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RESUMO

OLIVEIRA, E. V. Avaliacdo da suplementacédo com selénio associado a vitamina
E em bovinos leiteiros com hematuria enzootica. 2021. Dissertacédo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE,
Universidade Federal do Espirito Santo - UFES, Alegre, ES, 2021. RESUMO: A
hematuria enzodtica bovina (HEB) é uma enfermidade relacionada a intoxicacao pelo
consumo crénico de Pteridium sp. (samambaia). Essa doen¢a é comum na regido sul
do Espirito Santo e ndo possui tratamento. Assim, 0 uso de suplementacdo com
minerais e vitaminas poderia ser uma alternativa viavel. Objetivou-se com esse
trabalho avaliar a suplementacado com selénio e vitamina E em bovinos cronicamente
intoxicados por Pteridium sp. e com HEB na regido Sul do Espirito Santo, bem como,
avaliar os niveis de antioxidantes totais, atividade da glutationa peroxidase e
biomarcadores teciduais de progressdo tumoral nestes animais. Para isto foram
selecionados 18 bovinos nos municipios de Divino de Sao Lourenco e Ibitirama com
quadro de HEB. Os animais foram avaliados clinicamente e confirmada a hematuria
pela avaliacdo da urina. O delineamento experimental foi realizado em quatro grupos
distribuidos ao acaso em grupo 1 (controle), grupo 2 (dosagem de 0,05 mg/Kg de
selénio), grupo 3 (0,10 mg/kg de selénio) e grupo 4 (0,20 mg/kg de selénio). Todos os
grupos também foram suplementados com dose de 0,5 mL de vitamina E. A
suplementacéao foi feita por via intramuscular durante 13 semanas. A cada quinze dias
os animais foram avaliados quanto a hematuria, ganho de peso, hematdcrito, proteina
sérica total, fibrinogénio, niveis séricos de glutationa peroxidase e antioxidantes totais.
Também foi realizado lavado vesical dos momentos MO, M6 e M14, seguido da
imunocitoquimica com os marcadores caspase3 e p53. Verificou-se que nao ocorreu
diferenca significativa da variavel peso entre os grupos, mas teve reducao do peso em
relacdo ao tempo, no grupo 1 (controle). Para a variavel intensidade da hematuria
houve diferenca significativa no grupo 2 em relacdo ao grupo 1 (controle) apos trés
semanas de suplementacdo, porém ndo houve diferenca significativa ao longo do
tempo. Houve aumento do hematdcrito no grupo 2 em relacdo ao grupo 1 (controle)
apos sete semanas de suplementacdo, no entanto, ndo houve diferenca em relacédo
ao tempo. Para PPT e Fb ndo foram observadas diferencas significativas nem entre
os tratamentos e nem em relagdo ao tempo. Os niveis de antioxidantes totais
revelaram diferenca significativa entre o grupo 1 (controle) e o grupo 2 e também teve
efeito quanto ao tempo no grupo 1 (controle) e grupo 2. A atividade da glutationa
peroxidase nédo revelou diferenca entre os tratamentos, entretanto, houve diferenca
ao longo do tempo no grupo 4. Em relag&o a avaliagéo citologica dos lavados vesicais,
apenas cinco animais revelaram lesbes, sendo cinco neoplasicas e uma nao
neoplasica. Os biomarcadores revelaram marcagao de fraca a moderada intensidade,
no entanto, nao foi possivel estabelecer relacdo entre a expressdo dos mesmos com
a progressao tumoral ou os tratamentos. Conclui-se que a suplementacdo com selénio
associado a vitamina E em bovinos leiteiros com hematuiria enzodtica causa melhora
do quadro clinico de hematuria, aumenta o0s niveis de antioxidantes totais, porém nao
interfere na atividade da glutationa peroxidase. No entanto, ndo se estabeleceu
relacdo entre a expressao dos biomarcadores e a progressdo tumoral com a
suplementacado com selénio e vitamina E.

Palavras-chave: bovino; intoxicacdo; samambaia; selenito de sédio.



ABSTRACT

OLIVEIRA, E. V. Evaluation of selenium supplementation associated with vitamin
E in dairy cattle with enzootic hematuria. 2021. Dissertation (Master in Veterinary
Science) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal
do Espirito Santo - UFES, Alegre, ES, Brazil, 2021. ABSTRACT: Enzootic bovine
hematuria (EBH) is a disease related to intoxication by chronic consumption of
Pteridium sp. (bracken fern). This disease is common in the southern region of Espirito
Santo, Brazil and has no treatment. Thus, the use of supplementation with minerals
and vitamins could be a viable alternative. The aim of this work was to evaluate the
supplementation with selenium and vitamin E in cattle chronically intoxicated by
Pteridium sp. and with EBH in the southern region of Espirito Santo, as well as to
evaluate the levels of total antioxidants, the glutathione peroxidase activity, and tissue
biomarkers of tumor progression in these animals. For this, 18 cattle in the
municipalities of Divino de S&o Lourenco and Ibitirama with EBH were selected. The
animals were clinically evaluated and hematuria was confirmed by urine evaluation.
The experimental design was carried out in four groups randomly distributed in group
1 (control), group 2 (dose of 0.05 mg/Kg of selenium), group 3 (0.10 mg/Kg of selenium)
and group 4 (0.20 mg/Kg of selenium). All groups were also supplemented with a dose
of 0.5 mL of vitamin E. Supplementation was given intramuscularly for 13 weeks. Every
fifteen days the animals were evaluated for hematuria, weight gain, hematocrit, total
serum protein, fibrinogen, serum levels of total antioxidants and glutathione
peroxidase. Bladder lavage was also performed at moments MO, M6 and M14, followed
by immunocytochemistry with caspase3 and p53 markers. It was found that there was
no significant difference in the weight variable between the groups, but there was a
reduction in weight over time in group 1 (control). For the variable hematuria intensity,
there was a significant difference in group 2 compared to group 1 (control) after three
weeks of supplementation, but there was no significant difference over time. There was
an increase in hematocrit in group 2 compared to group 1 (control) after seven weeks
of supplementation, however, there was no difference in relation to time. For PPT and
Fb, no significant differences were observed either between treatments or in relation
to time. Total antioxidant levels showed a significant difference between group 1
(control) and group 2 and also had an effect over time in group 1 (control) and group
2. Glutathione peroxidase activity did not show difference between treatments,
however, there was a difference over time in group 4. Regarding the cytological
evaluation of the vesical washings, only five animals revealed lesions, five of which
were neoplastic and one non-neoplastic. The biomarkers revealed marking of discrete
to moderate intensity, however, it was not possible to establish a relationship between
their expression with tumor progression or treatments. It is concluded that
supplementation with selenium associated with vitamin E in dairy cattle with enzootic
hematuria improves the clinical condition of hematuria, increases the levels of total
antioxidants, but does not interfere with the activity of glutathione peroxidase.
However, no relationship was established between the expression of biomarkers and
tumor progression with selenium and vitamin E supplementation.

Keywords: bovine; intoxication; bracken fern; sodium selenite.
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1. INTRODUCAO

As samambaias, plantas pertencentes ao género Pteridium, por ter alta
resisténcia natural a diversas condicdes ambientais, sdo altamente invasoras,
associadas ao manejo geralmente inadequado utilizado por proprietarios (THOMSON
et al., 2008; DER et al., 2009). E uma das plantas toxicas de maior preocupac¢do em
varios paises do mundo por causar enfermidades em rebanhos de bovinos (NIERO et
al., 1991; TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; MARCAL et al., 2001).

A planta Pteridium sp. possui diferentes principios toxicos com acéo
carcinogénica, entre 0s quais: tanino; quercetina; acido chiquimico; prumasina,
ptaquilosideo; aquilideo A e canferol (HOPKINS, 1986). A principal substancia toxica
identificada € o ptaquilosideo (PTA), glicosideo norsesquiterpeno com capacidades
mutagénicas, clastogénicas e carcinogénicas (YAMADA et al., 2007).

A intoxicacdo por Pteridium sp. se manifesta de trés formas diferentes em
bovinos. Sendo uma de quadro agudo, conhecida como diatese hemorragica ou
sindrome hemorragica (MARCAL et al. 2002, ANJOS et al. 2008, 2009), e dois quadro
cronicos caracterizados por neoplasias do trato digestivo superior (TAS) e por lesdes
na vesicula urinaria chamada de hemattria enzoética bovina (HEB) (DOBEREINER
et al. 1967, TOKARNIA et al. 1969, SOUTO et al. 2006)

Peixoto et al. (2003) descreveu que a hematuria enzodtica bovina é ocasionada
por lesdes neoplasicas e ndo neoplasicas, observando em lesGes ndo neoplasicas as
lesBes inflamatérias, hiperplasicas e metaplasicas. As lesfes neoplasicas causam
alteracbes  vesicais ocasionando carcihoma de células escamosas,
hemangiossarcomas, carcinoma in situ, carcinoma de células de transi¢ao, papiloma
e/ou alteracBes neoplasicas relacionadas ao epitélio de transicdo (PEIXOTO et al.
2003, GABRIEL et al. 2009).

As principais caracteristicas clinicas da hematuria enzodtica sdo a evolugéo
cronica e a incontinéncia urinaria. Pode ocorrer a anemia aplastica, pela perda de
sangue sem reposicdo pela medula podendo causar abortos em vacas prenhes
(MARCAL et al., 2001), hematuria continua ou intermitente, emaciacdo e podendo
levar a morte (FRANCA et al., 2002).

Segundo Polack (1990), por ndo existir tratamento terapéutico para HEB que
expresse melhora clinica consistente nos animais, o empenho tem sido voltado para

o controle e erradicacdo da planta nas areas de pastejo dos animais. Tanto os quadros
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agudos quanto os cronicos da doenca causam grandes prejuizos econdémicos para 0s
produtores (MARCAL, 2003).

Para Paschoal (2003) a suplementag&o com minerais e vitaminas pode ser uma
alternativa para melhorar a satude dos animais e a administracéo de selénio e vitamina
E possui efeito positivo sobre a estabilidade oxidativa (NICHOLSON et al., 1991), essa
suplementacdo pode melhorar o status antioxidante melhorando a funcdo imune do
organismo (GOFF, 2006). Uma vez que o selénio é fundamental na formacdo da
glutationa peroxidase, que atua no controle de radicais livres que podem causar danos
no DNA celular potencializando formacéo de neoplasias (ROVER JUNIOR et al.,
2001).

De acordo com Campo (1994 e 1997) e Anderson (1997) o ptaquilosideo
presente na samambaia seria 0 responsavel por promover um estado
imunossupressivo linfopénico crénico e persistente nos animais que ingerem a
samambaia.

Os biomarcadores teciduais também podem ser ferramentas de diagnostico
Uteis auxiliando nos processos de avaliacdo de resposta terapéutica, deteccdo de
recidivas e prognosticos (COOMBES et al., 1982).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacao
com selénio associado a vitamina E em animais naturalmente intoxicados por
Pteridium sp. e com quadro de hematuria enzoética bovina (HEB). Bem como, avaliar
os niveis de glutationa peroxidase, antioxidantes totais e biomarcadores teciduais de

progressao tumoral nestes animais na regiao Sul do Espirito Santo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pteridum sp.

O género Pteridium possui varias classificagdes botanicas, e essas diferencas
acontecem por trés motivos, primeiro devido a plasticidade fenotipica, segundo pela
presenca de intermediarios morfolégicos entre esses taxons e em terceiro a escassez

de diagndstico confiavel para distingdo dos taxons (THOMSON, 2000).
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Outrora, o género Pteridium havia sido classificado como pertencente a familia
Polypodiaceae e foi considerado com apenas uma espécie, Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn mas com 12 variedades (TRYON; TRYON, 1982). No entanto, ap0s a realizagcéo
de estudos biomoleculares, o género Pteridium passou a pertencer a familia
Dennstaedtiaceae, e outras espécies foram reconhecidas (THOMSON, 2000).
Segundo a classificacdo proposta por DER et al. (2009), as espécies existentes na
América do Sul sdo Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon (Figura 1) e Pteridium
caudatum (L.) Maxon (YANEZ et al., 2016).

As espécies classificadas segundo a proposta por DER et al. (2009) na América
do Sul séo Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon e Pteridium caudatum (L.) Maxon
(YANEZ et al., 2016).

A planta da familia Polypodiaceae conhecida popularmente como samambaia
ou samambaia-do-campo, Pteridium aquilinum é uma pteridéfita rasteira encontrada
em todo o Brasil (BRANDAO et al., 2017). A espécie apresenta rizoma profundo e
ramificado, tendo folhas de 1,5 a 3 m de comprimento (SCHWARTSBURD et al.,
2014).

A espécie Pteridium aquilinum foi considerada como Unica por muito tempo,
porém estudos mostraram variacdes, devido a dificuldade de classificar, como
espécie, subespécie, variedade e forma (SCHWARTSBURD; MORAES; LOPES-
MATOS, 2014).

Uma subespécie da Ameérica do Sul que ndo havia sido nomeada foi identificada
por Schwartsburd (2017) como P. esculentum subsp. gryphus Schwartsb. Para
Schwartsburd et al. (2018), P. esculentum é equivalente a espécies P. arachnoideum,
P. aquilinum var. arachnoideum por Tryon (1941), ou P. esculentum subsp.
arachnoideum de Thomson (2012). Desse modo, Schwartsburd et al. (2018)
classificou a samambaia em 6 subespécies, de acordo com a morfologia em, P.
esculentum subsp. arachnoideum, P. esculentum subsp. campestre, e P. esculentum
subsp. gryphus, que sédo bem distribuidas, e P. esculentum subsp. arachnoideum var.
paedomorficum, P. esculentum subsp. gryphus var. harpianum e um hibrido das subs.
campestre e arachnoideum, sendo os trés altimos mais raros.

Pteridium pertence a um grupo de plantas que esta difundido em todos os
continentes com excecao da Antartica (TAYLOR, 1989) e, nas Américas, ndo esta
presente no Chile (HOJO-SOUZA et al., 2010).
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As samambaias possuem facilidade de propagacao muito alta por dispersar 0s
esporos no ambiente e, assim, se tornar muito invasivas. Em épocas secas existe
facilidade de ir a distancias de centenas de quildmetros infestando varias areas
(CRUZ; BRACARENSE, 2004).

A predilecéo dessa planta é por areas onde o solo € de baixa fertilidade e acido,
sendo facilmente encontradas em lavouras recentes e em areas de desmatamento
usadas para a pecuaria (HOJO-SOUZA et al., 2010).

A samambaia possui componentes toxicos em toda sua estrutura, porém os
brotos sé@o as partes que possuem maior concentracdo desses compostos (MARCAL
et al., 2001), e sua capacidade de intoxicacdo nao se perde mesmo apos dessecada
(TOKARNIA et al., 2012).

Sao conhecidos dois principios téxicos na samambaia, a tiaminase tipo | e 0
ptaquilosideo que possui acdo radiomimética. A tiaminase tipo | inativa a tiamina
promovendo quadro clinico neurolégico, neuromuscular e arritmias cardiacas
acometendo principalmente equinos. Enquanto o glicosideo norsesquiterpeno
ptaquilosideo (PTA) é responséavel por efeito anti-hematopoético e carcinogénico em
ruminantes (HIRONO et al., 1984, TOKARNIA et al., 2012).

O principio téxico considerado de maior relevancia é o ptaquilosideo (PTA)
(TOKARNIA et al., 2012). Pode-se encontrar nos brotos concentracdo de
aproximadamente 40,000 pg/g. Normalmente as concentracbes de PTA estédo entre
500 e 5.000 ug/g, pois mesmo sabendo que as concentracdes podem ser variaveis,
geralmente sdo mais altas nas plantas recém-emergidas (ARANHA et al., 2019).

Pteridium sp. tem o efeito carcinogénico variado em funcéo da espécie animal
que é intoxicada por ela, observando que bovinos desenvolvem neoplasias no trato
digestorio superior e na bexiga (TOKARNIA et al. 2012), enquanto ovelhas intoxicadas
cronicamente podem apresentar tumores intestinais (EVANS, 1968).

Os bovinos em épocas de escassez alimentar acabam se alimentando de
samambaias mesmo néo sendo palatavel, isso devido a fome, e por essa planta ter
resisténcia a épocas de seca favorecendo o consumo pelos animais (MARCAL, 1990).
Tokarnia et al. (2012) relatam que os bovinos que consomem a samambaia acabam
“‘viciados”, devido a ingestbes repetidas e compulsivas, caracterizando-se assim o
vicio como segundo fator para intoxicar.

Bovinos intoxicados por samambaia podem desenvolver a Diatese

Hemorragica (DH), Hematdria Enzoética Bovina (HEB) e Carcinoma das Vias
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Digestivas Superiores (TAS). Porém a forma clinica desenvolvida vai depender de
acordo com a quantidade de planta ingerida e com o tempo de ingestédo, e com isso,
a intoxicacao por Pteridium sp. causa grande impacto na bovinocultura (TOKARNIA et
al. 2012).

A hematuria enzootica bovina (HEB) é uma das formas de apresentacao clinica
da intoxicacdo crbnica por Pteridium arachnoideum, causada pelo consumo
prolongado de pequenas quantidades da planta (TOKARNIA et al., 1969). O principio
ativo toxico induz a formacao de neoplasmas na vesicula urinaria, que podem ser tanto
epiteliais, quanto mesenquimais, mas comumente mistos (MEUTEN, 2016).
Clinicamente a doenca se caracteriza por hematuria continua ou intermitente, anemia,
prostracdo e emagrecimento, podendo levar alguns animais ao 6bito (FRANCA et al.,
2002).

Para causar a HEB, os bovinos devem ingerir quantidades menores que
10g/kg/dia de Pteridium sp. durante um ou mais anos. Para ocorrer o carcinoma das
vias digestivas superior, 0 consumo seria de quantidades diarias ainda menores de
Pteridium sp., mas o consumo seria por periodo mais longo de tempo, enquanto para
acontecer a diatese hemorragica os animais ingerem quantidades superiores a

10g/kg/dia da planta durante algumas semanas ou meses (TOKARNIA et al., 2000).

2.2. Hematuria enzoética bovina (HEB)

No sul do Espirito Santo, na microrregidao do Caparad o clima e a altitude séo
propicios para o desenvolvimento da samambaia facilitando o consumo pelos bovinos
causando assim casos de hematuria enzodtica bovina e chegando a ter prevaléncia
de 56,4% (SILVA et al., 2009).

A HEB é uma sindrome caracterizada pelo desenvolvimento de alteracdes
vesicais que estdo principalmente associadas ao epitélio de transicdo, de origem
neoplasica e ndo neoplasicas como metaplasia glandular, displasia, cistite cistica,
hiperplasia, proliferacdo vascular, dentre outras (PEIXOTO et al. 2003, GABRIEL et
al. 2009) que levam a hematuria que € caracterizada pela presenca de sangue na
urina (RAJENDRAN et al., 1983).
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A hematuria intermitente ou continua, emagrecimento, mucosas palidas sédo as
principais caracteristicas da HEB descritas por Gava (1994) e Souto (2006). Em vacas
gue estdo em producéo percebe-se ainda a diminuicdo da producéo leiteira (GAVA,
1994). Inicialmente os animais desenvolvem microhematuria muitas vezes antes do
aparecimento de lesbes macroscopicas e em seguida ocorre a macrohematuria
(MAXIE; NEWMANN, 2007).

Podem ser observados como sinais clinicos também a incontinéncia urinaria
(TOKARNIA et al., 2012), obstrucéo e debilidade do trigono vesical por neoplasmas
ou da uretra por coagulos sanguineos (SCHOTT et al., 2002). Além disso pode se
observar animais com a pelagem sem brilho e ocorrer infec¢cdes secundarias no trato
urinario (DOBEREINER et al., 1967). O animal pode perder junto com a urina de 0,01
a 1,0 litros de sangue por dia levando o animal a severa anemia e caquexia (DAWARA
et al., 1999).

E possivel notar que animais cada vez mais jovens apresentam o quadro clinico
de hematuria sem distincdo de sexo ou raca e isso tem sido observado em animais
com apenas 18 meses de idade (MARCAL, 2001).

Podem ser subdivididas em trés fases distintas os sintomas clinicos da HEB,
pré-clinica, clinica e terminal. Na fase pré-clinica ndo sdo observadas alteracdes
clinicas, sdo observados apenas alguns eritrocitos ao se avaliar o sedimento urinario,
caracterizando a microhematuria. Na fase clinica observa-se a urina de coloragéo
vermelho vivo e ao se fazer o teste de sedimentacdo nota-se uma quantidade
consideravel de eritrcitos intactos, diferentemente de outras enfermidades que
causam hemoglobindria. Em casos de hemoglobindria ndo se encontra eritrécitos
intactos na avaliacdo de sedimentacao da urina, a coloracao e o brilho séo diferentes
de casos de HEB. E 0s animais ndo apresentam ictericia nos casos de HEB. Na fase
terminal os animais entram muitas vezes em estado de caquexia, hipoproteinemia e
grandes coagulos de sangue na urina (ROSENBERGER, 1971, citado em DAWRA e
SHARMA, 2001).

E importante para o estabelecimento do diagnostico a obtencdo de dados
epidemiologicos como a verificagdo da existéncia da planta nas areas de pastejo.
Porém em casos crbnicos como a hematuria podem acontecer atendimentos em
propriedades onde néo exista a planta na propriedade, por iSso € necessario ter o
histérico de origem dos animais acometidos e investigar as condicbes de pastejo
desses animais (MARCAL, 2003).
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Nos animais que sao adquiridos de areas que a enfermidade € recorrente seria
necessaria a verificacédo destes, coletando a urina e encaminhando ao laboratorio para
identificar a possivel microhematuria pela técnica de sedimentagcédo antecedendo o
quadro clinico. Assim seria possivel, retird-los de areas que contribuem para o
desenvolvimento da enfermidade. Outra forma de confirmacdo da intoxicacdo em
animais com quadro clinico seria necropsiar um animal para servir de diagnostico
perante todos os animais (MARCAL, 2000).

A prevencao € a unica forma conhecida de controle para casos de HEB. A fim
de prevenir, ndo se deve colocar animais em areas que as pastagens estejam
contaminadas, bem como retirar os animais que estdo nessas areas, fazer a
exterminagdo da planta dessas areas podendo utilizar varias técnicas como uso de
herbicidas, cortes da planta no periodo do inverno, dentre outras formas (PESSOA et
al., 2019).

De acordo com Ribeiro (2020) ndo existe tratamento eficaz para animais
acometidos pela hematuria enzodtica bovina pelo consumo de Pteridium sp. com isso
a principal forma é ainda a prevencao.

Além do consumo de Pteridium sp. por periodo prolongado outros fatores
podem estar relacionados de forma direta ou indiretamente na formacéo de neoplasias
vesicais observados na HEB. Pode-se atribuir a falhas nos mecanismos intracelulares
que previnem ou reparam lesfes causadas ao DNA induzidas por xenobiéticos ou por
excessos de radicais livres. Entre 0s mecanismos reparadores pode-se destacar as
selenoproteinas como a glutationa peroxidase, sendo esta uma indicadora de selénio
no organismo (KEEN e GRAHAM, 1989; ZHUO e DIAMOND, 2009).

De acordo com Lanna Neta (2017) a suplementacado com selénio e vitamina E
em animais intoxicados cronicamente por Pteridium sp. demonstraram melhora no
qguadro clinico de HEB sugerindo que esta suplementacédo pode ser uma alternativa

de tratamento.

2.3. Selénio

O selénio (Se) € um micromineral essencial, com papel importante na saude de

animais e humanos. De acordo com Stagsted et al. (2005), o selénio exerce a funcéo
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de antidepressivo e de protecdo contra o cancer, funcionando como refor¢o no sistema
imune. De acordo com Miller e Brzezinska-Slebodzinska (1993) o selénio esta
envolvido no sistema antioxidante do organismo por meio da glutationa peroxidase
(GSH-px). Enzima essa que converte peroxidos de hidrogénio em agua, também esta
implicado no metabolismo do acido araquidénico via GSH-px. Com a suplementacéo
de selénio acontece a melhora da habilidade dos neutrofilos devido a relagdo com o
metabolismo do &cido araquiddnico reduzindo a severidade de infecgbes no
organismo (HOGAN et al., 1993).

Em varios solos contém entre 0,1 e 2 ppm de selénio porém uma pequena
porcao esta disponivel para a vegetacao, também existem solos que contemde 6 a5
ppm de selénio porém ndo produzem plantas com concentragfes altas de selénio por
se tratarem de solos &cidos, com presenca de oxido de ferro, que tornam o selénio
indisponivel para as plantas. Porém em solos alcalinos o selénio tende a formar o
selenato que é muito disponivel para as plantas podendo levar a concentracdes altas
nas forragens (McDOWELL, 1992).

O selénio tem efeito positivo na funcdo do sistema imunolégico animal
(GERLOFF, 1992). Em estudos realizados com vacas suplementadas no pré-parto e
em lactacdo, com o dobro da dose de selénio recomendada para esta categoria animal
verificou-se a diminuicdo na contagem de células somaticas no leite (PASCHOAL et
al., 2003).

Entretanto, em ruminantes a absorcdo de selénio € menor que em outras
espécies, pois é realizada no duodeno e o selénio pode ser reduzido a compostos
insolUveis ao chegar ao ramen (McDOWELL,1992).

De acordo com NRC (2001) a quantidade de selénio deve ser de 0,3 mg de
Sel/kg de matéria seca para todas as categorias de bovino de leite. Assim, quando
vacas sao suplementadas com selénio a concentracdo desse mineral € aumentada no
leite proporcionando efeito positivo na salde dos bezerros e dos humanos que o
consome também (NRC, 2005).

O uso de solugdes de selénio utilizando selenito de sédio administradas atraves
de inje¢Bes intramuscular ou subcutanea, ou suplementacao oral, tem se demonstrado
eficientes na prevencdo de doencgas relacionadas com a deficiéncia de selénio em
ruminantes em regime de pastejo segundo o NRC (1983).

A retencéo de selénio € aumentada pela vitamina E que também previne a auto-

oxidacdo de lipideos no interior das membranas celulares evitando a formacdo de
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peréxidos, porém a destruicdo de peroxidos previamente formados s6 a glutationa
peroxidase pode realizar.

O selénio e a vitamina E demonstraram associa¢cao no metabolismo de lipideos.
Os dois em conjunto agem no equilibrio da glutationa reduzida (gsh) e glutationa
oxidada (gssg) por fazer parte da glutationa peroxidase (GOFF, 2006).

O selénio esta presente na sintese de DNA, na qual a enzima tiorredoxina
redutase (TrxR) depende da presenca do selénio no seu sitio catalitico, notando que
vérias funcdes bioldgicas do selénio sdo concedidas a presenca nas selenoproteinas
(PAPP et al., 2007).

Surai (2006) citou que o selénio tem atuacdo como antioxidante hidrossoltvel
e a vitamina E como antioxidante lipossoltuvel. Assim atuam na protecédo celular agindo
contra ataques de espécies reativas de oxigénio. Sugere também que em relacdo a
complementaridade de suas funcfes que suplementando com um dos elementos pode
reduzir, mas nao eliminar o requerimento do outro.

As funcBes exercidas pelo selénio sdo através das selenoproteinas, em que
aproximadamente a metade das selenoproteinas reconhecidas possui funcdo
antioxidante e o em maior numero, entre os diferentes grupos, € o GPX (COMINETTI
et al. 2011).

2.4. Vitamina E

A vitamina E € um dos antioxidantes lipossoliveis mais abundantes
encontrados no plasma de células dos mamiferos superiores (RIGOTTI, 2007).

Essa vitamina possui efeitos antioxidantes juntamente com a glutationa, a
vitamina C e os carotendides e podem inibir os danos oxidativos formando um dos
principais sistemas endogenos de defesa do organismo (RILEY, 1994). A vitamina E
esta presente em grandes quantidades nos lipidios e € sugerido que essa vitamina
impede ou minimiza os efeitos danosos provocados por radicais livres, incluido
artrites, catarata, envelhecimento e o cancer (MORRISSEY et al., 1994; HEINONEN
et al., 1998).

A vitamina E atua como antioxidante em sistemas biolégicos, nas células
musculares € um componente estrutural, tem participacdo na biossintese da

prostaglandina e melhora a resposta imune (ZEOULA; GERON, 2006). A retenc¢éo de
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selénio é promovida pela vitamina E que também previne a auto oxidacao de lipideos
no interior das membranas celulares, evitando a formacéo de peréxidos. O selénio e
a vitamina E e suas ac¢fes bioquimicas se complementam no mecanismo de defesa
normal do organismo (MURRAY et al., 1998).

2.5. Glutationa peroxidase

O organismo animal possui varios sistemas de defesa contra o aumento de
radicais livres e um dos mais importantes é o sistema enzimatico regido pela glutationa
peroxidase (GPX) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A glutationa peroxidase € uma enzima selénio dependente que degrada os
hidroperoxidos (MANSON e AKESSON, 2000). Quando os antioxidantes ndo estéo
sendo eficientes pode ocorrer o quadro de estresse oxidativo ocasionando o
surgimento de doencas (LAUZON et al., 2006).

Mills em 1957 descreveu a glutationa peroxidase se tratando de uma enzima
antioxidante formada por cisteina ligada covalentemente ao selénio. E catalisada pela
GPX a reducdo de peroxidos de hidrogénio e perdéxidos organicos para seus
correspondentes alcoois a custas da conversdo de glutationa reduzida (GSH) e
glutationa oxidada (GSSG) (SURAI, 2006).

Os antioxidantes impedem a geracao das espécies reativas de oxigénio (EROS)
ou sequestram essas espécies sendo capazes de prolongar a fase de iniciagdo, como
€ 0 caso da glutationa peroxidase, ou removendo os radicais peroxilas inibindo a fase
de propagacdo da oxidacdo, porém nao previnem completamente esse evento
(JORDAO et al., 1998).

E demonstrado por meio de estudos os antioxidantes, por exemplo, o selénio e
vitamina E, como potentes ativadores do fator nuclear eritr6ide derivado 2 tipo 2
(NFE2L2) (NUMAKAWA et al.,, 2006; FENG et al., 2009; DWORSKI et al., 2011;
BRIGELOUS-FLOHE et al., 2012; NITURE et al., 2014). A producdo de glutationas
bem como a detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e xenobioticos
esta relacionada ao NFE2L2, o regulador mestre da resposta antioxidante
(HYBERTSON et al., 2011).
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A baixa atividade da glutationa peroxidase deixa as células expostas a acao
nocivas das EROs promovendo alteracdes na estrutura de polissacarideos, proteinas,
lipideos, DNA e outras moléculas celulares (INSTITUTO OF MEDICINE, 2000).

2.6. Antioxidantes totais

O organismo possui um eficiente sistema de antioxidante para estabelecer o
equilibrio durante os processos metabdlicos que produzem EROs e de espécies
reativas de nitrogénio (ERN), entre outras que séo observadas em diversas condi¢des
fisiolégicas. Assim como na fagocitose, as EROs e ERNs possuem importante funcao
bioldgica, em que essas sdo produzidas para eliminar o agente agressor. Quando a
producdo desses é exacerbada o organismo utiliza esse sistema que consegue
controlar e restabelecer o equilibrio (SCHAFER et al., 2001; FINKEL et al., 2000).

Nos processos metabdlicos ocorre constantemente a producdo de radicais
livres e o organismo desenvolveu muitos mecanismos de defesa antioxidante
limitando os niveis intracelular para impedir a inducéo de danos (SIES, 1993, BIANCHI
et a., 1999).

Neste sentido as vacas leiteiras possuem varios desafios metabodlicos em seu
ciclo reprodutivo e produtivo podendo ocorrer balangcos energéticos negativos (BEN)
e déficit de vitaminas e minerais. Entre esses 0s com propriedades antioxidantes como
0 selénio e vitamina E, dentre outros. Quando acontece a reducdo sérica desses
nutrientes ocorre aumento do estresse oxidativo ocorrendo comprometimento do
sistema imunoldgico aumentando os riscos de contrair enfermidades (SAMORA,
2014).

Os antioxidantes s@o essenciais ao se promover uma melhor resisténcia
imunologica, reduzindo a intensidade de infeccdes em animais, em que se tem
utilizado na suplementacdo de animais sendo muito importante em pesquisas
(SCALETTI et al., 1999).

Uma pequena parcela de O2 é reduzida em EROs como grupos hidroxila livres
(OH-), superoxidos (0O2-) e peroxidos de hidrogénio (H202) (HALLIWELL., 1995), que
sao os radicais livres produzidos pelo catabolismo dos nutrientes ingeridos possuindo

0 seu alvo celular de acordo com o seu sitio de formacdo (ANDERSON, 1996; YU;
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ANDERSON, 1997). Mesmo o peréxido de hidrogénio (H202) ndo sendo considerado
um radical livre ele é capaz de atravessar a barreira celular nuclear e por meio de
reacdes enzimaticas pode induzir danos a molécula de DNA (ANDERSON, 1996). As
EROS em excesso causam também oxidacdo dos lipidios insaturados, formacéo de
residuos quimicos e comprometimento dos componentes da matriz extracelular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE., 1989).

Quando estd em excesso de radicais livres, 0 organismo possui sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos. Os nao enziméticos sao por exemplo o
selénio, zinco, vitamina E e vitamina A, sendo absorvidos pela dieta na grande maioria.
No entanto, os enzimaticos sdo produzidos pelo proprio organismo como o superoxido
dismutase e a glutationa peroxidase (KUSS, 2005).

A suplementagdo dos animais com selénio e vitamina E reduz o estresse
oxidativo pela retirada dos peréxidos e reducdo peroxidacdo dos acidos graxos das
células e também melhorando o efeito positivo no mecanismo de defesa dos animais
(SMITS et al., 1997; WEISS; WYATT, 2002).

2.7. Lavado vesical e biomarcadores teciduais

O lavado vesical tem sido uma técnica amplamente utilizada para exames de
citopatologia em diagndstico de neoplasias em bexiga de humanos (POMPEO et al.,
2008), porém na medicina veterinaria € mais utilizado na clinica de cades e gatos
(RASKIN; MEYER, 2011). Azevedo et al. (2015) utilizaram essa técnica em bovinos
leiteiros com HEB e obtiveram resultados satisfatorios.

Biomarcadores teciduais sao utilizados como indicadores do estado fisiol6gico
e de alteracbes que acontecem no decorrer do processo neoplasico. Podem ser
refletidos através da expressdao dos marcadores, diversos processos em
desenvolvimento nas células tumorais, por exemplo a hiperproliferacéo, alteracao de
padrbes de expressdo génica, hiperplasia, genotoxicidade, inflamacéo e alteracdes
enzimaticas relacionadas com o desenvolvimento tumoral, entre outros (SRINIVAS et
al., 2001).

E necessario que se tenha sensibilidade e especificidade elevadas para que

um teste seja ideal para rastrear uma doenca. Os marcadores tumorais vém sendo
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pesquisados e contribuindo para diagnostico e acompanhamento dos tumores de
bexiga (AZEVEDO et al., 2015).

O biomarcador p53 € uma proteina que ao se expressar provoca Varias
respostas celulares (VOUSDEN; LU, 2002). Por meio de métodos de
imunocitoquimica foram realizadas pesquisas sobre a acumulagédo da p53 mutada em
tumores de bovinos (CARVALHO et al., 2005; CARVALHO et al., 2009) e utilizado em
casos de hematuria enzodtica bovina por Azevedo (2013).

A avaliacédo de algumas enzimas que estao ligadas diretamente nos processos
de apoptose das células € utilizada como método para quantificar a frequéncia de
células tumorais em apoptose, enzimas essas chamadas caspases. Essas enzimas
estdo presentes no citoplasma da maioria das células, apresentando em formas
inativas uma Unica cadeia polipeptidica, e sdo ativadas quando essa cadeia €
guebrada levando a apoptose (ROBERT; FRIEDLANDER 2003).

As caspases possuem mais de uma dazia de isoformas e cerca de dois tercos
apresentam funcdo no processo de apoptose. S&o denominadas as caspases
iniciadoras (caspases 8, 9 e 10) e as caspases executoras (caspases 3, 6 e 7) atuando
na via de sinalizacdo da apoptose (THORMBERRY; LAZEBNIK 1998). Dentre essas,
a mais estudada € a caspase-3 (DONOGHUE et al. 1999; DUKERS et al. 2002).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Comissao de ética

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES-Alegre), sob niumeros 03/2017
e 025/2020.

3.2. Local de estudo
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O local de realizacéo do estudo foi a microrregido do Caparad, Sul do Espirito
Santo, e incluiu os municipios de Ibitirama e Divino de Sao Lourenco (DSL) entre
agosto de 2019 a janeiro de 2020.

Foram identificadas e selecionadas seis propriedades rurais, por meio de visitas
nos municipios de lIbitrama-ES e Divino de S&o Lourenco-ES, com histérico de
hematuria enzodtica bovina nos altimos dois anos e que possuiam a planta Pteridium
sp. nas &reas de pastejo. Todos os proprietdrios concordaram em participar deste
estudo sob termo de consentimento livre e esclarecido. As propriedades foram
identificadas e georreferenciadas por meio de sistema de posicionamento global (GPS
portatii Garmin eTREX 10), a saber. Fazenda A (20°31'49.2"S 41°39'23.6"W) em
Ibitirama-ES, Fazenda B (20°32'16.6"S 41°37'10.9"W) em lbitirama-ES, Fazenda C
(20°36'38.6"S 41°44'37.0"W) em Divino de Sao Lourengo-ES, Fazenda D
(20°37'43.8"S 41°43'00.9"W) em Divino de Sao Lourenco-ES, Fazenda E
(20°35'20.5"S 41°41'27.6"W) em Divino de sdo lourenco-ES e Fazenda F
(20°34'56.5"S 41°38'21.8"W) em Ibitirama-ES (Figural).

Figura 1 - Mapa representativo da area amostral da microrregido do Caparad, Espirito
Santo, com a demarcacédo das propriedades rurais utilizadas no estudo da avaliacéo
da suplementacdo com selénio e vitamina E em bovinos com hematuria enzodtica,
entre agosto de 2019 a janeiro de 2020.

Ibatiba

Jeronimo Monteiro

1:411.025

Fonte: Ministério do Desenvolvimento Agrario, 2015 (Adaptado).
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3.3. Selecao dos animais

Para a selecdo dos animais, foram observados, ap06s indicacdo dos
proprietarios, todos os animais com quadro clinico de HEB ou se haviam apresentado
nos dois ultimos anos, confirmando ao analisar amostras de urina comprovando a
hematuria ou microhematuria. Foram selecionados todos os bovinos confirmados com
HEB, totalizando 18 bovinos, fémeas, com idade variando de quatro a 12 anos. Os
animais foram identificados por meio de brincos colocados na orelha direita contendo
os dados de: nome, seguido da letra V com numeracédo sequencial de 01 ao 22 (Tabela
1). Todos os animais foram alimentados durante todo o tratamento, seguindo a rotina
das propriedades, da mesma forma recebendo cana de aclUcar (Saccharum
officinarum) picada, Brachiaria sp. e foram mantidos nas mesmas areas de pastejo em
qgue foram identificadas com hematuria, conforme rotina de manejo alimentar das

propriedades.

Tabela 1. Identificacdo dos animais por propriedade de origem, idade e cidade para
avaliacao eficacia terapéutica do selénio associado a vitamina E em bovinos leiteiros
com hematuria enzoo6tica nos municipios de Ibitirama e Divino de S&o Lourenco (DSL),
ES, entre agosto de 2019 e janeiro de 2020.

Propriedade Municipio Identificacéo Idade
Fazenda A Ibitirama V1 6 anos
Fazenda A Ibitirama V2 7 anos
Fazenda A Ibitirama V4 6 anos
Fazenda A Ibitirama V6 7 anos
Fazenda A Ibitirama V7 5 anos
Fazenda A Ibitirama V8 7 anos
Fazenda B Ibitirama V10 5 anos
Fazenda B Ibitirama V11 11 anos
Fazenda B Ibitirama V12 12 anos
Fazenda C DSL V14 4 anos
Fazenda C DSL V15 5 anos
Fazenda D DSL V16 10 anos
Fazenda D DSL V17 6 anos
Fazenda E DSL V18 12 anos
Fazenda E DSL V19 11 anos
Fazenda F Ibitirama V20 6 anos
Fazenda F Ibitirama V21 6 anos

Fazenda F Ibitirama V22 7 anos
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3.4. Protocolo experimental

Os 18 bovinos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, denominados
grupo 1, grupo, 2, grupo 3 e grupo 4, separando por sorteio um animal em cada
fazenda para ser o controle e foram avaliados em 14 momentos experimentais
semanais, em que cada momento determinado como MO (momento inicial) até o
momento 14(M14). Os momentos corresponderam a avaliagdo dos animais no
momento inicial do experimento, durante as 13 semanas de suplementacdo e o
momento apos o Ultimo tratamento.

Os animais foram submetidos a suplementacdo parenteral via intramuscular
com selénio (FOSFOSAL ® - VIRBAC) uma vez por semana, por 13 semanas,
segundo Gierus (2007), associado a administracdo semanal de vitamina E (VITAMINA
E®, Laborvet) pelo mesmo periodo seguindo o protocolo experimental realizado por
LANNA NETA (2017) (Tabela 2).

O selénio utilizado na forma de selenito de sédio contido na formulacdo do
produto comercial FOSFOSAL® foi escolhido devido a concentracdo ser a maior
encontrada em produtos comerciais com 0 menor volume a ser administrado de forma

intramuscular.

Tabela 2. Grupos experimentais para avaliacao da eficacia terapéutica do Selénio
associado a Vitamina E em bovinos leiteiros com hematuria enzo6tica nos municipios
de Ibitirama e Divino de Sdo Lourenco, microrregido do Caparad-ES, de agosto de
2019 a janeiro de 2020.

Grupos NUumero de Selenito de Vitamina E*
experimentais animais sadio
Grupo 1 (controle)** 6 - 500 mg/ animal
Grupo 2 4 0,05 mg/Kg 500 mg/ animal
Grupo 3 4 0,10 mg/Kg 500 mg/ animal
Grupo 4 4 0,20 mg/Kg 500 mg/ animal

® Fosfosal (Glicerofosfato de sédio 5.5H20 -14g, Fosfato monossédico 2H20 -20,1g, Cloreto de cobre
2H20 -0,4q, Cloreto de potassio -0,6g, Cloreto de magnésio -2,5¢g, Selenito de sédio -0,24g) Virbac do
Brasil Industria e comércio Ltda- Av. Queiroz Filho, 1560 - Vila Leopoldina, Sdo Paulo - SP, 05317-000.
*Vitamina E (Acetato de alfa-tocoferol -2g) Labovet Produtos Veterinérios, Avenida banco do nordeste-
22, centro, centro industrial Subaé, Feira de Santana, Bahia CIS- Cep 4410-665, caixa postal 363.

**Q grupo controle recebeu por via parenteral i.m. a dose de 5SmL/animal de solucao fisioldgica.
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A dose de selénio foi calculada com base na concentracdo de selénio do
produto (vide bula nos anexos) em relacdo ao peso do animal em quilogramas
conforme formula (S*100/240)*P= D. Em que “S” representa a dosagem de selénio por
grupo experimental (0,05mg/Kg; 0,10 mg/Kg ou 0,20 mg/Kg), P é o peso do animal e

D é a dose em mililitros a ser administrada.

3.5. Avaliagdes clinicas e coleta das amostras

Inicialmente, os animais foram examinados clinicamente segundo Dirksen;
Grunder; Stober (1993) e foi realizada a coleta da urina nos momentos MO, M6 e M14
por micgdo espontanea em tubos de vidro de 5 mL, devidamente identificados e
acondicionados em caixas de isopor contendo gelo reciclavel. Em seguida
encaminhados para o Laboratorio de Patologia Animal do Hospital Veterinario
(HOVET) do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES) para a avaliagdo de macro e microhematuria conforme Falbo
et al. (2005).

Além disso, foi obtido o peso por meio de fita de pesagem propria para bovinos
e, depois, a cada sete dias, para o calculo da dose da suplementacéo e para avaliacdo
do ganho de peso. Os bovinos também foram avaliados em relagéo a intensidade da
presenca de sangue na urina, por observacdo da miccdo espontanea por método
semiquantitativo subjetivo baseado em escore variando de 1 ao 4 (1 = ausente, 2=
discreta, 3 moderada e 4= intensa).

Foram coletadas amostras de sangue no momento inicial e a cada 15 dias por
puncdo da veia caudal em tubos a vacuo de 5 mL com anticoagulante (heparina e
EDTA) e sem anticoagulante. As amostras foram devidamente identificadas,
acondicionadas em caixas de isopor contendo gelo reciclavel e transportadas até o
Laboratorio de Patologia Animal do HOVET-UFES. Essas amostras foram utilizadas
para as analises de hematdcrito, proteina sérica total, fibrinogénio, selénio, glutationa
peroxidase e antioxidantes totais.

As analises de sangue foram realizadas nos momentos MO, M2, M4, M6, M8,
M10, M12 e M14, que correspondem as coletas de material quinzenais.
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Nos momentos inicial (M0), momento 6 (semana 6) e no momento 14 (semana
14) foram realizados ainda lavado vesical para realizacdo do exame citoldgico,
segundo Azevedo et al. (2015). Bem como, para a técnica de imunocitoquimica com
a utilizacdo dos biomarcadores anti-caspase3 e anti-p53.

3.6. Processamento das amostras

Para a avaliagdo da existéncia de microhemataria colocou-se uma gota de
urina, centrifugada a 10 mil rpm por 5 minutos, na cadmara de Neubauer sob
microscopio optico classificando conforme Falbo et al. (2005).

A determinacdo do hematdcrito foi realizada com as amostras coletadas com
anticoagulante EDTA por meio do preenchimento de tubos capilares por gravidade em
3/4 de sua capacidade e em seguida centrifugados em microcentrifuga a 3.000
rotagbes por minuto, durante 10 minutos e realizado em seguida a leitura em tabela
prépria.

Como descrito por Falbo et al. (2005) foi realizado a determinacao de proteina
plasmatica total, proteina plasméatica e calculado por meio da subtracdo de uma pela
outra o fibrinogenio.

As amostras de sangue com heparina foram utilizadas para a determinac¢éo dos
niveis de selénio e de glutationa peroxidase e foram transferidas para microtubos de
1,5 mL (tipo criotubos) e acondicionados em freezer -80°C até o processamento.

A fim de realizar os exames para glutationa peroxidase foram utilizadas as
amostras de sangue descongeladas em banho-maria a temperatura de 36°C e
utilizando-se o kit comercial (RANDOX, RS 505, SC692 Crumlin, UK), e seguindo a
técnica descrita pelo fabricante.

As amostras de sangue sem anticoagulante foram utilizadas para a
determinacdo dos niveis de antioxidantes totais e selénio. Para isto, foram
centrifugadas a 3000 rota¢des por minuto durante 10 minutos em centrifuga de tubos
(centrifuga). Em seguida, o soro foi transferido para microtubos de 1,5 ml (tipo

criotubos) e acondicionados em freezer -80°C até o processamento.
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Os niveis de antioxidantes totais foram mensurados utilizando o kit comercial
(SIGMA-ALDRICK, MAK334, St. Louis. MO. USA), e seguindo a técnica conforme o
fabricante.

As amostras de lavado vesical foram submetidas a centrifugacdo em
citocentrifuga (Citocentrifuga TekLab® Citologica CT1) durante cinco minutos sob
rotacao de 1500 rpm para confecgao das laminas. Foram utilizados 50 yL de lavado
vesical para cada citofunil, obtendo-se um total de cinco laminas por animal por
momento. Uma das laminas foi corada pelo método de Giemsa e avaliadas quanto a
celularidade e presenca ou ndo de neoplasias. As demais laminas foram utilizadas
para a técnica de imunocitoquimica padronizada no Laboratério de Patologia Animal

do CCAE-UFES utilizando-se os anticorpos anti-caspase 3 e anti-p53.

3.7. Anédlise estatistica

A realizacdo da analise estatistica de todas as variaveis estudadas utilizou-se
0 programa estatistico Graphpad prism 9.0.0 aplicando, simultaneamente, os testes
estatisticos ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Friedman e foram aplicados com
nivel de significancia de 5%. O teste de Kruskal-Wallis foi para avaliar o efeito
tratamento, enquanto o teste de Friedman, para avaliar o efeito tempo dentro de cada
tratamento. Ambos os testes foram seguidos pelo teste de comparacdao multipla de
Dunn.

Estatisticamente foram avaliadas as varidveis quanto ao efeito tratamento e
efeito tempo. Para a andlise do efeito tratamento, os dados obtidos de cada momento
amostral foram comparados entre os diferentes grupos. Para avaliacdo do efeito
tempo foram comparados dentro de cada grupo os dados dos diferentes tempos
amostrais.

Para a avaliacdo citopatologica do lavado vesical e os biomarcadores foi

utilizada estatistica descritiva baseada em percentuais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Peso

Em relacdo ao peso corporal dos animais, verificou-se que nao houve diferenca
no ganho de peso entre 0s grupos experimentais. Porém, houve diferenca significativa
ao se avaliar o efeito tempo dos animais do grupo 1 entre o momento 2 e 8

demonstrando peso maior no momento 2 em relacdo ao momento 8 (Tabela 3).

Tabela 3 - Pesos dos animais em quilogramas distribuidos em grupos experimentais
em diferentes momentos submetidos a suplementacdo com Se associado a vitamina

E em bovinos com HEB.

Peso dos animais

Momento Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
MO 434,0 A2 409,5 Aa 405,5 Aa 385,542
(326,3 |-| 506,0) (382,0|-| 551,0) (332,5]|-] 499,5) (358,0|-|422,0)
M2 405,0 Aab 388,5 A2 376,0 A2 379,542
(335,0 |-| 467,8) (361,0[-| 503,8) (308,5|-| 442,8) (309,3|-|422,0)
M4 385,5 Aa 394,5 A3 370,0 A2 364,5 A2
(330,3 |-| 460,5) (364,0|-| 484,3) (301,0|-| 436,0) (306,5|-|412,8)
M6 398,0 A2 367,0 A2 382,542 367,042
(331,0 |-| 472,5) (362,5|-| 472,0) (318,3|-| 440,8) (311,5]-| 453,3)
M8 378,5 Ax 391,0 A2 382,042 376,0 A2
(330,3 |-| 449,0) (340,8|-|470,5) (319,8]|-|] 430,0) (358,0]-|394,0)
M10 395 Aa 373 4 364 Aa 361,542
(328,8 |-| 454,5) (358 |-| 443,5) (309,3 |-| 430) (317 |-| 394)
M12 394,0 A2 394,0 A2 357,0 A2 376,0 A2
(333,8 |-| 456,0) (351,3|-| 452,5) (314,8]|-|428,5) (321,3]|-|397,0)
391,542 379,0 A2 385,0 A2 367,042
M14 (325,5 |-| 448,5) (361,0]-] 489,0) (373,0]|-|] 441,0) (348,3]-| 400,8)

Medianas (1° quartil |-| 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra minuscula na
coluna néo diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significAncia de 5%.

Esses dados corroboram com os obtidos por Lawer et al. (2004) em estudo com
diferentes fontes de selénio por via oral para suplementacdo de novilhos que néo
observaram relacdo da suplementacdo com o ganho de peso dos animais e a
eficiéncia alimentar, j& que os grupos tratados ndo apresentaram diferencas

significativas.
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Contudo, nao foram observados os mesmos resultados obtidos por Lanna Neta
(2018) obtendo em seus resultados ganhos de peso em seus experimentos nos
animais tratados com diferentes doses de Selénio. O estudo realizado por Lanna Neta
(2018) foi desenvolvido com as mesmas caracteristicas deste, porém com animais e
propriedades que se diferem deste e por ndo informar o periodo do ano realizado,
pode ter sido em época que a disponibilidade de matéria verde nas pastagens poderia
ter sido mais abundante justificando o ganho de peso.

Lawler etal. (2004) em seus estudos suplementando novilhos com diferentes
fontes de selénio ndo observou relacdo com a eficiéncia alimentar e o ganho de peso
corroborando com este trabalho.

Por outro lado, em estudo realizado por Meirelles (2009) com diferentes fontes
de selénio na suplementacdo de bovinos da raga Brangus foram encontradas
diferencas significativas do ganho de peso e rendimento de carcaca entre as
diferentes dosagens de selénio administradas em relacdo ao grupo controle. Porém,
esse mesmo estudo nao identificou diferenca entre as diferentes fontes de selénio
utilizadas, ou seja, ndo houve diferenca entre a utilizacdo de selénio organico ou
inorganico.

Analisando as diferencas de peso entre os momentos 2 e 8 do grupo controle,
pensa-se que fatores como o periodo de realizacdo do experimento por ser em sua
maioria na época de seca na regido, animais gestantes e mudancas de areas de
pastagens podem ter contribuido para esse resultado.

O fato de o inverno ter iniciado a época do estudo pode explicar o
comprometimento da qualidade das forrageiras, radiacdo solar, disponibilidade de
agua e temperaturas mais baixas conforme citado por Santos, Gomes e Fonseca
(2014). Desta forma a diferenca de peso percebida pode ser justificada pela qualidade
e oferta de alimento que se encontrava diminuida. Somado a isso 0s animais
gestantes necessitam de maior aporte nutricional e levando em consideragcédo as
condi¢cOes alimentares esclarecidas pode ter favorecido para a diferenca de peso

observada entre os momentos do grupo controle em relagéo ao tempo.

4.2. Intensidade da hematuria
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O quadro clinico de hematuria observado nos diferentes grupos e em
diferentes momentos nos revela diferenca significativa na reducéo da hematuria entre
0 grupo controle e o grupo 1 demonstrados nos momentos 4, 6, 14. Contudo, ao se
analisar ao longo do tempo, esta variavel ndo se obtém diferenga significativa em

nenhum dos grupos experimentais (Tabela 4).

Tabela 4 - Avaliacdo semi-quantitativa do grau de hematuria pela avaliacdo clinica da
micgao espontanea, classificado em escore variando de 1 a 4 (1= ausente, 2= discreta,
3= moderada e 4= intensa), em bovinos com HEB suplementados com Se associado
a vitamina E em diferentes momentos experimentais.

Hematuaria
Momento Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
MO 4,004 1,50 A2 2,00 A2 3,00 A2
(1,75|-]4,00) (1,00[-|3,50) (1,25|-|3,50) (2,00|-|4,00)
M4 3,00 A8 1,00 #a¢ 1,50 A2 3,00 A2
(1,75|-]4,00) (1,00[-|1,75) (1,00]-|3,50) (2,25|-|3,00)
M6 3,50 AaP 1,00 A& 2,50 A2 2,00 #2
(2,00]-]4,00) (1,00]-|1,00) (1,25]-|3,00) (1,25]-|3,50)
M8 3,50 Aa 1,00 7@ 1,00 7@ 3,00 A2
(2,00[-|4,00) (1,00]-|1,00) (1,00]-]3,25) (2,25]-3,75)
M10 2,25 Aa 1,00 7@ 1,00 7@ 3,00 A2
(1,00|-]4,00) (1,00|-|1,00) (1,00]-|3,25) (2,25|-|3,00)
M12 2,25Aa 1,00 Aa 1,00 A2 3,00 #2
(1,75|-]4,00) (1,00[-|1,00) (1,00]-|3,25) (1,50|-|3,75)
3,50 AaF 1,00 #a¢ 1,00 A2 4,00 Aa
M14 (1,75|-]4,00) (1,00[-|1,75) (1,00]-|3,25) (2,50|-|4,00)

Medianas (1° quartil |-| 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra minlUscula na
coluna néo diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significAncia de 5%.
O momento 2 foi considerado como parcela perdida devido ao baixo nUmero de amostras.

Os resultados encontrados corroboram com os obtidos por Lanna Neta (2018),
gue avaliou bovinos intoxicados por Pteridium sp. e com hematuria enzodtica na
mesma regido geografica e suplementou animais com vitamina E e Se.

Os resultados observados revelam reducdo da hematuria apds a terceira
semana de suplementacao no grupo 2 que utiliza a menor dose de Se corroborando
com os resultados obtidos por Lanna Neta (2018) que ao avaliar bovinos intoxicados
por Pteridium sp. e com hematuria enzootica na mesma regiao geografica também
obteve reducéo da hematuria nos grupos suplementados com vitamina E e selénio em

relacéo ao grupo controle (Figura 2).
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Figura 2 - Variagdes na intensidade da hematuria dos bovinos com HEB utilizados na
avaliacdo da suplementacdo com Se e vitamina E, microrregido do Caparad, entre
agosto de 2019 e janeiro de 2020, revelando em A) Animal V10, grupo 2, revelando
hematuria grau 4 (momento 0); B) Animal V10, grupo 2, revelando hematuria grau 1
(momento 6); C) Animal V14, grupo controle, revelando hematuria grau 3 (momento
7) e D) Animal V15, grupo 2, hematuria grau 1 (momento 7).

Para a caracterizacdo dos animais como cronicamente intoxicados pela
samambaia, a existéncia da macrohematuria € um dos sinais mais importantes, que
se caracteriza pela presenca de sangue na urina visivel macroscopicamente. Por outro
lado, a microhematuria encontrada nos animais pode estar relacionada aos periodos
de remissédo da doenca, podendo o quadro ndo ser observado durante dias, semanas
Oou meses sem sangramento, levando a acreditar que ainda ndo houve o
acometimento neoplasico da bexiga, mas pode cursar com petéquias e equimoses na
mucosa vesical como citado por Tokarina et al. (2012).

De acordo com Silva et al. (2009) em estudo realizado em propriedades

leiteiras, na mesma regido do Caparadé no Sul do Espirito Santo, verificou-se
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prevaléncia de 56,4% de hematdria enzodtica nos animais avaliados com 100%
revelando macrohematuria.

Neste estudo a microhematuria foi pouco observada nos animais, porém, ndo
menos importante que os quadros de macrohematuria, pois estdo associados aos
tipos de lesbes vesicais, se neoplasicas ou ndao neoplasicas. Neste sentido, pode-se
supor que os quadros de microhematuria sdo menos prejudiciais em um contexto geral
para o organismo animal devido a causar menos perda de sangue e,

conseguentemente, menos anemia.

4.3. Hematdcrito, proteina sérica total e fibrinogénio

4.3.1 Hematécrito

Na andlise estatistica do hematocrito nesse estudo pode-se observar
diferencas significativas entre o grupo 1 e 2 nos momentos 8 e 14 demonstrando
melhora no quadro de anemia pelo aumento perceptivel das taxas de hematdcrito.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas ao longo do tempo (Tabela
5).

Tabela 5 — Avaliacdo do hematdcrito de bovinos com HEB suplementados com Se
associado a vitamina E em diferentes momentos experimentais.

Hematocrito %

Momento Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4




MO 20,50 Aa 28,00 Aa 24,00 Aa 23,00 Aa
(17,25]-[24,50)  (22,00]-|33,25)  (21,75|-[27,00)  (12,00|-|28,00)

M2 18,00 Aa 26,50 Aa 26,00 Aa 19,25 Aa
(15,25]-[20,75) (13,75 |-|33,25)  (18,50|-]27,50)  (11,63|-|23,5)

M4 22,25 Aa 26,50 Aa 24,50 Aa 21,50 Aa
(17,25]-[24,00)  (25,00[-|32,50)  (21,50]-]29,75)  (15,25|-|25,50)

M6 21,50 Aa 24,50 Aa 22 50 Aa 23,00 Aa
(18,50]-[23,75)  (23,25|-|31,00)  (21,25|-[27,50)  (17,50|-|26,25)

M8 20,00 A28 26,00 AaC 23,00 Aa 21,50 Aa
(16,75]-[23,25)  (25,25|-|32,00)  (22,00]-]27,75)  (17,50|-|24,00)

M10 20,50 Aa 26,00 Aa 25,00 Aa 20,00 Aa
(18,75|-[25,25)  (24,25|-|30,00)  (22,00]-]25,75)  (10,50|-]27,25)

M12 20,00 Aa 25,00 Aa 23,50 Aa 20,50 Aa
(17,75]-[21,25)  (24,00[-|30,50)  (20,00]-|25,50)  (13,25|-|26,25)

20,00 AaD 26,00 A4E 22 50 Aa 17,00 Aa
M14 (18,25-]21,5)  (23,50||31,50)  (17,50]-[23,38) (12,25|-]24,75)
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Medianas (1° quartil |-] 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra minldscula na
coluna néo diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significAncia de 5%.

Para bovinos que sdo acometidos pela hematiria enzooética bovina se observa
como um dos sinais clinicos a anemia e, ao se fazer exames laboratoriais, percebe-
se 0 hematdcrito abaixo do limite comparado com os valores considerados normais
para a espécie, além da fragilidade eritrocitaria aumentada e anemia progressiva
(RADOSTITS et al., 2007; RIBEIRO-SOTO BLANCO, 2020; SILVA et al 2009).

Considerando os valores de 24% de hematdcrito como o limiar para considerar
o0 bovino como anémico ou ndo podemos notar neste estudo que no grupo 2 em
relacdo ao 1 os valores que estavam abaixo de 24% se elevaram, ou seja, verificaram-
se valores entre 24% e 46% o que € considerado normal para a espécie de acordo
com Jain (1993).

Segundo Thrall (2015), dentre as causas da anemia nos animais estao as
perdas de sangue por hemorragias e os resultados encontrados neste estudo
revelaram que a suplementacdo com o selénio na menor dose contribuiu para reducéo

da anemia apos sete semanas de tratamento.

4.3.2 Proteina Plasmatica Total

Ao se analisar os resultados de proteina plasméatica notou-se que os valores

estavam dentro da normalidade para a espécie bovina (Tabela 6).
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Tabela 6 - Avaliacdo da proteina plasmatica total de bovinos com HEB
suplementados com Se associado a vitamina E em diferentes momentos
experimentais.

Proteinas plasmaticas totais g/L

Momento Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

MO 6,95 A2 8,20 A2 7,90 A2 7,00 A2
(6,30 |-| 7,55) (7,45 |-| 8,35) (7,20 |-| 8,15) (6,20 |-| 7,90)

M2 7,05 A2 7,90 A2 7,70 A2 7,05 Aa
(6,12 || 7,40) (6,22 |-| 8,60) (7,60 |-| 8,10) (6,50 |-| 7,35)

M4 6,902 7,60 A2 7,40 A2 6,70 A2
(5,90 |-| 7,35) (7,40 |-| 7,95) (6,75 |-| 8,05) (5,45 |- 7,35)

M6 6,65 A2 7,65 A2 7,30 A2 6,85 Aa
(6,87 |-| 7,25) (7,05 |-| 8,02) (6,47 |-| 7,90) (5,82 |- 7,35)

M8 7,00 A2 7,90 A2 7,50 A2 6,90 A2
(6,25 |-| 7,60) (7,35 |-] 8,30) (6,80 |-| 7,90) (6,65 |-| 7,90)

M10 6,90 A2 7,40 A2 7,50 A2 6,80 A2
(6,55 |-| 8,10) (7,20 |-| 8,50) (7,10 |-| 8,20) (6,30 |-| 8,20)

M12 6,80 A2 8,00 A2 7,30 A2 6,70 Aa
(6,25 |-| 7,10) (7,70 |-] 8,15) (7,00 |-| 8,00) (5,60 |-| 7,95)

7,00 A2 8,00 A2 6,80 A2 6,70 Aa
M14 (6,50 |-| 7,40) (7,70 |-|] 8,15) (6,52 |-| 7,60) (5,65 |-| 7,75)

Medianas (1° quartil |-] 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra mintscula na
coluna néo diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significAncia de 5%.

4.3.3 Fibrinogénio

N&o foram encontradas alteracdes significativas para a valores do fibrinogénio
em nenhum dos momentos dos tratamentos aplicados, ficando a média geral dentro
da normalidade 300 a 700 mg/dL, segundo Schalm e Jain (1986) (Tabela 7).

Tabela 7 — Avaliacéo do fibrinogénio plasmatica de bovinos com HEB suplementados
com Se associado a vitamina E em diferentes momentos experimentais.

Fibrinogénio plasmatico mg/dL

Momento Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
MO 600 A2 400 Aa 600 A2 600 A2
(350]-|800) (125|-]1050) (525|-|600) (100|-|800)
M2 450 Aa 550 Aa 600 A2 150 A2
(275]-|900) (-875|-]100) (250]-|950) (25]-|650)
M4 400 Aa 100 A2 200 A& 200 Aa
(275|-|450) (150]-|200) (100]-|500) (O]-]400)



M6 300 Aa 600 Aa 400 Aa 200 Aa
(200-|975) (425|-850) (225|-/500) (25|-|750)

M8 400 Aa 400 Aa 500 Aa 400 Aa
(200]-|1000) (250]-]400) (400]-|600) (250-|550)

M10 600 Aa 250 Aa 400 Aa 200 Aa
(350]-825) (200-675) (325|-850) (200]-/500)

M12 600 Aa 500 Aa 500 Aa 300 Aa
(500]-|725) (400]-|600) (100]-|675) (225|-|375)

350 Aa 250 Aa 250 Aa 400 Aa
M14 (200]-]400) (200]-/675) (50]-|375) (250|-]400)
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Medianas (1° quartil |-] 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra minldscula na
coluna néo diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.

O fibrinogénio é a proteina mais usada para avaliar a reacao de fase aguda nos
bovinos. Além disso, a concentracdo do ferro sérico ou plasmatico diminui
rapidamente em resposta a inflamacdo (MURATA et al.,, 2004; DETIVAUD et al.,
2005). O ferro, por sua vez, € um nutriente essencial a homeostasia, uma vez que
participa na sintese da hemoglobina, no transporte de elétrons, na sintese do DNA e
em outras reacdes enzimaticas. A atuacdo dele como cofator de enzimas na sintese
de DNA torna os tecidos com atividade proliferativa vulneravel ao estado de
deficiéncia, em especial aqueles com intensa atividade de divisdo celular, como o
sistema hematopoiético (formacdo e desenvolvimento das células sanguineas),
tornando os animais mais suscetiveis ao desenvolvimento da anemia (RODRIGUES
et al., 2020).

Neste estudo verificou-se melhora da reacdo inflamatoria no decorrer do
experimento o que pode sugerir que também tenha ocorrido melhora na resposta
hematoldgica. Este fato aconteceu também com o grupo controle que né&o foi
suplementado com selénio, o que leva a crer que nessa situacdo houve influéncia da
vitamina E.

Ao se correlacionar com os valores obtidos com a proteina plasmatica total
observou-se que no momento 0 (MO) o grupo 1 apresentava valor médio de 11,0895:1,
no grupo 2 valor de 15,2381:1, grupo 3 valor de 13,4782:1 e no grupo 4 valor de
10,55:1. Esses dados sugerem que os grupos 1, 3, e 4 apresentavam reacao

inflamato6ria no momento inicial (M0) e, no momento 14, isso nao foi mais observado.

4.4 Antioxidantes totais
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Para os niveis antioxidantes totais (AT) avaliados pode-se perceber diferenca
significativa para o efeito tempo no grupo controle entre M8 e M12 com concentracfes
mais baixas no momento M12. Foi observado também diferenca significativa para o
efeito tempo no grupo 2, entre os momentos MO e M14 e M12 e M14, com niveis mais
acentuados no momento M14. Ao avaliar o efeito tratamento, observou-se diferenca
significativa entre o grupo 1 e grupo 2, no momento M14, apontando para maiores

concentracdes de AT no grupo 2 (Tabela 8).

Tabela 8 — Niveis de antioxidantes totais de bovinos com HEB suplementados com
Se associado a vitamina E em diferentes momentos experimentais.

Niveis de antioxidantes totais

Momento Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
0,06542 0,082 Aae 0,086 A2 0,072 A2
MO (0,058]-|0,078) (0,067]-|0,092) (0,078|-|0,094) (0,065|-|0,090)
0,090 A2 0,100 A2 0,090 A2 0,087 A2
M2 (0,078J-|0,202) (0,090 |-|0,2113) (0,082]-|0,202) (0,083|-|0,131)
0,084 A2 0,091 A2 0,076 A2 0,083 A2
M4 (0,072]-|0,095) (0,074]-|0,099) (0,068|-|0,089) (0,062]-|0,104)
0,081 A2 0,088 A2 0,082 A2 0,094 A2
M6 (0068]-|0,091) (0,071]-|0,093) (0,068|-|0,092) (0,076]-|0,094)
0,097 Aab 0,096 A2 0,090 A2 0,087 A2
M8 (0,081]-|0,102) (0,093|]-|0,096) (0,084|-|0,094) (0,081]-|0,091)
0,078 A2 0,100 A2 0,086 A2 0,085 A2
M10 (0,0741-|0,104) (0,090|-|0,110) (0,078|-|0,103) (0,074|-|0,097)
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0,063 Aac 0,072 Af 0,078 Aa 0,073 Aa
M12 (0,058]|0,073)  (0,068|-|0,080)  (0,059|-/0,087) (0,057|-|0,092)

0,078 Aad 0,101 Aag 0,088 Aa 0,084 Aa
M14 (0,076]-[0,085)  (0,100[-|0,116)  (0,078]-[0,111)  (0,070]-|0,094)

Medianas (1° quartil |-] 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra minlUscula na
coluna nao diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.

Modificacbes de proteinas celulares, lipidios, e &cidos nucleicos séo
consequéncias do estresse oxidativo que ocorre pelo desequilibrio entre a producéo
de radicais livres e as defesas antioxidantes (FINKEL; HOLBROOK, 2000). Desta
forma, ocorrem lesBes irreversiveis e modificacdes nos componentes celulares
(GARREL et al.,, 2010). Assim, manter o processo oxidativo dentro dos limites
fisiologicos é o objetivo do sistema de defesa antioxidante impedindo que se
multipliguem e causem danos sistémicos irreparaveis (BARBOSA, 2010) os quais sédo
responsaveis por muitos processos patologicos (SOCHOR et al., 2010).

A reducdo dos niveis de antioxidantes totais ao longo do tempo observado no
grupo 1 nos leva a crer que sédo devido aos mesmos fatores relatados para a variavel
peso, devido ao periodo de seca que foi realizado o estudo, pois € quando possui
baixa qualidade nutricional das forrageiras utilizadas na alimentacdo desses animais,
assim como a gestacao de alguns animais e a mudanca de areas de pastagem.

Segundo Samodra (2014), vacas leiteiras em seu ciclo reprodutivo e produtivo
possuem varios desafios metabodlicos podendo ocorrer déficit de vitaminas e minerais,
isso por balancos energéticos negativos que podem ocorrer e esses deficit pode ser
dos componentes com propriedades antioxidantes como o selénio e vitamina E.

Como consequencia do estresse oxidativo segundo Finkel e Holbrook (2000),
ocorrem as modificagbes de proteinas celulares, lipidios, e &cidos nucleicos, isso
devido a disparidade entre a formacéo de radicais livres e as defesas antioxidantes.
Com isso, acontecem modificagbes nos componentes celulares e lesdes irreversiveis
(GARREL et al., 2010). Entéo, a principal funcdo do sistema de defesa antioxidante &
manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiolégicos ndo permitindo a producéo
exacerbada de radicais livres e como consequéncia 0s danos sistémicos e
processos patologicos causados por esses ao organismo (Barbosa 2010, Sochor et
al. 2010).
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A suplementacdo com Se. associado com vitamina E na dose de 0,05 mg/ Kg
(grupo 2) acarretou aumento dos niveis de antioxidantes totais ao longo do
experimento indicando para maiores niveis de antioxidantes apos 13 semanas de
suplementacdo, demostrando a efetividade das propriedades antioxidantes do Se e
vitamina E. Ao se avaliar conjuntamente o efeito sobre as varidveis hematuaria e
hematdcrito, o grupo 2 também apresentou os melhores resultados clinicos para a
reducdo da hematuria e aumento do hematdcrito. Assim, € possivel sugerir que o
efeito antioxidante do Se associado a vitamina E foram responséaveis pelas melhoras

clinicas observadas.

4.5 Glutationa peroxidase

Ao analisar a atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase pelo efeito
tempo pode-se notar diferenca significativa no grupo 4 entre os momentos M8 e M14,
com atividade superior no momento M8. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 9).

Tabela 9 — Atividade da enzima glutationa peroxidase no sangue total de bovinos com
HEB suplementados com Se associado a vitamina E em diferentes momentos
experimentais.

Glutationa peroxidase

Momento Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
1425 Aa 169,5 A2 168,5 Aa 135,542
MO (142,8|-[172,5) (160,8|-|236,0)  (141,3|-|]183,0) (128,0|-|182,0)
129,0 Aa 140,5 A2 127,5 A2 157,5 A4
M4 (120,3]-|153,0) (117,0]-|205,3) (117,8/-|]132,8) (118,0|-|]172,3)
122,544 163,5 Aa 1445 A2 187,0 A2
M6 (100,5]-|154,0) (129,0]-|237,8) (127,8]-|169,5) (155,0]-|]227,3)
183,572 227,574 217,544 246,5 A
M8 (168,3]-|257,5) (179,3]-|266,8) (154,8]|-|254,8) (190,5|-|265,0)
120,0 A2 134,5 A2 159,5 Aa 77,542
M12 (75,0]-]205,8) (75,0]-)1283,3) (59,5|-1269,3) (62,5]-|182,5)
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184,5 Aa 199,0 Aa 182,0 Aa 71,00 Aac
M14 (159,0-[208,5)  (83,5|-261,3)  (89,25|-[247,8)  (38,5]-|182,3)

Medianas (1° quartil |-] 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra minldscula na
coluna nao diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.
Os momentos 2 e 10 foram considerados como parcela perdida devido ao baixo nimero de amostras.

Nota-se neste estudo um aumento na atividade enzimatica da glutationa
peroxidase apdés a sétima semana de suplementacdo, reduzindo apés a ultima
aplicacdo que ocorre na décima terceira semana de realizacdo do trabalho. Nesta
pesquisa observou-se diferencas significativas para o aumento da atividade da
glutationa peroxidase nos grupos que receberam suplementagcdo com Se em relacao
ao grupo controle.

O controle das reacfes oxidativas prejudiciais ao organismo € realizado por
mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (EREL, 2004). Dos
enzimaticos podemos citar os antioxidantes que eliminam os radicais livres formados
de outras moléculas no qual a glutationa peroxidase esta incluida (NEMEC et al.
2000).

A determinacdo da quantidade separadamente dos diferentes antioxidantes &
dificil, isso pela possibilidade das interacdes entre eles no organismo, podendo
representar quantidade menor em relacéo ao estado antioxidante geral (PRIOR; CAO,
1999).

Com isso a capacidade antioxidante representa uma das maneiras de como o
organismo pode se proteger contra os radicais livres inibindo ou evitando reagdes
oxidativas nas biomoléculas (EREL, 2004)

A utilizacdo de selénio e vitamina E em suplementos na producédo animal tem
sido bastante empregado, pois estes associados possuem varios efeitos benéficos na
reproducdo, como a influéncia da viabilidade dos espermatozoides em machos e
efeitos antioxidantes nos ovarios e utero nas fémeas. Também tem efeitos nas
glandulas mamarias melhorando o mecanismo de defesa diminuindo o indice de
mastite (SMITH et al., 1984; WILD, 2006; SMITH, 2000; SANTOS, 1999). Porém, os
efeitos do selénio precisam ter maiores estudos quanto aos efeitos em animais
intoxicados cronicamente por Pteridium sp.

Os niveis essenciais e toxicos do selénio tem seus limites bastante estreitos,

variando de acordo com a via de administracdo, dessa forma, por via oral os niveis
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ideais de selénio estdo por volta de 0,1ppm, € no maximo 0,5ppm, enquanto, na
administracdo por via intramuscular, a dosagem indicada € de 0,1mg/Kg de aplicacéo,
sendo a dosagem toxica a partir 0,3mg/Kg (GONZALEZ, 2000). Neste estudo as
dosagens utilizadas foram de acordo com Gerius (2007) e nédo foram verificados sinais
de toxidez nos animais avaliados.

A vitamina E tem a capacidade de diminuir a formacao de peroxidos por meio
da quelacao de espécies reativas de oxigénio, protegendo assim a membrana lipidica,
receptores e outros componentes celulares que envolvem a modulacdo da resposta
imunologica (MEYDANI, 1995). Com isso, foi demonstrado por Nidiweni e Finch (1996)
gue a suplementacdo com vitamina E e o selénio aumenta a quimiotaxia, a migracao
e a fagocitose dos neutréfilos de bovinos contra Staphylococcus aureus. Porém, pouco
se sabe ainda sobre mecanismos de estimulacdo da resposta imunolégica em
bovinos.

Conforme citado por McDowell (1992) pequena parte do selénio do solo esta
disponivel para a vegetacao, entretanto, em solos 4cidos essa disponibilidade se torna
ainda mais reduzida o que faz com que as plantas desses locais, que sao utilizadas
para a alimentacdo dos bovinos, apresentem baixas concentracées deste mineral.
Assim, é importante salientar que a hematdria enzodtica bovina ocorre mais em
regides de solos acidos (SILVA et al., 2009; LANNA NETA, 2017) corroborando com
a caracteristica principal da regido em que se realizou este estudo, ou seja, a de baixa
concentragéo de selénio nas vegetagoes.

4.6 Lavado vesical e biomarcadores

Dos animais avaliados, somente cinco revelaram lesdes vesicais do tipo
neoplasicas e uma lesdo nao neoplasica do tipo inflamatoria. Dentre os animais que
apresentaram lesfes neoplasicas verificou-se a expressao do biomarcador p53 em
trés animais, enquanto caspase-3 foi verificada em quatro animais. Os biomarcadores
revelaram marcacdo de fraca a moderada intensidade, porém sempre com baixa
celularidade nas amostras. Devido a isso, ndo foi possivel estabelecer relagdo entre a

expressdo dos biomarcadores e a progressao tumoral, entretanto, houve uma
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tendéncia de marcacdo mais fraca nas amostras dos animais no decorrer dos

tratamentos (Figura 3).

Figura 3 - Fotomicrografia de citologia de lavado vesical de bovino com HEB
revelando em A) Imunomarcacdo positiva fraca de p53 (nuclear), amostra V15,
Fazenda C, momento 0; B) Imunomarcacdo positiva, moderada de caspase-3
(citoplasmética), amostra V19, fazenda E, momento 0. Objetiva de 10x.

L 4

Para se detectar a hematuria, Azevedo et al. (2015) testaram diferentes
técnicas de diagnostico por meio de coleta do lavado vesical recuperando todo o
liquido vesical infundido ou recuperando apenas o ultimo lavado. Estes autores
observaram células epiteliais em 60% dos casos, ndo sendo possivel classificar
nenhuma amostra como hiperplasica ou neoplasica. Esta técnica, utilizada de forma
isolada, pode ndo trazer resultados significativos, porém, pode ser uma ferramenta
importante quando existe microhematuria. Neste presente estudo através desta
técnica pode-se identificar que cinco animais revelaram lesGes vesicais do tipo
neoplasicas e uma lesdo ndo neoplasica do tipo inflamatéria.

Azevedo et al. (2015) também citaram algumas desvantagens desta técnica em
gue as amostras obtidas por meio do lavado vesical podem muitas vezes nao revelar
0 acometimento neoplasico desses animais.

As lesdes nao neoplasicas da HEB sao caracterizadas principalmente por
ectasias e dilatacGes vasculares. Seguindo neste contexto, existem varios estudos
gue comprovam o envolvimento do estresse oxidativo na aterogénese e sugerem que
o0 consumo de alguns antioxidantes possa ter resultados importantes no tratamento de
doencas cardiovasculares (THOMSON et al., 2007). Sabendo disso, é possivel que o
selénio associado a vitamina E possam causar reducéo de vasodilatacdo na vesicula

urinaria de bovinos com HEB.
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A utilizacdo do selénio neste trabalho como alternativa para diminuir a
intensidade de hematuria nos animais cronicamente intoxicados demonstrou-se como
boa alternativa, pois as utilizacdes da menor a maior dosagem propostas
apresentaram-se viaveis. Porém, o tratamento de maior dosagem esta proximo a
dosagem toxica, o que configura um risco. Entdo, observando limiar de toxidez desse
elemento para bovinos, acredita-se que a utilizacdo da menor dosagem ou da
dosagem intermediaria seria mais seguro minimizando os riscos de intoxicagdo nos

animais.

5 CONCLUSOES

Conclui-se que a suplementacdo com selénio associado a vitamina E em
bovinos leiteiros com hematulria enzodtica causa melhora do quadro clinico de
hematuria, aumenta os niveis de antioxidantes totais, porém nao interfere na atividade
da glutationa peroxidase. No entanto, ndo foi possivel se estabelecer relacédo entre a
expressdo dos biomarcadores e a progressao tumoral com a suplementacdo com

selénio e vitamina E.
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Anexo 1
TERMO DE CONSENTIMENTO DO USO ANIMAL

Eu, , estou permitindo a participagao

do(s) meu(s) animal(is) no estudo denominado “Deteccéo de ptaquilosideo em
samambaia (Pteridium aquilinum) de diferentes regides do Espirito Santo e
eficacia terapéutica de selénio associado a vitamina E em animais intoxicados
cronicamente pela planta”, que busca obter informagdes sobre a doenga na regido
e encontra-se devidamente aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de Animais da
UFES.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios,
tais como: realizacao gratuita de exames e indicagdes para resolucéo do problema.

Estou ciente de que o(s) meu(s) animal(is) sera(ao) atendido(s), respeitado(s)
e recebera(ado) os cuidados necessarios, como qualquer outro elemento submetido da
mesma forma a procedimentos onde nao estejam sendo utilizados para fins de
pesquisa. Também estou ciente de que qualquer procedimento envolve riscos, mas
gue, na medida do possivel, estes serdo minimizados.

Também fui informado de que posso recusar a participacdo do(s) meu(s)
animal(is) no estudo, ou retirar meu consentimento a qualguer momento, por desejar
sair da pesquisa, havendo a necessidade apenas de comunicacdo prévia com a
Equipe de Pesquisa para realizacdo de uma coleta de material para a finalizagcédo do
estudo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo os professores Dra.
Louisiane de Carvalho Nunes, Dr. Rafael Otaviano do Rego, Dr. José Carvalho de
Oliveira Neto, o médico veterinario Eduardo Vargas de Oliveira, bem como estudantes
de iniciacéo cientifica do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do
Espirito Santo (Renata de Paula Santos, Marcos Paulo Brinati Miranda, Caio Alves
Cardoso) e com eles poderei manter contato pelos telefones: (28) 98804-5235 e (28)
99935-2068, ou no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo (28)
3552-8797.

E assegurada a assisténcia dos animais envolvidos no projeto, durante toda
pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a todas as informacles e

esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que
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eu gqueira saber antes, durante e depois da participacdo da pesquisa com o(s) meu(s)
animal(is).

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em permitir a participagcdo do mesmo, estando totalmente ciente de
gue ndo ha nenhum valor econémico, a receber ou a pagar, pela participacdo do(s)

meu(s) animal(is).

,2019.

LOCAL E DATA

Assinatura do proprietario ou responsavel da propriedade

Louisiane de Carvalho Nunes
Coordenadora do projeto (CRMV/ES 0799)



Anexo 2

-,‘D
.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado"Determinagdo de ptaquilosideo e eficacia da suplementagdo com selénio em animais

—

Intoxicados cronicamente por Pleridium aquilinum no Espirito Santo ", Protocolo n".03/2017, sob a responsabilidade de
Louisiane de Carvalho Nunes que envolve a produgio, manutencdo ¢/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica(ou ensino) encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA) e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS(CEUA) DO(A) Centro de Ciéncias da Saude-Maruipe-Vitéria-ES
em 07-07-2017.

Vigéncia do Projeto | Inicio: Julho/2017 Término:Junho/2020

[Espécie/Linhagem | Bovinos(Bos taurus) Rattus norvegicus(Wistar)
N© de Animais Experimento Piloto:NA Protocolo Experimental:16 bovinos/50 ratos

A E R Totalté6 T
Peso/Idade | Peso: Bovinos(400kg) Ratos(200g) Idade:NA _u
Sexo | Ambos
5 7/ //,/ Vitoria (ES), 07 de julho de 2017.
Al ]
. Roger Ljrio dss Santos
231318
Chlnetas FisolégrasOCSUFES
‘o 24" Universidade Federal Yook

doEspirito Santo

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada “Detecgdo de ptoquilosideo em samambaoia (Pteridium sp.) de diferentes regifes do
Espirito Santo e eficdcia terapéutica de selénio associado a vitamina E em animais intoxicados” Registrada sob o n.2
02542020, sob a responsabilidade da Dr.? Louisiane de Carvalho Nunes, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagio
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n.167 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - Campus de Alegre (CEUA-Alegre) do Centro de Ciéncias Agrdrias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Vigéncia da autorizacio: 04/2021 a 04/2026 Finalidade: Pesquisa cientifica
Espécie(s): Rattus norvegicus e Bos taurus.

Origem: Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Espirito Santo e propriedades rurais do municipio de
Ibitirama e Divino 530 Lourenco, Espirito Santo.

Alegre, 25 de margo de 2021.

Aiddfn e

Praf®. Dra. Carta Braga Martins - Coardenadora da CEUA - ALEGRE
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Anexo 3

BULA FOSFOSAL

DESCRICAO

FOSFOSAL® é indicado no tratamento de deficiéncias de fosforo, selénio, magnésio,
cobre e potassio e suas consequéncias tais como: osteomalacia, raquitismo, sindrome
da infertilidade carencial, distrofia muscular, retencdo placentaria, desordens
nervosas, tetania hipomagnesémica.

FORMULA:

Cada 100 mL contém

Glicerofosfato de s6dio 5.5H20........c..cccvveeviieiiennns 149
Fosfato monossadico 2H20..............cccevvvvvvvvveennnns 20,19
Cloreto de cobre 2H20.........cooveeeviiiiiiiieeeeeeeei 0,49
Cloreto de POtaSSIO.........coevvvveeeviiiiicie e, 0,69
Cloreto de magnésio..........ccceevviiiieeieeiiiiiiiee e 2,59
Selenito de SOAI0.......cccoeveeiiieiiiiiieeen 0,249

VIA DE ADMINISTRACAO E MODO DE USO:
FOSFOSAL® deve ser administrado em dose Unica pelas vias subcutdnea ou
intramuscular (preferencialmente intramuscular), nas doses:

Bezerros......ccovenen... 5mL
SUINOS....cevivveeeieenen, 5mL
VALIDADE

3 (trés) anos a partir da data de fabricacéo.

A UTILIZACAO DO PRODUTO EM CONDICOES DIFERENTES DAS INDICADAS
NESTA BULA PODE CAUSAR A PRESENCA DE RESIDUOS DO PRODUTO ACIMA
DOS LIMITES APROVADOS, TORNANDO O ALIMENTO DE ORIGEM ANIMAL
IMPROPRIO PARA O CONSUMO.

APRESENTACAO:
Frasco contendo 500mL

PROPRIETARIO E FABRICANTE

VIRBAC URUGUAY S.A.

Av. Millan, 4175

Montevidéu — Uruguai

REPRESENTANTE EXCLUSIVO NO BRASIL, IMPORTADOR E DISTRIBUIDOR
VIRBAR DO BRASIL IND. E COM. LTDA

Rua Edgar Marchiori, 255, 13280-000

Vinhedo — SP — CNPJ: 56.921.166/0007-90

Registro MAPA n°® SP 000226-7

Licenciado no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento sob o n°® 8.882 em
27/05/2004

RESPONSAVEL TECNICO

Marcio Dentello Lustoza

CRMV/SP 13.541



