato
una riduzione significativa dei valori (P<0,01), tre gruppi sperimentali I,
I, 1ll, in misura del 34,9%, 27,5% e 47,4% daliZio al termine della prova;
nessuna variazione statistica invece e stata agsamel gruppo di controllo.

Il trattamento sperimentale ha influenzato sigatikamente (P<0,01),
nell'intera prova, i valori deTBARschesono risultati piu bassi del 35,1% nel
gruppo sperimentale |, del 23,5% nel gruppo Il £36&0% nel gruppo i
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rispetto al gruppo di controljde variazioni statistiche si sono osservate gia a
20 giorni di prova per i gruppi sperimentali | d Hspetto a quello di
controllo e si sono ampliate, in seguito fino aintme della prova (40d),
anche al secondo gruppo con una riduzione perdentdai valori,
rispettivamente, del 64,2%, 63,5 %, 45,0%.

Nell'ambito di ciascun gruppo, i valori delfBARs sono diminuiti
significativamente (P<0,01), dall'inizio al termirgella prova, nei gruppi
sperimentali I, II, Il in misura del 22,41% neluppo sperimentale |, del
18,7% nel gruppo Il e del 45,1 % nel gruppo lll, mme il gruppo di
controllo, nello stesso periodo, di tempo si eeneentato del 52,0%.

Tali risultati sono da attribuire molto probabilnterall’azione antiossidante
dei polifenoli presenti nel verbascoside che, irlig@n di molecole redox-
attive, cioe in grado di ossidarsi e ridursi sed@anire a loro volta molecole
radicaliche altamente reattive, svolgono una fumzipreventiva nei confronti
dei ROS, con conseguente riduzione della lipopetaz®ne evidenziata dal
decremento dei livelli plasmatici di MDA.

Anche Liet al (1999), in uno studio condotto sui muscoli sctigiedi ratti
sottoposti a sforzo, la cui dieta era integrata wenbascoside per un periodo
di 10 giorni, hanno osservato una diminuzione dekeamcentrazione dei
ROMsrispetto ai soggetti non trattati.

Risultati simili sono stati osservati da Fidan enBar (2008)che hanno
evidenziato, in ratti diabetici, in seguito a somisirazione di estratti di
Yucca Schidigera di Quillaja Saponaria,entrambiricchi di saponineuna
diminuzione del’MDA dovuta ad un’effetto protettivantiossidante dei
gruppi fenolici presenti in questi fitoestratti,nee il resveratrolo,

| livelli di vitamina E nell'intera prova, sono cresciuti statisticamente
(P<0,01) nei gruppi sperimentali I, Il e Ill rigpe a quello di controllo
mediamente tra il 36,7 e il 65,0 %. In particoledifferenze statistiche si

sono manifestate non solo tra i 3 gruppi sperimientso il gruppo di
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controllo, ma anche tra il gruppo sperimentale Icin solo gli agnelli
ricevevano verbascoside e il gruppo sperimentaleiril cui il verbascoside
veniva somministrato anche alle madri; le variazssatistiche della vitamina
E si sono osservate, tra i gruppi a confronto,ayi20 giorni di prova per i
gruppi sperimentali | e Il rispetto a quello dintmllo e si sono estese, In
seguito fino al termine della prova (40d), anchesedondo gruppo con un’
incremento percentuale dei valori, rispettivameded,133,9% nel gruppo |,
136,4% nel gruppo 1l e dell’ 87,3% nel gruppo II.

Il contenuto di vitamina E, nel corso della prowadinterno dei gruppi
sperimentali, € aumentato significativamente (PE0jassando i valori da
concentrazioni iniziali di 0,119, 0,121 e 0,120 mlga valori finali di 0,276,
0,221 e 0,279 ug/ml, rispettivamente, nei gruppii ¢ 11l, mentre nel gruppo
di controllo le concentrazioni sono rimaste sosanente invariate.

La vitamina A é stata influenzata significativamente (P<0,0X¥l'intera
prova, dal trattamento sperimentale. Dall'esamdadelbella 5, € possibile
rilevare un aumento significativo della concentvaz di tale vitamina dal
gruppo T di controllo al gruppo |, Il e 11l ( 0,154 0,225 vs 0,238 vs 0,252
ng/ml, rispettivamente); in particolare le differenstatistiche dellaitamina
A, tra i gruppi a confronto, si sono osservate,ayi20 giorni di prova per i
gruppi sperimentali I, 1l e lll rispetto a quello cbntrollo e sono proseguite,
in seguito fino al termine della stessa facendevate un’incremento
percentuale dei valori, rispettivamente, del 85,2%4% e del 129,0%.
Durante la prova e nell’'ambito di ciascun gruppatao osservato, inoltre,
un’ aumento significativo (P<0,05) della concenmae divitamina A,nei
gruppi sperimentali I, Il e lll, a partire dall'mo al termine della prova, in
misura percentuale del 94,8%, 100,6% e del 139%BHettivamente, mentre
nel gruppo di controllo e rimasta invariata.

L'aumento della vitamina A ed E a livello sericotigbbe essere attribuito,

probabilmente, alla capacita del verbascoside thrare e risparmiare |l
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sistema antiossidante endogeno, controllando ilabwdsmo ossidativo
attraverso la riduzione della produzione di speeiattive e l'induzione di
enzimi ad attivita antiossidante.

Contrariamente a quanto da noi rilevato, nellagesricerca, Capper et al.
(2005) somministrando a pecore gravide della vitantt ed acidi grassi, nhon
hanno rilevato un’aumento statistico del contenmteitamina E nei tessuti e

nel plasma degli agnelli nati.
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CONCLUSIONI

Il trattamento sperimentale ha determinato un’im@eto significativo dei
pesi vivi, degli accrescimenti giornalieri e deinsami di latte negli agnelli
che hanno ricevuto un’ integrazione alimentaresesh verbascoside.
L’integratore alimentare ha prodotto, inoltre, &ello ematico, una riduzione
significativa dei trigliceridi, del colesterolo td&, del colesterolo LDL e della
bilirubina ed un’aumento del colesterolo HDL.

Il verbascoside ha determinato, altresi, un mighoento dello stato
ossidativo e della stabilita omeostatica plasmadit@verso un significativo
decremento delle concentrazioni dei ROMs e dei TBAR un’incremento
delle concentrazioni di vitamina A ed E.

Dai risultati della presente ricerca, emerge, péota il ruolo svolto
dall'impiego di integratori alimentari ad attivi@ntiossidante che assume
particolare interesse nel miglioramento delle coiodii di benessere degli

animali e delle loro performance fisio-produttive.
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Tabella 1. Pesi vivi, BCS e produzione di latte in
pecore di razza Lacaune

GruppoT Gruppo sperimentale ES Effetto, P

Parametri (controllo) (0,49 mg/kg p.v"""Igiorno di verbascoside) G T GxT
n° soggetti n. 20 20
Pesi vivi:
20d ante partum Kg 62,37 62,97 0,430

od " 53,08 53,62 0,404
20d " 53,87 54,72° 0,399
40d " 55,32 56,10 0,516
Periodo post partum (0-40d) 54,08 54,82 0,425 ns * ns
BCS:

(0]} 2,32 2,38 0,023
20d 2,41 2,47 0,023
40d 2,59 2,70° 0,022 *
Intera prova (0-40d) 2,44 2,50 0,019 ns *x ns
Produzione totale di latte:
0-20d Kg 15,83 18,06 0,282 wx
20-40d " 17,60 18,54 0,290 ns
0-40d " 33,43 36,54 0,531 *x / /

ns = non significativo

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversiftériscono per almeno P<0,05(?)
Sulla stessa colonna medie seguite da lettere diserdifferiscono per almeno P<0,05 (a,b.c)
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Tabella 2. Caratteristiche qualitative del latte inpecore di razza Lacaune

GruppoT Gruppo sperimentale
0,75, . . . Effetto, P
(controllo) (0,49 mg/kg p.v' “/giorno di verbascosidg) ES

Parametri G T GxT
n° soggetti n 20 20

Proteine

od % 5,66 5,67 0,050

20d " 5,67 5,70 0,041

40d " 5,70 5,69 0,043

Intera prova (0-40d) " 5,68 5,69 0,023 ns ns ns
Grassi

od % 8,37 8,36 0,068

20d " 8,37 8,37 0,067

40d " 8,42 8,34 0,069

Intera prova (0-40d) " 8,39 8,36 0,043 ns ns ns
Lattosio

od % 4,67 4,69 0,033

20d " 4,73 4,71 0,034

40d " 4,80 4,82 0,028

Intera prova (0-40d) " 4,73 474 0,016 ns ns ns
Densita

od 1035,29 1036,46 0,656
20d 1035,56 1037,22 0,788
40d 1035,25 1036,67 0,644

Intera prova (0-40d) 1035,37 1036,78 0,434 ns ns ns
RSM

od % 10,59 10,62 0,048
20d " 10,55 10,59 0,044
40d " 10,60 10,64 0,048
Intera prova (0-40d) " 10,58 10,62 0,026 ns ns ns
Indice crioscopico

od °C -0,550 -0,560 0,013
20d " -0,560 -0,560 0,001
40d " -0,560 -0,560 0,002
Intera prova (0-40d) " -0,560 -0,560 0,004 ns ns ns
Na

od mg/100 ml 37,30 36,70 1,762
20d " 40,70 40,85 1,916
40d " 41,50 41,55 1,815
Intera prova (0-40d) " 39,83 39,70 1,140 ns ns ns
K

od mg/100 ml 143,60 143,85 1,071
20d " 145,45 145,30 0,920
40d " 144,70 144,50 0,862
Intera prova (0-40d) " 144,58 144,55 0,542 ns ns ns
Urea

od mg/100 ml 46,70 46,00 0,100
20d " 46,60 47,15 1,005
40d " 47,60 47,55 0,863
Intera prova (0-40d) " 46,97 46,90 0,568 ns ns ns
NaCl

od % 0,142 0,145 0,004
20d " 0,141 0,143 0,003
40d " 0,140 0,135 0,003
Intera prova (0-40d) " 0,141 0,141 0,002 ns ns ns
Cellule somatiche

od 10° cellule/m 2,43 2,50 0,067
20d " 2,33 2,37 0,062
40d " 2,31 2,23 0,061
Intera prova (0-40d) " 2,35 2,37 0,036 ns ns ns
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Tabella 3a. Parametri ematici in pecore di razza Leaune

GruppoT Gruppo sperimentale
i 0,75, . . Effetto, P
Parametri (controllo) (0,49 mg/kg p.vo' /giorno di verbascoside) ES
G T GXT

n° soggetti n. 20 20
Glicemia:
20dante partum mmol/l 4,18 4,18 0,022

od " 4,20 4,23 0,024
20d " 4,18 4,26 0,023
40d " 4,17 4,19 0,026
Intera prova " 4,18 4,22 0,015 ns ns ns
Trigliceridi:
20dante partum mmol/l 0,25 0,24 0,004

od 0,25 0,28¢ 0,00¢
20d " 0,25 0,2® 0,00¢
40d 0,2¢ 0,16 0,00¢
Intera prova 0,24l 0,212 0,004  ** * *
Colesterolo tot:
20dante partum mmol/l 1,89 1,92 0,013

od 1,94 1,87 0,01¢
20d " 1,98 1,82 0,01¢
40d 1,9¢ 1,87 0,01¢
Intera prova " 1,92 1,86 0,008  ** * *
Colesterolo HDL:
20dante partum mmol/l 0,71 0,76 0,011

od 071 0,7 0,011
20d 0,7¢ 0,7¢® 0,01¢
40d 0,72 0,87¢ 0,01¢
Intera prova 0,71 0,77 0,008  ** * *
Colesterolo LDL:
20dante partum mmol/l 1,07 1,17 0,016

od 1,17 1,07 0,013
20d 111" 0,98¢ 0,02
40d 1,0¢" 0,9¢* 0,02(
Intera prova 1,101L 0,992 0,012 ** ok o
Proteine totali:
20dante partum gll 71,70 69,75 0,468

od " 71,25 70,70 0,473
20d " 71,55 72,80 0,474
40d " 70,95 71,95 0,454
Intera prova 71,36 71,30 0,228 ns ns ns
Albumina:
20dante partum g/l 24,65 24,25 0,226

od " 24,70 24,75 0,277
20d 24,40 24,35 0,318
40d 24,80 24,85 0,284
Intera prova 24,64 24,55 0,170 ns ns ns
Urea:
20dante partum mmol/l 5,34 5,27 0,071

od " 5,45 5,25 0,082
20d 5,59 5,44 0,059
40d " 5,40 5,36 0,063
Intera prova " 5,44 5,33 0,034 ns ns ns
Creatinina:
20dante partum pmol/l 75,14 75,91 1,238

od " 76,91 76,91 1,680
20d " 76,02 76,91 1,149
40d " 71,60 73,37 0,972
Intera prova 74,92 75,77 0,707 ns ns ns

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversifigriscono per almeno P<O,051(2)
Sulla stessa colonna medie seguite da lettere digerdifferiscono per almeno P<0,05 (a,b.c)
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Tabella 3b. Parametri ematici in pecore di razza Laaune

GruppoT Gruppo sperimentale
. 0.75, . ) ) Effetto, P
Parametri (controllo) (0,49 mg/kg p.”"giorno di verbascoside] ES
G T GXT
Magnesio:
20dante partum mmol/l 0,97 0,95 0,019
od " 0,93 0,95 0,021
20d " 0,91 0,93 0,023
40d " 0,91 0,84 0,024
Intera prova " 0,93 0,92 0,009 ns ns ns
Cloro:
20dante partum mmol/l 97,18 97,83 0,328
od " 96,72 97,74 0,390
20d " 97,27 98,86 0,440
40d " 96,41 96,30 0,536
Intera prova " 96,89 97,68 0,213 ns ns ns
Calcio:
20dante partum mmol/l 2,43 2,43 0,018
od " 2,45 2,42 0,023
20d " 2,44 2,41 0,017
40d " 2,47 2,50 0,016
Intera prova " 2,45 2,44 0,009 ns ns ns
Fosforo:
20dante partum mmol/l 1,66 1,65 0,022
od " 1,70 1,70 0,020
20d " 1,66 1,63 0,025
40d " 1,73 1,62 0,021
Intera prova " 1,69 1,65 0,010 ns ns ns
Sodio:
20dante partum mmol/l 150,40 150,25 0,524
od " 150,00 150,75 0,496
20d " 150,05 150,85 0,805
40d " 150,70 150,80 0,628
Intera prova " 150,29 150,25 0,333 ns ns ns
Potassio:
20dante partum mmol/l 4,83 4,89 0,047
od " 4,76 4,85 0,046
20d " 4,73 4,80 0,040
40d " 4,59 4,74 0,052
Intera prova " 4,73 4,82 0,026 ns ns ns
AST:
20dante partum Ul 63,43 62,92 0,365
od " 62,06 61,55 0,52¢
20d " 61,55 59,3(bc 0,572
40d " 61,0¢ 54,262% 0,83¢
Intera prova " 62,031L 59,522 0,404  ** * *
ALT:
20dante partum Ul/L 15,07 14,95 0,379
od " 14,83 14,75 0,291
20d " 14,44 14,74 0,266
40d " 14,42 14,90 0,279
Intera prova " 14,69 14,84 0,183 ns ns ns
CK:
20dante partum Ul/L 29,01 29,0¢ 0,50z
od " 28,71 28,72 0,439
20d " 28,19 28,69 0,444
40d " 28,70 26,95 0,557
Intera prova " 28,65 28,35 0,288 ns ns ns
Bilirubina:
20dante partum pmol/l 8,24 8,23 0,274
od " 8,21 7,87 0,257
20d " 8,21" 7,52 0,257
40d " 8,21" 7168 0,22:
Intera prova " 8,22 7,70 0,137 * * *

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversifiériscono per almeno P<0,051(2)
Sulla stessa colonna medie seguite da lettere diserdifferiscono per almeno P<0,05 (a,b)
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Tabella 4. Parametri emocromocitometrici in pecoreli razza Lacaune

GruppoT Gruppo sperimentale
. . . . Effetto, P
Parametri (controllo) | (0,49 mg/kg p.""%giomo di verbascoside) ES
G | T Joxt

n° soggetti n 20 20
RBC:
20d ante partum x10°UI 8,80 8,83 0,185

od " 9,28 9,21 0,174
20d " 9,65 9,68 0,177
40d " 9,68 9,65 0,168
Intera prova " 9,35 9,34 0,080 ns ns ns
WBC:
20dante partum x10°/U1 8,02 8,05 0,127

od " 8,07 8,09 0,203
20d " 8,47 8,42 0,211
40d " 8,48 8,50 0,178
Intera prova " 8,26 8,26 0,097 ns ns ns
HGB:
20dante partum g/dl 10,60 10,52 0,263

od " 10,43 10,53 0,163
20d " 10,71 10,73 0,138
40d " 10,78 10,54 0,193
Intera prova " 10,63 10,58 0,101 ns ns ns
HCT:
20dante partum % 26,99 27,05 0,466

od " 27,79 27,72 0,657
20d " 27,62 27,75 0,531
40d " 27,77 27,51 0,529
Intera prova " 27,54 27,51 0,310 ns ns ns
MCV:
20dante partum n 29,35 29,20 0,306

od " 30,65 30,35 0,531
20d " 30,35 30,85 0,328
40d " 29,65 29,95 0,355
Intera prova " 30,00 30,09 0,253 ns ns ns
MCH:
20dante partum pg 10,71 10,80 0,109

od " 11,87 11,97 0,282
20d " 11,73 11,79 0,349
40d " 11,54 11,53 0,140
Intera prova " 11,46 11,52 0,129 ns ns ns
MCHC:
20dante partum g/di 39,22 39,21 0,429

od " 38,50 39,01 0,755
20d " 37,85 38,09 0,286
40d " 37,94 38,30 0,505
Intera prova " 38,38 38,65 0,245 ns ns ns
PLT:
20dante partum x10°UI 285,90 298,00 13,992

od " 300,75 305,55 16,067
20d " 303,75 292,80 14,190
40d " 296,75 302,35 9,048
Intera prova " 296,79 299,67 6,840 ns ns ns

47



Tabella 5. Alcuni parametri dello stato ossidativgplasmatico in pecore di razza Lacaune

Parametri

n° soggetti

ROMs:

20dante partum
0d

20d

40d

Intera prova

TBARS:

20dante partum
0d

20d

40d

Intera prova

Vit E:

20dante partum
0d

20d

40d

Intera prova

Vit A:

20d ante partum
0d

20d

40d

Intera prova

U/Carr

umol/l

Effetto, P
GruppoT Gruppo sperimentale ES
(controllo) (0,49 mg/kg p.¥"¥giorno di verbascoside) G T GxT
20 20

158,73 155,92 4,317
239,88° 183,83° 8,622
280,25° 136,44° 15,070
335,08¢ 110,06¢ 20,491

253,48 146,56 10,180 L ki L
0,190 0,186 0,009

0,507 0,549 0,023

0,247« 0,217 0,013

0,288¢ 0,153° 0,014

0,307 0,276 0,089 * bid *
0,137 0,135% 0,005

0,141 0,169 0,006

0,143 0,216° 0,008

0,140 0,234 0,011

0,140 0,186 0,005 bid * *
0,144 0,143a 0,007

0,154 0,171a 0,006

0,136 0,189° 0,007

0,136 0,253° 0,012

0,142 0,189 0,005 ** * *

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversiffériscono per almeno P<0,05 (1,2)
Sulla stessa colonna medie seguite da lettere diserdifferiscono per almeno P<0,05 (a,b,c,d)
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Tabella 1. Peso vivo e inctemento giornaliero in agnelli di razza Lacaune (media £ ES)

Gruppi sperimentali Effetto, P
Parametri GruppoT I II 11
(controllo) verbascoside somministrato: verbascoside somministrato: verbascoside somministrato: ES G
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.”"*/giorno) | alle madri (0,49mg/Kg p.v.*""“/giomo)|alle madri (0,49mg/Kg p.v.”"%giomo)
agnelli (0,90 mg/Kg p.v."”/giorno)
soggetti n. 10 10 10 10
peso vivo: , . , , .,
0d kg’ 5,220 ’ 5,415 ’ 5,308 ’ 5,425 "0,073 ns
20d " 9,433 9,932 9.867 10,050 0,109 ns
40d " 13,780' ’ 14,670 ’ 14,520 ’ 14,905 " 0,139 *
incrementi:
0-20d g/d 210,66 ’ 225,88 ” 227,95 g 231,25 73,467 ns
20-40d " 217,33 ’ 236,88 ’ 232,65 ’ 242,757 " 3,188 *
Intera prova (0-40d) "' ! 214,00" ’ 231,38 ’ 230,30 ! 237,007 2,57 *
ns = non significativo * P<0,05

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversi differiscono per P<0,05 (LZ)
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Tabella 2. Consumi ed indici di conversione del latte in agnelli di razza Lacaune (media £ ES)

Gruppi sperimentali Effetto, P
Parametri GruppoT I II III G
(controllo) verbascoside somministrato: verbascoside somministrato: verbascoside somministrato: ES
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.%”/giorno)|alle madri (0,49mg/Kg p.v.”""“/giomo)| alle madri (0,49mg/Kg p.v.>"/giomo)
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.””/giorno)
soggetti n. 10 10 10 10
Consumi di latte: B .
020 d g/d 772,83 797 1742 861,67 937,50° 13,70 *
20-40 d " 854,50 862,50" 855,67 94533 12,45 ns
Ld r L4
Intera prova (0-40d) " 813,67" 829,83° 858,67° 941,42° 12,13 *
Indici di conversione:
0-20d 3,71 3,56 3,73 4,09 0,075 ns
20-40d 3,95 3,65 3,83 3,91 0,073 ns
Intera prova (0-40d) 3,83 3,60 3,78 4,00 0,057 ns

ns = non significativo

** P<0,01; * P<0,05

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversi differiscono per P<0,05 (

1,2,3)

Sulla stessa colonna medie seguite da lettere diverse differiscono per P<0,05 (a,b)
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Tabella 3a. Parametri ematici in agnelli di razza lacaune

Gruppi sperimentali Effetto, P
Parametri GruppoT 1 1 1
(controllo) verk ide sc ini ) vert »side ini verbascoside somministrato: ES G T GxT

agnelli (0,90 mg/Kg p.v."”/giomo) | alle madri (0,49mg/Kg p.v.*"%giorno) [alle madri (0,49mg/Kg p.v.>"¥giomo,

agnelli (0,90 mg/Kg p,v,“’75 /giomo)

soggetti n. 10 10 10 10

Glicemia:

od mmol/l 4,42 4,34 4,37 4,40 0,028

20d " 4,37 4,28 4,35 4,33 0,023

40d . 4,45 4,32 4,28 4,37 0,023

Intera prova (0-40d) " 4,41 4,31 4,33 4,37 0,019 ns ns ns
Trigliceridi:

od mmol/l 0,241 0,239 0,240 0,242 0,005

20d . 0,250° 0,213° 0,218° 0,214° 0,004

40d " 0,253° 0,208° 0,21° 0,200° 0,003

Intera prova (0-40d) " 0,248 0,2222 0,2222 0,219 0,003 * * *

Colesterolo tot:

od mmol/l 1,936 1,931 1,919 1,926 0,0116
20d . 1,937 1,847 1,878a 1,837 0,0148
40d " 1,936 1,788° 1,76 %" 1,736° 0,0201
Intera prova (0-40d) " 1,936 1,855° 1,853° 1,835° 00113 * * *

Colesterolo HDL:

od mmol/l 0,781 0,777 0,783 0,788 0,0126
20d " 0,784 0,813 0,789 0,814 0,0133
40d " 0,797 0,884° 0,802 0,894° 0,0206
Intera prova (0-40d) " 0,787 0,828 0,792 0,832 0,0394 * * *

Colesterolo LDL:

od mmol/l 1,062 1,028 1,018 1,00F 0,021
20d . 1,064 0,939 0,996 0,925 0,022
40d " 1,048 0,806” 0,886"° 0,799° 0,028
Intera prova (0-40d) " 1,058 0,923 0,966" 0,908° 0,025 * * *

Proteine totali:

od g/l 70,40 70,90 70,80 70,70 0,620

20d " 70,30 71,80 70,40 71,30 0,620

40d " 74,80 69,70 69,30 71,20 0,640

Intera prova (0-40d) " 71,83 70,80 70,17 71,07 0,530 ns nss n
Albumina:

od ol 24,10 24,30 24,10 24,50 0,320

20d " 25,10 24,20 24,70 24,30 0,220

40d " 24,50 24,50 25,30 25,10 0,180

Intera prova (0-40d) " 24,57 24,33 24,70 24,63 0,160 ns ns ns
Urea:

od mmol/l 513 5,67 5,57 5,16 0,064

20d " 5,30 5,53 5,46 5,46 0,071

40d " 5,22 5,40 4,88 5,14 0,074

Intera prova (0-40d) " 5,22 5,53 5,30 5,26 0,043 ns ns ns
Creatinina:

od pmol/l 64,76 64,53 64,88 64,72 1,41

20d " 65,76 64,30 65,30 65,53 1,41

40d " 65,42 65,00 64,65 65,02 1,41

Intera prova (0-40d) " 65,31 64,61 64,94 65,09 1,15 ns ns ns

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversiftériscono per P<0,05 {?)
Sulla stessa colonna medie seguite da lettere diserdifferiscono per P<0,05 (a,b.c)
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Tabella 3 b. Parametri ematici in agnelli di razzaLacaune

Gruppi sperimentali Effetto, P

Parametri GruppoT 1 jis 111
(controllo) verb i ini : b i inistrato: verbascoside somministrato: ES G T GxT
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.""/giorno) | alle madri (0,49mg/Kg p.v*"%giorno) |alle madri (0,49mg/Kg p.v°"%giorno)
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.""s/gilmo)

Magnesio:
od mmol/l 0,99 0,99 1,00 0,99 0,021
20d " 0,99 0,99 0,99 0,98 0,026
40d " 0,98 1,00 0,98 1,00 0,023
Intera prova (0-40 " 0,99 0,99 0,99 0,99 0,016 ns ns ns
Cloro:
od mmol/l 96,58 96,71 96,25 96,55 0,398
20d " 96,76 96,62 96,30 96,63 0,942
40d " 96,20 96,55 95,80 96,23 0,527
Intera prova (0-40 " 96,51 96,63 96,12 96,47 046 ns ns ns
Calcio:
od mmol/l 2,38 2,43 2,51 2,45 0,018
20d 2,38 2,35 2,37 2,42 0,013
40d 2,40 2,39 2,39 2,36 0,019
Intera prova (0-40d) 2,39 2,39 2,42 2,41 0,011 ns ns
Fosforo:
od mmol/l 1,59 1,62 1,61 1,61 0,029
20d 1,64 1,64 1,59 1,61 0,030
40d 1,67 1,60 1,65 1,63 0,026
Intera prova (0-40d) 1,63 1,62 1,62 1,61 0,021 ns ns
Sodio:
od mmol/l 149,50 147,80 147,10 148,40 0,532
20d " 151,40 148,00 149,20 147,90 0,447
40d " 150,20 147,60 150,70 148,50 0,572
Intera prova (0-40 " 150,37 147,80 149,00 148,27 0,320 ns ns
Potassio:
od mmol/l 4,97 4,93 4,57 4,75 0,050
20d " 4,76 4,66 4,60 4,87 0,045
40d " 4,79 4,78 4,92 4,92 0,043
Intera prova (0-40 " 4,84 4,79 4,69 4,85 003 ns ns ns
Bilirubina:
od pmol/l 8,04 7,97 8,04 7,9¢ 0,23¢
20d . 8,21 7,52 7,81 7,52 0,15¢
40d . 8,2 7,16 7,7¢® 7,07° 0,13
Intera prova (0-40 " 8,16" 7,56 7,89" 7,51 0,120 * * *
AST:
od uiL 56,85 57,51 57,62 57,47 0,988
20d 54,94 58,22 57,21 57,66 0,891
40d 57,79 56,95 57,50 57,81 1,018
Intera prova (0-40d) 56,53 57,56 57,44 57,65 0,74 ns ns
ALT:
od uiL 14,34 14,32 14,44 13,99 0,330
20d 14,51 14,32 14,35 14,35 0,230
40d 14,53 14,61 14,12 14,55 0,193
Intera prova (0-40d) 14,46 14,42 14,30 14,30 0,17 ns ns
CK
od uiL 26,37 26,09 26,34 26,42 0,630
20d 26,19 26,94 26,09 26,27 0,528
40d 26,12 26,20 26,83 26,40 0,341
Intera prova (0-40d) 26,23 26,41 26,42 26,36 0,299 ns ns ns

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversifiégriscono per P<0,05 {'2)
Sulla stessa colonna medie seguite da lettere digerdifferiscono per P<0,05 (a,b.c)
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Tabella 4. Parametri emocromocitometrici in agnelli di razza Lacaune

Gruppi sperimentali Effetto, P
Parametri GruppoT I II 111
( 11 verb id ato: verb id verb id ES G T GxT
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.""/giorno)|alle madri (0,49mg/Kg p.v.”"%giomo)| alle madri (0,49mg/Kg p.v.”"%giorno)
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.""/giorno)

soggetti n 10 10 10 10
RBC:

0d x10°/U1 790 795 794 7,90 0,226
20d " 8,41 8,43 8,10 8,13 0,216
40d " 8,41 8,52 8,84 8,76 0,244
Intera prova (0-40d " 824 8,30 829 826 0,193 ns ns ns
WBC:

0d xlOz/UI 732 7,12 717 7,24 0,258
20d " 743 7,86 797 8,03 0,220
40d " 8,56 8,81 8,82 8,84 0,259
Intera prova (0-40d " 777 7,93 7,99 8,04 0,174  ns ns ns
HGB:

0d g/dl 10,94 10,64 10,81 10,88 0,257
20d " 11,20 11,10 11,11 11,23 0,282
40d " 1133 11,06 1141 11,85 0,241
Intera prova (0-40d " 11,16 10,93 11,11 11,32 0,188 ns ns ns
HCT:

0d % 29,86 30,19 31,17 30,26 0,773
20d " 30,25 30,28 28,99 29,05 0,783
40d " 29,84 30,05 29,92 29,96 0,700
Intera prova (0-40d " 29,98 30,17 30,03 29,76 0,530 ns ns ns
MCV:

0d " 33,00 33,20 33,80 32,80 0,816
20d " 31,90 30,90 30,10 32,70 0,650
40d " 30,60 30,70 30,50 29,10 0,721
Intera prova (0-40d " 31,83 31,60 31,47 31,53 0,556 ns ns ns
MCH:

0d rg 11,88 11,76 11,49 11,65 0,304
28d " 10,86 10,70 11,90 11,04 0,362
56d " 11,75 11,49 11,91 11,77 0,271
Intera prova (0-56d " 11,50 11,32 11,77 11,49 0,220 ns  ns ns
MCHC:

0d g/dl 39,20 39,03 38,77 39,26 38,310
20d " 38,64 38,30 39,14 38,24 37,190
40d " 38,86 38,10 38,49 38,56 37,160
Intera prova (0-40d " 38,90 38,48 38,80 38,69 37,860 ns ns ns
PLT:

0d x10*U1 324,50 334,70 32230 306,40 18,487
20d " 327,90 347,30 337,10 362,10 19,101
40d " 364,40 353,70 383,70 381,70 15,144
Intera prova (0-40d " 338,93 345,23 347,70 350,07 11,746 ns ns ns
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Tabella 5. Alcuni parametri dello stato ossidativo plasmatico in agnelli di razza Lacaune

Gruppi sperimentali Effetto, P
Parametri GruppoT 1 I 111
(controllo) verbascoside somministrato: verbascoside somministrato: verbascoside somministrato: ES G T GxT
agnelli (0,90 mg/Kg p.v.%"/giorno) | alle madri (0,49mg/Kg p.v.>"“giomo) | alle madri (0,49mg/Kg p.v.*"%/giomo)
agnelli (0,90 mg/Kg p.v."”/giorno)
soggetti n. 10 10 10 10
ROMs:
0d U/Carr 209,95 205,38" 207,1* 210,62" 9,392
20d " 236,16" 174,51% 197,77 168,41% 9,551
40d " 240,51" 133,753% 150,21% 110,78% 9,203
r
Intera prova (0-40d) " 228,87' 171,217 185,03° 163,27° 8,347 ok ok *
TBARS:
0d pmol/1 0,171* 0,174" 0,176" 0,173" 0,009
20d " 0,193 0,138% 0,158! 0,130% 0,010
40d " 0,260 0,093% 0,143% 0,095% 0,017
r
Intera prova (0-40d) " 0,208" 0,135° 0,159° 0,133° 0,010 *k *k *x
Vit E:
0d ng/ml 0,118 0,119 0,121 0,120" 0,005
20d " 0,124! 0,182%" 0,150™ 0,194%" 0,007
40d " 0,118! 0,276 0,221%" 0,279%% 0,011
Intera prova (0-40d) " 0,120' 0,192° 0,164° 0,198%* 0,006 *k *k *x
Vit A:
0d pg/ml 0,152 0,154" 0,157" 0,155" 0,004
20d " 0,148' 0,221%" 0,241%° 0,228% 0,010
40d " 0,162} 0,300 0,315 0,3713¢ 0,015
r
Intera prova (0-40d) " 0,154" 0,225° 0,238% 0,252% 0,008 ok * wok

Sulla stessa riga medie seguite da numeri diversi differiscono per P<0,05

(1,2,3)

Sulla stessa colonna medie seguite da lettere diverse differiscono per P<0,05 (a,b,c)
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