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RESUMO

MOREIRA JUNIOR, C. A. Suplementacdo com doses crescentes de selénio
associado a vitamina E no tratamento de bovinos com hemataria enzooética.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinérias) - Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo - UFES, Alegre, ES,
2023. RESUMO: A hematudria enzoodtica bovina (HEB) é uma forma clinica da
intoxicacdo em bovinos causada pelo consumo de Pteridium sp. (samambaia). Esta
doenca possui alta prevaléncia no sul do estado do Espirito Santo e ndo possui
tratamento. Contudo, a suplementacéo utilizando selénio (Se) e vitamina E tem se
mostrado viavel. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com doses
crescentes de selénio associado a vitamina E em bovinos com hematuria enzootica,
bem como, comparar os niveis de selénio em sangue total e soro sanguineo e avaliar
a atividade relativa da enzima monoamina oxidase (MAQO) no soro destes animais.
Foram analisadas 51 amostras de sangue total e 68 de soro provenientes de 18
bovinos com quadro clinico de HEB. O delineamento experimental foi delineamento
inteiramente casualizado, sendo quatro grupos distribuidos, a saber: Grupo controle
(soro fisiologico), Grupo tratamento 1 (0,05 mg/kg de Se), Grupo tratamento 2 (0,10
mg/kg de Se) e Grupo tratamento 3 (0,20 mg/kg de Se), todos 0s grupos receberam
em associacao 500mg/animal de vitamina E. A suplementacao parenteral foi realizada
por via intramuscular durante 13 semanas. Avaliagdes quinzenais foram feitas quanto
a intensidade da hematuria e ganho de peso, hematdcrito (Hct), proteinas plasmaticas
totais (PPT), fibrinogénio plasmético (Fb), Se e atividade relativa da MAO. Utilizaram-
se os testes Kruskal Wallis e Friedman com nivel de significancia de 5%, ambos
seguidos do teste de comparacdo mdltipla de Dunn. Verificou-se que nao houve
diferenca significativa de peso entre os diferentes grupos, porém houve reducéo do
peso em relacdo ao tempo, no grupo controle. Entretanto, houve diferenca significativa
na intensidade da hematuria no grupo tratamento 1 em relacéo ao grupo controle ap6s
trés semanas de suplementacgéo, no entanto, ndo houve diferenca significativa para a
intensidade da hematuria ao longo do tempo. Notou-se aumento significativo no
hematdécrito no grupo tratamento 1 em relacdo ao grupo controle apds sete semanas
de suplementacdo, porém nao houve diferenca em cada tratamento ao longo do
tempo. Para PPT e Fb ndo foram observadas diferencas significativas nem entre os
tratamentos e nem em relacdo ao tempo. Os niveis de Se foram maiores no grupo
tratamento 1 atingindo a maior concentragdo no momento M8 do soro. A atividade
relativa da MAO néo diferiu entre 0os grupos, porém apresentou reducao significativa
ao longo do tempo em cada tratamento. A suplementacdo de bovinos leiteiros
acometidos por HEB, utilizando a dose de 0,05 mg/kg selénio associado a vitamina E,
melhorou o quadro clinico de hemataria e aumentou o hematdécrito dos animais apos
trés e sete semanas de suplementacado, respectivamente. O soro revelou-se como
melhor local para mensuracdo de Se e houve aumento na concentracdo deste
elemento na oitava semana de suplementacdo. Além disso, houve reducdo da
atividade de MAO que pode ser atribuida a suplementacdo com vitamina E, nao
havendo influéncia das diferentes doses de Se.

Palavras-chaves: Intoxicacdo, Pteridium sp., selenito de sodio, monoamina oxidase.



ABSTRACT

MOREIRA JUNIOR, C. A. Supplemention with increasing doses of selenium
associated with vitamim E in the treatment of cattle with enzootic hematuria.
2023. Dissertation (Master in Veterinary Science) - Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo - UFES, Alegre, ES,
Brazil, 2022. ABSTRACT: Enzootic bovine hematuria (EBH) is a clinical form of
poisoning in cattle caused by the consumption of Pteridium sp. (bracken fern). This
disease has a high prevalence in the south of the state of Espirito Santo, Brazil and
has no treatment. However, supplementation using selenium (Se) and vitamin E has
been shown to be viable. Thus, the aim of this work was to evaluate the effects of
supplementation with increasing doses of selenium associated with vitamin E in cattle
with enzootic hematuria, as well as to compare selenium levels in whole blood and
blood serum and to evaluate the relative activity of the monoamine enzyme oxidase
(MAO) in the serum of these animals. For this, 51 whole blood samples and 68 serum
samples from 18 cattle with a clinical form of EBH were analyzed.The experimental
design was a completely randomized design, with four groups distributed, namely:
control group (saline solution), treatment group 1 (0.05 mg/Kg of Se), treatment group
2 (0.10 mg/kg of Se) and treatment group 3 (0.20 mg/Kg of Se), all groups received
500mg/animal of vitamin E in association. Parenteral supplementation was performed
intramuscularly for 13 weeks. Biweekly evaluations were performed regarding the
intensity of hematuria and weight gain, hematocrit, total plasma proteins (TPP), plasma
fibrinogen, Se and relative MAO activity. For statistical analysis were used Kruskal
Walllis and Friedman tests with a significance level of 5%, both followed by Dunn's
multiple comparison test. It was found that there was no significant difference in weight
between the different groups, but there was a reduction in weight over time in the
control group. However, there was a significant difference in the intensity of hematuria
in the treatment group 1 in relation to the control group after three weeks of
supplementation, though, there was no significant difference in the intensity of
hematuria over time. There was a significant increase in hematocrit in the treatment
group 1 compared to the control group after seven weeks of supplementation, but there
was no difference over time in each treatment. For PPT and Fb, no significant
differences were observed either between treatments or in relation to time. Se levels
were higher in treatment group 1, reaching the highest concentration at serum M8.
Relative MAO activity did not differ between groups, but showed a significant reduction
over time in each treatment. The supplementation of dairy cattle affected by EBH, using
a dose of 0.05 mg/kg selenium associated with vitamin E, improved the clinical sign of
hematuria and increased the hematocrit of the animals after three and seven weeks of
supplementation, respectively. Serum proved to be the best place to measure Se and
there was an increase in the concentration of this element in the eighth week of
supplementation. In addition, there was a reduction in MAO activity that can be
attributed to vitamin E supplementation, with no influence of different doses of Se.

Keywords: Intoxication, Pteridium sp., sodium selenite, monoamine oxidase.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo
somando 224,6 milhdes de cabecas. Destas, aproximadamente 15,9 milhdes
correspondem a vacas ordenhadas, que juntas somaram producdo média anual de
35,3 bilhdes de litros de leite no ano de 2021. Dentre as regifes produtoras de leite
do Brasil, 0 Sudeste assume posicdo de destaque ocupando o segundo lugar do
ranking nacional (IBGE, 2021).

Neste contexto, o estado do Espirito Santo contribuiu significativamente na
producao leiteira no ano de 2019, totalizando a producao de 415 milhdes de litros,
sendo os municipios da regido sul Espirito-Santense responsaveis pela producao de
39,5% do volume total do estado, producéo essa que garante renda e emprego a toda
regido (IBGE, 2019; INCAPER, 2022).

Contudo, inumeras enfermidades estédo presentes no dia a dia da bovinocultura
leiteira, representando risco a sustentabilidade e permanéncia dos produtores na
atividade, dentre elas estdo as intoxicagdes por plantas toxicas. No estado do Espirito
Santo os quadros de intoxicagdo mais comuns estao relacionados ao consumo de
plantas pertencentes ao género Pteridium, conhecidas popularmente como
samambaias. As formas clinicas da toxicose desenvolvidas em bovinos pelo consumo
de Pteridium sp. sdo denominadas de sindrome hemorragica aguda, hematuria
enzodtica bovina (HEB) e neoplasias no trato alimentar superior (MENDEZ; RIET-
CORREA, 2001).

Silva et al. (2009), demonstraram em levantamento realizado em propriedades
leiteiras localizadas na microrregido do Capara0, na regido Sul do estado do Espirito
Santo, alta prevaléncia de HEB, forma clinica esta responsavel por acarretar sérios
prejuizos econdmicos aos produtores de leite da regido.

Apesar da patogenia da HEB ser bastante conhecida, ainda ndo existe
tratamento eficaz para os animais acometidos (TOKARNIA et al.,, 2012). Contudo,
terapias envolvendo a suplementacdo com Se e vitamina E tém demostrado
resultados promissores em bovinos intoxicados por samambaias (LANNA NETA,
2018; LATORRE et al. 2011; LATORRE et al. 2014).

O selénio é considerado um micromineral de suma importancia para o

organismo dos bovinos, sendo relevante para o correto desenvolvimento corporal,
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fertilidade e prevencao de doencas (SILVA, 2015). Entretanto, apresenta uma estreita
faixa entre os niveis de exigéncia e os niveis toxicos (GIERUS, 2007), o que torna
essencial 0 monitoramento de suas concentra¢cdes no organismo animal em casos de
suplementacao terapéutica.

Um outro importante antioxidante do organismo animal que tem sua acao
intimamente ligada ao Se é a vitamina E. Juntos atuam na protecdo das membranas
celulares frente a acéo de radicais livres, além de serem fundamentais ha manutencao
na sanidade, reproducéo e producao animal (LIMA; DOMINGUES, 2007).

No tocante ao monitoramento dos niveis de Se no organismo animal, o sangue
€ considerado importante meio de mensuracdo do microelemento, podendo ser
avaliado em sangue total ou soro. Em estudo desenvolvido por Lanna Neta (2018), foi
mensurado com éxito os niveis séricos de Se de bovinos, submetidos a tratamento
com selénio e vitamina E, utilizando o soro sanguineo. Entretanto, Herdt, Rumbeiha e
Braselton (2000) descreveram que apesar do sangue total e 0 soro serem meios
valiosos de avaliar o estado nutricional de selénio, a mensuracdo em sangue total é
preferivel ao soro devido a maior estabilidade do microelemento proporcionando
valores mais fidedignos em casos de ingestéo a longo prazo.

Outrossim, uma importante enzima responsavel por processos de catalisacdo
de aminas primarias que esta presente organismo animal €, a monoamina oxidase
(MAO). Esta pode ser encontrada no sistema nervoso central, sangue, rins e figado.
Em situacdes de elevada atividade da MAO pode ocorrer uma producao excessiva de
espécimes reativas de radicais livres que representam riscos potenciais para o
estresse oxidativo celular (PAZINE, 2013).

Frente a isso, estudos com a suplementacao do micromineral selénio e vitamina
E, ambos considerados importantes antioxidantes celulares, tem sido realizados no
intuito de verificar a capacidade de inibicdo da acdo deletéria da enzima MAO ao
organismo animal (TANG; WANG,; LIN, 2008; XU; LI; ZHANG, 2003).

Assim, na tentativa de se obter maiores esclarecimentos sobre a influéncia da
suplementacdo com Se associado a vitamina E na reducdo do quadro de hematuria
de bovinos acometidos por HEB e, ainda, por haver pouca literatura disponivel sobre
o melhor local de se mensurar os niveis do selénio em bovinos, seja em sangue total
ou soro, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagédo com doses crescentes de
selénio associado a vitamina E em bovinos com hematuria enzo6tica, bem como,

comparar os niveis de selénio em sangue total e soro sanguineo e avaliar a atividade



relativa da enzima monoamina oxidase (MAQO) no soro destes animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Intoxicacao de bovinos por Pteridium sp.

2.1.1 Pteridium sp.

Pteridium se refere a um género de plantas pertencentes inicialmente a familia
Polipodiceae, a qual era representada apenas por uma espécie, Pteridium aquilinum.
Esta se dividia em duas subespécies, as quais possuiam diversas variedades
(ALONSO- AMELOQOT, 1999). Entretanto, apds estudos moleculares e morfométricos
desenvolvidos por Thonson (2000), o género passou a pertencer a familia
Dennstaedtiaceae tendo o reconhecimento de espécies que anteriormente eram tidas
como variedades de Pteridium aquilinum. Além disso, estudos recentes mostram a
complexidade taxondmica da classificacdo do género devido a diversidade de
exemplares existentes (SCHWARTSBURD; MORAES; LOPES-MATTOS, 2014).

As plantas do género Pteridium sdo consideradas cosmopolitas e estédo
presentes em todos 0s continentes, com excecao a regides de clima excessivamente
seco ou frio (TRYON, 1941; SCHARTSBURD; YANEZ; PRADO, 2018). Sua bem-
sucedida disseminacdo pelo mundo relaciona-se ao processo de desmatamento,
iniciado pelo homem na fase neolitica, com a abertura de areas para a criacdo de
animais, plantacdo de lavouras e outras atividades de subsisténcia (CRUZ;
BRACARENSE, 2004).

As espécies de Pteridium descritas de ocorréncia na América do Sul, de acordo
com a classificacao proposta por Der et al. (2009), séo Pteridium aracnoideum (Kaulf)
Maxon e Pteridium caudatum (L.) Maxom (YANES; MARQUEZ; MORBELLI, 2016).
Ha relatos também da ocorréncia de Pteridium sculentum (SCHARTSBURD; YANEZ;
PRADO, 2018). Exemplar da planta esta representado na Figura 1.
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Figura 1 — Planta da espécie Pteridium sp. em propriedade rural do municipio de
Divino de S&o Lourenco, ES.

g . 9 /
e .-’,‘;J",,

Fonte: Arquivo do Setor de Patologia Animal da UFES, 2019.

Em prol da capacidade de resistir a diversas condi¢des climéticas, de se
desenvolver em solos pobres, acidos e de baixa fertilidade (OLIVEIRA et al.,2018), da
resisténcia a ataque de insetos, associados a habilidade de propagacé&o por esporos
e de mitigagdo de plantas competitivas circunvizinhas (ALONSO-AMELOT,;
AVENDANO, 2002), as plantas do género Pteridium sdo descritas dentre as principais
plantas daninhas do mundo, ocupando posicdo no ranking das plantas mais bem
sucedidas do reino vegetal (ALONSO- AMELOT, 1999).

No Brasil, as plantas pertencentes ao género Pteridium sdo conhecidas
popularmente como “samambaia”, “samambaia do campo”, “samambaia-das-

taperas”, “pluma” e “feto” variando de uma regiédo para outra (OLIVEIRA et al., 2018;
TOKARNIA et al., 2012). Elas ocorrem em praticamente todos os estados e estdo
presentes em regides montanhosas e serranas, que vao do sul da Bahia ao Rio
Grande do Sul, incluindo o Espirito Santo (Silva et al., 2009), e regides de clima quente
e de topografia plana como a Amazo6nia (TOKARNIA et al., 2012).

Tendo em vista a extensa ocorréncia das samambaias, frequentemente
observa-se a presenca destas plantas invadindo pastagens, em beiras de estradas,
em clareiras de matas e em campos, além de areas recém-abertas destinadas a

atividades agropecuérias (OLIVEIRA et al., 2018).
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Por conter em toda sua estrutura principios ativos considerados toxicos para
animais e seres humanos, sendo o rizoma considerado a parte mais téxica, seguido
da brotacdo e plantas adultas, as samambaias representam potenciais riscos as
atividades pecuarias (TOKARNIA et al., 2012) e a saude publica (CRUZ;
BACARENSE, 2004).

2.1.2 Principios ativos da samambaia

Diversos compostos ativos estdo presentes nas estruturas vegetativas da
samambaia, como glicosideos cianogénicos, antagonistas da tiamina, taninos,
flavonoides, acido quimico, pterosinas e pterosideos (TOURCHI-ROUDSARI, 2014).
Dentre esses, 0s que se tem maior conhecimento da toxicidade em animais pecuarios
séo ptaquilosideo e tiaminase (TOKARNIA et al., 2012).

As intoxicac6es em ruminantes, sobretudo na espécie bovina, pelo composto
bioativo norsesquiterpeno denominado ptaquilosideo, séo frequentes. Seus efeitos
estdo ligados a acBes anti-hematopoéticas, ao desenvolvimento de neoplasias em
diferentes sistemas do organismo (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001), além de efeitos
imunossupressores pela reducao da citotoxidade de células NK, pertencentes ao
sistema imune inato, predispondo o organismo a infec¢des e neoplasias (LATORRE
et al., 2011).

Por outro lado, as tiaminases presentes na samambaia sdo as tiaminases | e Il
(RIBEIRO; SOTO-BLANCO, 2020), as quais, por mecanismo de reacdes de hidrdlise,
tém a capacidade de promover a inibigdo da tiamina (vitamina B1) (HANES; KRAFT,;
BEGLEY, 2007). Diante disso, os quadros clinicos observados sao relacionados ao
sistema nervoso, ocorrendo principalmente em monogastricos como equinos e suinos.
Os ruminantes, por possuirem microbiota ruminal capaz de produzir satisfatoriamente
a tiamina, possuem baixa sensibilidade a este tipo de intoxicagdo (TOKARNIA et al.,
2012).

2.1.3 Quadros de Intoxicagdo por Pteridium sp. em bovinos
As intoxica¢des por samambaia em bovinos sdo comumente relatadas apoés

ingestao das plantas presentes nas pastagens, principalmente em situacdes de

brotacdo apds queimadas ou rogcagem, condi¢cdes de alta taxa de lotacdo animal e
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escassez de forragem devido aos periodos de estiagem (MENDEZ; RIET-CORREA,
2001).

Inicialmente os bovinos ingerem a planta, devido a fome, porém mesmo quando
interrompido a motivacao inicial, alguns animais continuam a ingeri-la, sendo esse
comportamento justificado pela possivel deficiéncia de fibra na dieta do animal e
também ao desenvolvimento do vicio a ingestdo da planta (MARCAL et al., 2002;
TOKARNIA,2012).

Em decorréncia da quantidade de ingestédo diaria e do tempo de ingestdo da
samambaia, sdo observadas diferentes formas clinicas da intoxicagdo em bovinos
jovens e adultos (OLIVEIRA et al.,2018). Segundo Méndez e Riet-correa (2001), é
possivel identificar o desenvolvimento de trés formas da intoxicacdo pela planta; a
saber: uma de curso agudo, denominada “sindrome hemorragica aguda”, e duas de
curso crénico, quais sejam, “hematuria enzodtica bovina” (HEB) e outra associada ao
desenvolvimento de neoplasias no trato alimentar superior (TAS).

Estima-se que para o desenvolvimento da sindrome hemorragica aguda a
ingestdo diaria de samambaia supere a quantidade de 10 g/Kg de peso vivo no
intersticio de poucas semanas. Todavia, a ingestdo de quantidades inferiores a 10
g/Kg de peso vivo de planta por dia, durante um ou mais anos, pode desencadear
quadros hematuria enzodtica bovina. Ademais, nos quadros de neoplasias do trato
digestivo superior acredita-se que a quantidade diaria ingerida seja menor do que as
que levam ao quadro de HEB, porém, por periodos mais longos, além da possivel
associacdo ao virus da papilomatose bovina (TOKARNIA et al., 2012; DIAS et
al.,2012; SOUSA et al., 2014).

Nos quadros de sindrome hemorragica aguda, a média de idade dos bovinos
acometidos € de dois anos, porém pode acorrer em bezerros e animais com mais
idade (FURLAN et al, 2014; MARCAL et al.,, 2002; TOKARNIA et al., 2012). A
intoxicacao é caracterizada por apresentar alta mortalidade e letalidade (ANJOS et al.,
2008). Como sinais clinicos sdo observados cansaco, letargia, fraqueza, febre alta
(entre 41 a 42°C), mucosas hipocoradas, presenga de petéquias em mucosas e pele,
epistaxe (FURLAN et al., 2014), além de sangramentos espontaneos em pele
decorrente a picadas de ectoparasitas (OLIVEIRA et al., 2018). Todavia, também sé&o
relatados distarbios entéricos que cursam com diarreia sanguinolenta e, com a
progressdo do quadro, pode-se observar dispneia, taquicardia, evolugdo para

decubito e Obito de uma a duas semanas ap0s o0 aparecimento dos sinais clinicos
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(FURLAN et al., 2014; MARCAL et al., 2002; MENDEZ; RIET-CORREA, 2001).

Como achados laboratoriais podem ser observados disturbios hematol6gicos
como anemia normocitica normocrémica, leucopenia por neutropenia e
trombocitopenia, além de aplasia medular (ANJOS et al., 2009). Na necropsia, a
presenca de coagulos e sangue livre na cavidade abdominal somados a presenca
petéquias e sufusdes em pele, subcutaneo e serosa de diferentes 6rgaos internos,
sendo essas alteracdes confirmadas na histopatologia (ANJOS et al., 2008).

A forma cronica da intoxicacdo por samambaia denominada hematuiria
enzoodtica bovina caracteriza-se pela presenca de sangue na urina dos bovinos,
associada ou ndo a lesbes neoplasicas na vesicula urinaria (RIBEIRO; SOTO-
BLANCO, 2020). A intoxicacdo atinge bovinos com faixa etaria superior a 2 anos e
n&o possui predisposicdo sexual (TOKARNIA et al., 2012). E frequentemente relatada
em vacas de leite (SILVA et al.,2009; LANNA NETA, 2018, MENDEZ; RIET-CORREA,
2001) e apresenta letalidade de aproximadamente 100% (GAVA et al., 2002).

Segundo Tokarnia et al. (2012), a acdo carcinogénica do ptaquilosideo
presente na samambaia € capaz de desenvolver nddulos na bexiga de diferentes
didmetros variando de milimetros a centimetros, podendo apresentar aspecto de
couve-flor de coloracdo amarelada, esbranquicada ou avermelhadas, sendo esses
responsaveis pela hematuria. Por outro lado, em casos de origem nao neoplasica
observa-se associacdo da hematuria com proliferacdo capilar, ectasias e congestao
presentes na vesicula urinaria (SILVA, SOUSA, NUNES, 2012; SILVA et al., 2013).

Assim, o principal sinal clinico observado em casos de HEB é a hematuria, a
qual, segundo Méndez e Riet-Correa (2001), pode apresentar-se de forma
intermitente ou continua. Com isso, a presenca de heméacias na urina lhe confere uma
coloracdo avermelhada, todavia, ha a possibilidade de ndo haver alteracdo na
coloracdo da urina macroscopicamente a despeito de, na avaliacdo microscépica, ser
verificada a presengca de hemacias, condicdo denominada de microhematuria
(RIBEIRO; SOTO-BLANCO, 2020).

Com a evolugédo clinica da HEB, os bovinos podem apresentar outros sinais
clinicos como emagrecimento progressivo, mucosas hipocoradas, reducdo do
desempenho produtivo, anemia intensa e caquexia, podendo vir a 0bito meses ou
anos apos o surgimento dos sinais clinicos (RADOSTITS et al., 2007; TOKARNIA et
al., 2012).

Como achados laboratoriais, alteracbes hematologicas como linfocitose,
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neutropenia, anemia progressiva, aumento de fragilidade eritrocitéria, reducdo do
hematécrito e do conteddo de hemoglobina, sédo relatados (RIBEIRO; SOTO-
BLANCO, 2020; SILVA et al., 2009). Além disso, Falbo et al. (2005) verificou azotemia
em bovinos acometidos por HEB em decorréncia da elevacéo dos niveis séricos de
ureia e creatinina.

Na necropsia, as alteracdes macroscopicas observadas séo palidez geral em
visceras, presenca de conteudo avermelhado e coagulos sanguineos na vesicula
urinaria, além de parede espessada com presencas de hematomas (MENDEZ, RIET-
CORREA, 2001), nédulos firmes ou forma¢des com aspecto papilomatoso com formas
e tamanhos distintos (FALBO et al., 2005; SILVA et al., 2009).

No exame histopatoldgico, essas diferentes formacdes presentes na bexiga,
tem sido diagnosticadas como diferentes tipos de processos neoplasicos de origem
epitelial e mesenquimal, podendo ocorrer varios tipos no mesmo animal, além de
reacOes inflamatdrias e anaplasia (TOKARNIA et al., 2012, SILVA; SOUSA; NUNES,
2012).

O segundo quadro clinico de curso crbnico da intoxicagdo por samambaia em
bovinos esta ligado a ocorréncia de neoplasias no TAS em funcdo dos efeitos
carnindgenos de biocompostos da planta, além da possivel associacdo com o virus
da papilomatose bovina (SOUTO et al., 2006; TOKARNIA et al., 2012). Este fato é
sustentado pela alta incidéncia de neoplasias no TAS em bovinos criados em
pastagens com elevada presenca da planta, sendo a ocorréncia desse tipo e
localizagdo de neoplasias bastante raras em animais criados em regides livres da
planta (LUCENA et al., 2011; TOKARNIA et al., 2012).

A forma de intoxicacdo com ocorréncia de neoplasias no TAS pode ser
observada o ano todo, ocorrendo em animais com idade mais avancada (MENDEZ;
RIET-CORREA, 2001), em torno de 3 a 13 anos (SOUTO et al.,2006). Segundo
Tokarnia et al. (2012), a evolucéo clinica dos bovinos acometidos por esse quadro &
cronica podendo levar de meses a anos, sendo a letalidade de 100% dos animais
acometidos.

As manifestacbes clinicas dos quadros de neoplasias no TAS estao
diretamente relacionadas ao local de desenvolvimento dos processos neoplasicos,
sendo os mais frequentemente observados a tosse, 0 emagrecimento progressivo,
dificuldade de degluticdo, regurgitacdo, halitose, atonia ruminal, timpanismo crénico e
diarreias em estagios avancados (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; OLIVEIRA et al.,
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2018; SOUTO et al., 2006; TOKARNIA et al., 2012).

Na necropsia, os tumores do TAS sao observados na cavidade oral, na base
da lingua, es6fago e entrada do ramem, podendo ocorrer em mais de um lugar
simultaneamente. Além disso, ha a possibilidade de metastase para linfonodos
regionais e outros 6rgaos (LUCENA et al., 2011). Macroscopicamente, apresentam-
se em formas de massas infiltrativas, multiplas de coloracdo amarelada a acinzentada,
as vezes ulceradas, podendo estar associadas a papilomas (TOKARNIA et al., 2012).
No exame histopatolégico, a principal neoplasia observada sdo os carcinomas de
células escamosas (LUCENA et al., 2011; PESSOA et al., 2019).

2.1.4 Diagndstico e tratamento

Para o estabelecimento do diagndstico da intoxicacéo por Pteridium sp., seja
na forma aguda ou crbnica, € necessario fundamentar-se nos aspectos
epidemioldgicos, clinicos, clinicos-laboratoriais e anatomopatolégicos (ANJOS et al.,
2008; CARVALHO, 2009; MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; TOKARNIA;
DOBEREINER; CANELLA, 1967; TOKARNIA et al., 2012).

Contudo, é importante realizar o digandéstico diferencial, com a exclusdo de
outras doencas que cursam com quadros clinicos semelhantes aos apresentados na
intoxicacdo (TOKARNIA et al., 2012).

Em quadros da sindrome hemorragica aguda sao considerados diagnésticos
diferenciais enfermidades que cursem com quadros de diateses ou sindromes
hemorragicas, como por exemplo, a pasteurelose pneumonica e septicémica (ANJOS
et al., 2008), carbunculo hematico, acidentes ofidicos botrépicos e envenenamentos
cumarinicos (TOKARNIA et al., 2012). Em casos de HEB, doenc¢as que manifestem
hematuria ou mesmo hemoglobinidria como babesiose, leptospirose e hemoglobinudria
bacilar sdo apontadas como importantes diagnosticos diferenciais (TOKARNIA;
DOBEREINER; CANELLA, 1967). Por fim, para o diagnostico diferencial da forma
clinica de neoplasias do TAS, devem-se levar em consideragdo enfermidades como
actinobacilose e tuberculose além da presenca de corpo entranho em regido de
faringe (TOKARNIA et al., 2012).

No que se refere ao tratamento dos casos de intoxicacdo por Pteridium sp.,
ainda ndo ha terapias especificas descritas na literatura, sendo encontradas apenas

terapias paliativas, que dependendo do estagio clinico do animal, cursam com o
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insucesso (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001).

Entretanto, em uma pesquisa recente realizada por Latorre et al., (2011),
verificou-se por meio da co-administracdo ou suplementacdo com selénio em
camundongos, a reversdo total e prevencdo dos efeitos toxicos causados pela
ingestdo de Pteridium. Além disso, estes mesmos autores em estudos posteriores,
mostraram aumento da atividade citotoxica de células NK de bovinos quando
suplementados com selénio e vitamina E, comprovando os efeitos
imunoestimulatorios da suplementacdo. Esse fato é sustentado devido ao papel
central das células NK no combate a células infectadas e tumorais no organismo e na
mediacdo de respostas imunes adaptativas. Com isso, sugere-se que bovinos
suplementados com Se e vitamina E sdo menos susceptiveis a infeccbes e

desenvolvimento de neoplasias (LATORRE et al., 2014).

2.1.5 Controle e prevencéao

Devido aos elevados prejuizos acarretados a bovinocultura nacional associado
a auséncia de terapias clinicas totalmente eficientes, sabe-se que a melhor alternativa
para evitar os danos gerados pela intoxicacdo por Pteridium sp. aos animais
fundamenta-se na adoc¢ao de medidas de controle e profilaxia (PESSOA et al.,2019).

As samambaias sdo plantas altamente invasivas que se propagam muito
facilmente em areas de solos pobres, acidos e pouco manejados, sendo facilmente
encontrada invadindo pastagens (OLIVEIRA et al, 2018). Tendo em vista este
comportamento, a adocdo de praticas agrondémicas que visem a melhoria da
fertilidade e acidez do solo como a aracéo e calagem, além da utilizac&o de herbicidas
em periodos estratégicos, sdo meios descritos que viabilizam a eliminagéo lenta das
plantas nas pastagens (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; PESSOA et al.,2019).

Por outro lado, em locais onde nao haja possibilidade de mecanizacédo e de
praticas de melhoramento de fertilidade de solo e formacdo de novas pastagens,
recomenda-se o0 arrancamento da planta na época da rebrota ou até mesmo cercar
areas mais contaminadas, nao permitindo o acesso dos animais (CARVALHO, 2009;
MARCAL et al., 2002).

Além disso, a retirada dos animais de pastagens amplamente infestadas por
samambaia, conduzindo-os para pastagens livres da planta, € considerada uma
medida de controle (PESSOA et al.,2019). Entretanto, Oliveira et al. (2018)
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recomendaram que ao adotar essa pratica os animais oriundos de pastagens
contaminadas devem ser mantidos em locais reservados por trés a cinco dias antes
de serem introduzidos em novas pastagens. Esse isolamento € recomendado para
reduzir os propagulos da samambaia presentes na superficie corporal e trato
gastrointestinal dos animais, diminuindo assim a possibilidade de contaminacéo do
novo pasto. Todavia, em algumas regifes, essas praticas se mostram
economicamente inviaveis, ndo surtindo impactos positivos em animais que ja
apresentam sinais clinicos da intoxicacdo (GALVAO et al., 2012).

Dessa forma, manter os animais bem nutridos com pastagens de boa qualidade
e correta suplementacdo mineral sdo fatores fundamentais para manutencdo da
salude e reducdo da possibilidade de intoxicacdo por plantas toxicas, uma vez que
frente a condi¢cdes de fome e deficiéncias nutricionais a ingestdo de plantas toxicas &
favorecida. Para isso, a formacdo e o correto manejo de pastagens, com corretas
taxas de lotagdo animal por area aliados a cuidados culturais, devem ser instaurados
(MARCAL, 2003; TOKARNIA et al., 2012).

No tocante a formacdo de pastagens de qualidade, deve-se considerar o
correto preparo do solo, a escolha de sementes com alto grau de pureza e livre de
contaminacdo, além da limpeza de maquinas e implementos agricolas aliados a
utilizacdo de espécies forrageiras que cubram mais rapidamente o solo e 0 aumento
de taxa de semeadura no momento do plantio sdo pontos importantes para o
estabelecimento das pastagens reduzindo o risco de infestacdes por plantas invasoras
(OLIVEIRA et al., 2018).

Por outro lado, segundo os mesmos autores, préaticas que levem a degradacao
de solo, como o superpastejo, realizacdo de queimadas junto ao abandono de areas
agropecuarias e desmatamento, sdo altamente desaconselhadas por favorecerem a
proliferacdo da samambaia e, consequentemente, o aumento do risco das
intoxicagoes.

Na ultima década alguns estudos tém sido desenvolvidos no sentido de utilizar
a suplementacgdo alimentar, mineral e vitaminica na preven¢do dos quadros toxicos
causados pelo ptaquilosideo. Latorre et al, (2011) demonstraram que o ptaquilosideo
causa efeitos imunossupressivos e que 0 Se pode tanto prevenir como reverter estes
efeitos. Por outro lado, a vitamina E quando associada ao Se age como importante
oxidante na protecdo da membrana celular contra a agcéo dos radicais livres (LIMA;

DOMINGUES, 2007). Assim, o uso da suplementacdo mineral e vitaminica pode ser
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uma alternativa viavel na prevencgéo da HEB (OLIVEIRA, 2021).

2.2 Selénio

A descoberta do microelemento selénio € datada do ano de 1817 na Suécia,
nas minas de Gripsholm, pelo quimico Jons Jacob Berzelius. Ao utilizarem uma perita
de ferro proveniente das minas de Falum, verificaram a ocorréncia de um precipitado
de cor avermelhada que nas primeiras analises quimicas sugeriram presenca do
elemento TelUrio. Mais tarde, em novos testes laboratoriais, constatou-se que se
tratava de um novo elemento (TROFAST, 2011). Pela semelhanca ao telurio, cujo
nome origina do latim “Tellus” que significa terra, Berzelius nomeou o novo elemento
de “selene” palavra grega cujo significado é lua (BERZELIUS, 1818).

O selénio é um componente natural da crosta terrestre, distribuido de forma
desuniforme nos diversos tipos de solos. Suas concentracdes variam de 0,01 — 2
mg/Kg e, alguns locais as concentracdes ultrapassam 2 mg/Kg, o que faz com que
existam solos ricos, moderados e pobres em relagdo a presenca do microelemento
em sua composicao (PRAUCHNER, 2014).

Segundo este mesmo autor, o ciclo do elemento Se na natureza envolve a
evaporacao a partir dos mares, superficies do solo e de plantas que o volatilizam.
Posteriormente, o microelemento atinge a atmosfera e por meio de particulas
sedimentadas transportadas por ventos ou chuva alcanca novamente a superficie
terrestre.

O selénio encontra-se biodisponivel em condi¢cdes naturais sob formas
organicas e inorganicas. Nos solos estdo presentes quatro formas inorganicas:
selenato, selenito, selénio elementar e seleneto. As formas organicas de selénio como
a seleniometionina (SeMet) e seleniocisteina (SeCis), sdo obtidas por meio de plantas
gue absorvem as formas inorganicas do solo as convertendo em formas organicas, os
selenioaminoéacidos (GERIUS, 2007; PRAUCHNER,2014).

No intersticio de muitos anos, 0 interesse bioldégico e o0 conceito que
predominavam sobre o selénio giravam em torno de sua toxidez. A partir do ano de
1957, com desenvolvimento de pesquisas nas quais foram observadas a prevengao
de necrose hepatica em ratas e de diatese exsudativa em frangos, por meio da

suplementacdo com selénio, foi constatada a importancia biolégica do elemento para
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0S animais, tornando-se um importante e atrativo campo de pesquisa (UNDERWOOD;
SUTTLE, 1999).

Contudo, o papel bioguimico e a importancia da ingestdo do selénio ficaram
claros a partir de 1973, apds constatarem que 0 microelemento era um importante
componente estrutural da enzima antioxidante glutationa peroxidade (FLOHE;
GUNZLER; SCHOCK, 1973), sendo esta responsavel por reger um importante
sistema de combate a radicais livres do organismo animal (UNDERWOOD; SUTTLE,
1999).

2.2.1 Importancia do selénio para os bovinos

Os minerais de forma geral sdo considerados essenciais para a saude,
eficiéncia produtiva e reprodutiva dos animais, exercendo importantes papeis nas
funcdes metabolicas do organismo. Estes encontram-se distribuidos no organismo em
pequenas concentracdes, variando entre um tecido e outro. Decorrente da
necessidade e quantidade requerida pelo organismo, os minerais sao classificados
em macro e microminerais (SILVA; MARTINS; BORGES, 2017). Neste contexto, o
selénio insere-se no grupo dos microminerais sendo considerado essencial para a
saude animal (LIMA; DOMINGUES, 2007).

Além de ser um micronutriente fundamental para o crescimento adequado,
fertilidade e prevencdo de doencas, o selénio atua protegendo as membranas
celulares contra efeitos toxicos de peréxidos lipidicos e radicais livres, por meio da
glutationa peroxidase importante selenoproteina antioxidante que catalisa a oxidacdo
da glutationa reduzida para a oxidada (CARDOZO et al., 2013; SILVA, 2015).

Por meio da selenoprotina iodotironina desidrogenase, o selénio exerce outra
importante funcdo no metabolismo basal do organismo junto a glandula tireoide. A
enzima iodotironina desidrogenase atua na conversao do hormdnio tiroxina (T4) em
sua forma ativa triiodotironina (T3) (COMINETTI; DUART; COZZOLINO, 2017). O T3
estimula o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, além de promover o
aumento de captacao de glicose pelas células (AVANTE et al., 2019).

Evidenciando a importancia metabdlica do microelemento, em estudo
desenvolvido por Reis et al. (2008), foi observado que a suplementacao de bezerros
com Se promoveu o0 aumento no ganho de peso 45,58% em animais suplementados

em relacdo aos que nao receberam o micromineral.
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Ademais, efeitos positivos em relagdo a resposta imune da glandula mamaria
frente a mastites subclinicas, foram observadas por Paschoal, Zanetti e Cunha (2003).
Neste estudo, realizou-se a suplementacdo com selénio associado a vitamina E em
vacas holandesas no pré-parto, sendo possivel observar a reducdo da contagem de
células somaticas no leite desses animais apos o parto. Corroborando com o descrito
no estudo anterior, a reducdo de mastites clinicas em rebanhos leiteiros
suplementados com Se no pré-parto também foi observado por Harrison, Hancock e
Conrad (1984).

Outro importante papel do microelemento Se em bovinos esté relacionado ao
efeito imunomodulatério do sistema imune inato por meio de células de defesa,
incluindo linfocitos e neutréfilos (ARTHUR; MCKENZIE; BECKETT, 2003). Latorre et
al. (2014) verificaram o aumento da citotoxidade de células Natural killer (NK) em
touros da raca Nelore suplementados com selénio e vitamina E, evidenciando a
importancia do mineral para o sistema imunologico destes animais.

Além disso, propriedades antimutagénicas também tém sido atribuidas ao
selénio devido a protecdo das células contra o estresse oxidativo, por meio das
selenoproteinas (ALMONDES et al., 2010). Em estudos recentes, evidenciou-se a
melhora de quadros clinicos de bovinos leiteiros intoxicados cronicamente por
Pteridium sp. com quadros de hematuria enzodtica bovina, pela suplementacéo
parenteral, por via intramuscular, com doses de 0,05; 0,1 e 0,2 mg/Kg de selénio
associado a vitamina E (OLIVEIRA, 2021; LANNA NETA, 2018).

No ambito da reproducao animal, o selénio € relevante para diversos processos
reprodutivos. Em touros, com sua agao antioxidante, protege os espermatozoides dos
radicais livres. Por outro lado, de forma indireta, por meio dos hormonios da tireoide
T4 e T3, pode conduzir a impoténcia sexual e perda da libido, em situacGes de
excesso ou deficiéncia (AVANTE et al.,2019).

Em fémeas bovinas com suplementacdo adequada de Se, observa-se a
reducao de cistos foliculares, metrites, retencéo de placenta (HARRISON; HANCOCK,;
CONRAD, 1984), aumento das taxas de concepg¢do, reducdo do numero de servigos
e intervalo entre partos (ALONSO et al., 1997). Aléem disso, a fun¢do antioxidante do
Se é de extrema importancia para a manutencdo da saude uterina (LIMA;
DOMINGUES, 2007).

Apesar de seus iniameros beneficios e essencialidade ao organismo animal, o

Se € um microelemento que possui estreita margem entre 0s niveis de exigéncia e
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toxidade. Desta forma, valores abaixo que 0,1 mg/kg de matéria seca (MS) na dieta
séo considerados deficientes e, concentragdes maiores 2 mg/kg de MS podem gerar
toxicidade (GIERUS, 2007).

Ha muitos anos, estudos vem buscando os niveis ideais de Se no sangue de bovinos.
Lucci et al (1984), ao fazerem um levantamento dos niveis de Se no soro de bovinos
no estado de S&o Paulo, consideraram niveis abaixo de 0,020 ppm como deficiéncia
acentuada; de 0,021 a 0,040 ppm deficiéncia; de 0,041 a 0,060 ppm nivel médio e
acima de 0,060 ppm nivel bom deste elemento. Villar et al. (2002), também relataram
que niveis de selénio iguais a 9,7 * 7,2 ppb em plasma e menores que 35 ppb em
sangue total sdo considerados deficiéncia severa em bovinos leiteiros. Em estudos
mais recentes, descreveu-se como nivel adequado de Se no sangue de bovinos
concentracfes acima de 0,18 pg/ L em sangue total, e acima de 0,08 pg/ L no plasma
(ARSHAD; EBEID; HASSAN, 2021).

Portanto, ao suplementar bovinos com Se, deve-se considerar a forma de
administracdo do micromineral. Quando administrado por via oral, os niveis ideais de
selénio estdo entre 0,1ppm e 0,5ppm. Na suplementacdo parenteral por via
intramuscular a dosagem recomendada é de 0,1 mg/Kg, sendo considerado toxica
doses a partir de 0,3 mg/Kg (GONZALEZ, 2000).

2.2.2 Fontes de selénio

O selénio estd disponivel para bovinos em suas formas organicas e
inorganicas. Conforme Lima e Domingues (2007), as formas de maior uso na
suplementacdo para os animais sd0 as inorganicas, como selenito e selenato.
Entretanto, as formas organicas como selenometionina e selenocisteina além de
leveduras enriquecidas com selénio também s&o utilizadas na composi¢cao mineral da
dieta dos animais.

Naturalmente, as formas organicas do selénio estdo presentes em
concentracOes variadas em diversas plantas utilizadas na alimentagcao dos bovinos,
sendo exemplos os alimentos volumosos como gramineas e leguminosas forrageiras.
Também estdo presentes nos alimentos concentrados, como farelo de soja, milho
moido e farelo de arroz. Todavia, a concentragdo do Se nesses alimentos € incapaz
de atender a exigéncia nutricional dos bovinos, assim, é crucial o fornecimento de

mistura mineral para cobrir o correto funcionamento das atividades que dependem do
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microelemento (GIERUS, 2007).

Nas misturas minerais, disponiveis para a suplementacdo de bovinos, formas
organicas e inorganicas de selénio sdo encontradas. O selenito é descrito sendo a
forma inorganica mais abundante nas misturas, por outro lado o selénio organico na
forma de selemetionina esta presente por meio de leveduras enriquecidas com selénio
(NRC, 2001; GIERUS, 2007; LIMA; DOMINGUES, 2007; COMINETTI, DUARTE;
COZZOLINO, 2017).

Além das fontes de selénio presentes nos alimentos, o mineral também pode
ser encontrado em apresentacoes farmacéuticas e na forma de solugdes de selénio
as quais podem ser administradas via parenteral (LANNA NETA, 2018; OLIVEIRA,
2021).

2.2.3 Deficiéncia de selénio

A deficiéncia de minerais na bovinocultura é responséavel por acarretar diversos
prejuizos a producédo animal estando entre eles a baixa producéo de leite, problemas
de fertilidade, baixo rendimento de carcaca e desenvolvimento retardado dos animais
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Neste contexto, diferentes disturbios fisicos e metabdlicos estdo relacionados
a deficiéncia de selénio nos animais, tendo destaque as desordens musculares,
anemia, fraqueza, alteracbes cardiacas e rapido envelhecimento celular (LIMA;
DOMINGUES, 2007).

Em bovinos jovens a deficiéncia de Se é responsavel por causar a distrofia
muscular conhecida como “doenca do musculo branco” (TOKARNIA; DOBEREINER,;
PEIXOTO, 2000; RODRIGUEZ et al., 2018). Os sinais clinicos observados estédo
relacionados a musculatura acometida, incluindo faringe, laringe, lingua, musculos
respiratorios, cardiacos, musculatura de pesco¢co e membros. Em bezerros recém-
nascidos, pode-se verificar a dificuldade de ingestdo de leite e pneumonia por
aspiragdo devido a flacidez da lingua. Outros sinais clinicos como dispneia, andar
rigido, fraqueza, tremores musculares, sopros e arritmias cardiacas incluindo morte
subita também séo relatados na deficiéncia de selénio (GUARD, 2008).

Ademais, diversas desordens reprodutivas estéo relacionadas a deficiéncia de
selénio em ruminantes. Dentre elas encontram-se a alta mortalidade embrionaria,

infertilidade, nascimentos de crias prematuras e fracas (UNDERWOOD; SUTTLE,
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1999), aumento de susceptibilidade a infecgcbes como metrite e endometrite, retencao
de placenta, ocorréncia de ovarios cisticos (NRC, 2001; SCOTT; PENNY; MACRAE,
2011) além anormalidades na espermatogénese e infertilidade em touros
(NICODEMO; SERENO; AMARAL, 2008).

2.2.4 Intoxicagao por selénio

Nos animais, a intoxicacao por selénio pode ocorrer de forma espontanea em
bovinos, equinos, suinos e ovinos principalmente pela ingestdo de plantas
acumuladoras de selénio, as quais sao denominadas plantas seleniferas por
concentrarem altos niveis do mineral em sua estrutura. Contudo, também s&o
descritos quadros de intoxicacdo oriundos da ingestdo exacerbada do micromineral
em decorréncia de erros na formulacdo de dietas ou mistura ineficiente do nucleo
mineral nas racfes além do uso de aditivos nas racdes com elevadas concentracées
de selénio (GOMES et al., 2014).

Trés apresentacfes clinicas sdo descritas na intoxicacdo por selénio, sendo
uma de curso clinico aguda, e duas de curso crénico, também denominadas selenose.
Na apresentacdo aguda, os animais intoxicados podem apresentar graves sinais de
alteracdes gastrointestinais, faléncia de miocéardio, com rapida evolu¢do dos sinais
clinicos (NESPOLI et al., 2001). As outras duas formas consideradas crénicas da
intoxicacao por Se sao descritas em inglés como blind stagger e alcali desease.

Nos quadros de manifestacdo crénica, pode-se observar sinais clinicos como o
aparecimento subito de alteraces envolvendo o sistema nervoso central, observados
na alcali desease, e sinais de emaciacao, alteragcdo dos anexos da pele como
alteracdes em cascos, pelos sem vitalidades, perda de pelo em regifes de cauda e

crina, além de anorexia, depresséo e tremores musculares (OLIVEIRA et al., 2007).

2.2.5 Metabolismo do selénio no organismo animal

ApOs a ingestdo do microelemento selénio, seja em sua forma organica ou
inorganica, diversos processos metabdlicos ocorrem no organismo, que vao da
absorcéo, anabolizacdo, catabolizagédo até excrecdo (PRAUCHNER, 2014).

Nos ruminantes, 0os microrganismos presentes no rimen favorecem a reducgéo

das principais fontes de selénio inorganicas utilizadas na racao, selenito e selenato,
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reduzindo-os a selénio elementar. Tal fato reduz a disponibilidade do mineral para o
organismo, pois o0 selénio alementar possui baixa solubilidade e é eliminado em
grande quantidade pelas fezes (GIERUS, 2007).

Por outro lado, segundo este mesmo autor, 0S microrganismos ruminais
também exercem a importante funcdo de incorporar o Se inorganico da dieta a
proteina microbiana, principalmente nas formas de selenometionina e selenocisteina,
fazendo com que o mineral possa ser absorvido na forma organica no intestino.

Entretanto, o pH do liquido ruminal também exerce influéncia sobre a
disponibilidade do Se dietético. Quando mais &cido, menor a presenca de formas
oxidadas do mineral, assim, ocasiona a menor disponibilidade para aproveitamento
(PRAUCHNER, 2014).

E importante destacar que a disponibilidade do selénio para os animais esta
intimamente relacionada a sua forma quimica, sendo que quanto mais reduzida,
menor a biodisponibilidade (ORTOLANI, 2017).

Com isso devido as particularidades do ambiente ruminal, os ruminantes
absorvem o selénio de maneira menos eficiente que os monogastricos (ORTOLANI,
2017). Assim, o selénio oriundo da dieta é absorvido via intestinal, em maior parte no
duodeno e jejuno. As formas inorganicas no metabolismo pos absorcao sdo captadas
por eritrocitos, em seguida reduzidas podendo ser acopladas ou ndo a albumina. Logo
depois sado transferidas para o plasma para, enfim, chegarem ao figado (GIERUS,
2007). Por outro lado, os compostos organicos presentes na dieta, apds a absorc¢ao,
sao direcionados ao figado pela via porta (PRAUCHNER, 2014).

No figado, as formas organicas do selénio (SeMet e SeCis) podem ser
metabolizadas em aminoacidos e estes serem armazenados no musculo esquelético,
com funcéo de depdsito do micromineral para o organismo, ou direcionada ao sistema
circulatério, entrando no pool de aminoacidos por meio da protedlise. No entanto as
formas inorganicas como o selenato e o selenito sofrem metabolismo redutivo,
principalmente nos hepatdcitos, para a producdo do seleneto de hidrogénio (H2Se),
metabdlito central do selénio no organismo animal, o qual podera ser catabolizado ou
anabolizado conforme demanda do organismo (PRAUCHNER, 2014).

Todavia, para a incorporacdo do selénio as proteinas funcionais, tanto as
formas orgéanicas quanto as formas inorganicas precisam ser inicialmente convertidas
a seleneto de hidrogénio o qual, posteriormente, sera metabolizado a SeCis (GIERUS,
2007).



35

Segundo Francesconi e Painnier (2004), em situacdes de excedentes de
selénio no organismo, este é eliminado primordialmente pela urina em formas menos
nocivas como trimetil-selenol, metil-selenol e selenoagucares. Ademais, frente a
situacdes de altos niveis de selénio no organismo, a via respiratéria pode ser ativada

eliminando-o na forma metilada, sendo a principal o dimetilseleneto.
2.2.6 Disponibilidade selénio no sangue total e no soro

Sabe-se que o sangue é um importante reservatorio e meio de transporte do
microelemento selénio no organismo animal (HERDT; RUMBEIHA; BRASELTON,
2000). Segundo Gierus (2007), apés a absorcao intestinal de Se, ele é captado pelos
eritrocitos, em seguida € reduzido e posteriormente transferido ao plasma para enfim
chegar ao figado onde sofrera outros processos metabalicos.

Assim, 0 sangue é considerado um importante meio para mensurar 0s niveis
de selénio no organismo animal, podendo ser obtido por meio de amostras de sangue
total ou soro sanguineo (LONGNECKER et al., 1996).

A concentracdo de selénio no sangue total € oriunda da somatoria do
microelemento presente nos eritrocitos e no soro. A representatividade do selénio
eritrocitario em bovinos é cerca de 60% da concentracdo do selénio presente no
sangue total, estando presente sob a forma da enzima glutationa peroxidase, a qual é
formada no processo de desenvolvimento eritrocitario. Nos bovinos, a meia vida média
dos eritrécitos é de aproximadamente 157- 162 dias (ANJOS et al. 2009), portanto,
mudancas no fornecimento de selénio nutricional ndo podem afetar a concentracao
do elemento nos eritrocitos circulantes antes que ocorra uma renovacao dessas
células. Dessa forma, a mensuracdo de selénio em sangue total € considerada mais
estavel refletindo os niveis de selénio em uma ingestdo a longo prazo (HERDT;
RUMBEIHA; BRASELTON, 2000).

Por outro lado, as concentracdes do selénio no soro sanguineo envolvem 0s
processos metabdlicos de carreamento do elemento oriundo da absorgéo intestinal
para o figado ou através da reciclagem do elemento no mesmo 6rgéo, o qual direciona
ao soro para excrecao nas situacdes que excedam as necessidades fisioldgicas.
Entretanto, a cinética do microelemento no soro é considerada rapida, flutuavel e
muito sensivel frente a mudancas dietéticas no fornecimento de selénio, sendo,

portanto, a mensuracdo sensivel na deteccdo de mudancas nas concentracdes
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séricas de Se em curto prazo (LONGNECKER et al., 1996).

2.2.7 Técnicas de dosagem de selénio

Decorrente da estreita faixa entre demanda nutricional e toxidade, a
mensuracao do selénio em diferentes tipos de amostras, incluindo biologicas, mostra-
se fundamental para o correto equilibrio do microelemento no organismo animal. Com
isso tem sido empregada diferentes técnicas de mensuracdo de Se, como as
espectroscopicas, cromatogréficas e eletroanaliticas (FALANDYSY, 2013; MARTINS;
NERY; SOUZA, 2019; SOUZA, 2017).

Entre as técnicas disponiveis para a mensuracao de selénio, destacam-se as
espectroscopicas, as quais apresentam alta sensibilidade e seletividade na detec¢éo
de baixas concentracdes do elemento em diferentes tipos de amostras (GRECO,
2016). De acordo com Martins et al. (2017), no intersticio de 2006 a 2016 as técnicas
espectroscopicas representaram 66% das técnicas utilizadas por pesquisadores para
mensuracao de Se em publicacdes cientificas.

Como exemplos de técnicas espectroscopicas utilizadas na mensuracdo de
selénio, cita-se espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS) ou molecular (MFS),
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e
espectrometria de absorcédo atdbmica em forno grafite (GF AAS) ou pela geracédo de
hidretos (HG AAS) (COELHO; BACCAN, 2004; GRECO, 2016; MARTINS et al., 2017).

Nas técnicas de AAS GF ou AAS HG, o Se é mensurado pela quantidade de
radiacdo eletromagnética liberada ou absorvida das amostras, as quais precisam
passar por um processo prévio de atomizacdo para poder gerar atomos e ions
gasosos. O forno grafite e o tubo de quartzo séo exemplos de atomizadores utilizados
na mensuracdo do Se. Esses atomizadores sdo fornos que pelo aquecimento das
amostras a temperaturas de 300 a 3000 °C promovem a conversao atdémica do Se e,
acoplados a uma lampada de catodo oco, conseguem realizar a absorcao da radiacdo
emitida pelas formas atbmicas do elemento mensurando assim sua concentracao na
amostra (MARTINS et al., 2017).

Contudo, segundo estes mesmos autores, antes de submeterem as amostras
para andlises na técnica de espectrometria de absor¢do atbmica, é necessaria uma

prévia digestdo para que ocorra a remocdo de residuos organicos para que seja



37

promovido aumento da sensibilidade e seletividade técnica.

A adocao da técnica de AAS para mensuracdo do Se em bovinos acometidos
por HEB, tradados com suplementos de selénio e vitamina E, demonstra-se eficaz na
determinacdo das concentracdes do microelemento no organismo de bovinos

conforme descrito por Lanna Neta (2018).

2.3 Vitamina E

A vitamina E foi descoberta por Evans e Bishop (1922), os quais, em estudo
com vegetais de folhas verdes, atribuiram ao denominado “fator x” papel fundamental
na reproducdo de ratos (EVANS; BISHOP,1922). Posteriormente, este fator foi
designado como Vitamina E ou tocoferol.

Desta forma, o termo “vitamina E” é utilizado para designar um grupo de oito
espécies naturais de tocoferdis e tocotriendis. Em conjunto com as vitaminas A, D e
K, constituem o grupo de vitaminas lipossolUveis caracterizadas por derivarem do
nacleo isoprendide, por serem solluveis em lipideos e solventes organicos (SAYAGO,
2007).

A acao da vitamina E no organismo esta intimamente associada ao elemento
selénio, juntos atuam como importantes oxidantes na protecdo da membrana celular
contra a acdo dos radicais livres (LIMA; DOMINGUES, 2007). Outas importantes
participacfes da vitamina E no organismo estdo associados a participacdo na
producdo de hormonios como o T4 e as gonadotrofinas (SERAFINI FILHO et al.,
2014).

Diversos trabalhos demonstrando os efeitos benéficos da suplementacdo da
vitamina E em associacdo com o Se tem sido descritos na literatura, dentre eles os
efeito positivo na reducdo de células somaticas no leite de vacas da raca holandesa
suplementadas por via oral com 5 mg de selenito de sédio associado a 1.000 Ul de
vitamina E (PASCHOAL; ZANETTI; CUNHA, 2003), reduc¢do na incidéncia de mastite
clinica através da suplementacédo oral com 2,5 mg de selenito de sodio e 1.000 Ul de
vitamina E (PASCHOAL; ZANETTI; CUNHA, 2005), aumento nas taxas de concepcéo
e reducao do intervalo entre partos (ALONSO et al., 1997), aumento da citotoxidade
de células natural killer do sistema imune inato de bovinos pela administracao via oral
de 2,5 mg associado a 500 UI/Kg de matéria seca (LATORRE et al., 2014) e reducao

do quadro de hematuria e aumento de peso de bovinos acometidos por HEB (LANNA
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NETA, 2018).

Por outro lado, a deficiéncia de vitamina E e Se no organismo de bovinos sao
responsaveis por desordens musculares, reprodutivas e produtivas sendo
responsaveis por impactar negativamente a producdo animal (TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; NICODEMO; SERENO; AMARAL, 2008).

Tem sido sugerido outra importante acdo da suplementacdo de selénio e
vitamina E no organismo animal, a qual esta ligada a reducao da atividade de uma
enzima denominada monoamina oxidase, que em situacfes de alta atividade no
organismo, é responsavel por gerar grandes quantidades radicais livres atuando de
forma deletéria em células de diversos sistemas do organismo principalmente o
sistema nervoso central (PAZINI, 2013; TANG; WANG; LIN ,2008; XU; LI; ZHANG,
2003).

2.4 Monoamina oxidase

Monoamina oxidase (MAO) é uma enzima que contém em sua estrutura um
dinucleotidio flavina-adenina (FAD) e que estad presente na membrana externa da
mitocéndria celular do sistema nervoso central, além de outros tecidos periféricos
como plaquetas, intestino e placenta de humanas, como também em rim, figado e
tireoide de bovinos (GRYNSBY et al., 1991). Suas funcdes estéo ligadas a regulacéo
dos niveis das aminas biogénicas teciduais por meio dos processos de catalisacao e
desaminacdo oxidativa de aminas enddgenas ou exdgenas (SHIH; CHEN; RIDD,
1999).

Segundo estes mesmos autores, sdo substratos da MAO as animas biogénicas
como as monoaminas neurotransmissoras serotonina, norepinefrina e dopamina, o
neuromodulador B-feniletilamina além de monoaminas bioativas exdgenas como a
tiramina.

MAO apresenta-se subdividida em duas isoformas, a monoamina oxidase A e
B (MAO A, MAO B), as quais diferem-se funcionalmente em prol de sua seletividade
a substratos inibidores e distribuicdo nos tecidos. Preferencialmente MAO A esta
envolvida nos processos metabodlicos da serotonina, norepinefrina e dopamina,
enquanto MAO B oxida B-feniletilamina, dopamina e benzilamina. (GAWESKA,
FITSPATRICK, 2011).

Nos processos de catalizacdo de aminas primarias, secundarias e terciarias,
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envolvendo MAO, ocorre a geracdo de peroxido de hidrogénio (H202) que
normalmente é inativado por enzimas como glutationa peroxidase e catalases.
Entretanto, em situacfes de alta expressdo de MAO, o H202 em excesso pode ser
convertidos em radicais hidroxilas, altamente reativos, que representam importante
fonte de estresse oxidativo as células (PAZINI, 2013).

Sendo assim, a agdo dos radicais livres em &cidos graxos e aminoacidos
oxidaveis presentes nas membranas celulares, particularmente sensiveis ao estresse
oxidativo, ocorre aumento da permeabilidade celular gerada pela peroxidacéo lipidica,
que implica na interrupcdo do gradiente idnico e processos metabdlicos celulares
acarretando a perda da integridade da membrana celular e posteriormente morte
celular (MASON; OLMSTEAD; JACOB, 2000).

Em alguns processos patolégicos do sistema nervoso central de humanos, em
especial a doenca de Alzheimer, a atividade de MAO-B pode estar aumentada em até
trés vezes em algumas areas cerebrais. Sendo assim, € sugerido que danos celulares
nas areas do sistema nervoso central relacionadas a doenca, seja favorecida pela
acdo oxidativa de H20: e radicais livres provenientes do aumento de atividade da
MAO-B na regido, evidenciando a participagéo desta enzima em processos celulares
degenerativos (HUANG et al. 2015).

Sabendo-se da atuacgéo e participacdo de MAO em processos degenerativos
celulares, diversos estudos sao encontrados na literatura compartilhando do objetivo
de avaliar drogas e substancias com capacidade reduzir os efeitos deletérios da alta
atividade da enzima no organismo. Estas substancias sdo denominadas de inibidores
de MAO (MASON; OLMSTEAD; JACOB, 2000; HUANG et al., 2015).

Neste ponto, um elemento que desempenha papel fundamental na defesa
celular animal é o Se. Este mineral, por meio da enzima glutationa peroxidase, uma
selenoproteina antioxidante, protege as células contra os efeitos téxicos de peroxidos
lipidicos e radicais livres (SILVA, 2015). Em estudo desenvolvido por Tang, Wang, Lin
(2008), foi demostrado que a suplementacdo de ratas com formas orgénicas e
inorganicas de selénio pode diminuir significativamente os efeitos da MAO-B nos
cérebros desses animais, sendo esse feito atribuido a capacidade antioxidante do Se.

Desta forma, a vitamina E assume papel importante no organismo animal, por
ser considerado um dos principais antioxidantes. Ao reagir com os radicais peroxil,
metabdlicos oriundos da oxidacdo primaria de acidos graxos, a vitamina E impede o

processo da peroxidacao lipidica e com isso os danos provocados por radicais livre
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as membranas celulares, contribuindo, assim, para a manuten¢éo da integridade da
parede celular (LOBATO, 2009).

Em um estudo desenvolvido por Xu, Li e Zhang (2003) pela suplementacéo de
ratas com baixas doses de vitamina E, foi observado aumento dos niveis de
monoaminas (serotonina, noradrenalina e dopamina) em certas regides do encéfalo.
Com isso, concluiram que a suplementacdo com vitamina E provoca a melhora da
memoria de ratos submetidos a hipdxia crénica, demostrando o importante papel

exercido pela vitamina E como antioxidante celular.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivos gerais

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagcdo com doses
crescentes de selénio associado a vitamina E em bovinos com hematuria enzootica,
bem como, comparar os niveis de selénio em sangue total e soro sanguineo e avaliar

a atividade relativa da enzima monoamina oxidase no soro destes animais.

3.20bjetivos especificos

e Determinar a melhor dose terapéutica do Se para suplementacdo parenteral de
bovinos acometidos por HEB.

e Avaliar a implicacgao clinica das diferentes dosagens terapéuticas de Se e vitamina
E frente aos graus de hematuria em bovinos com HEB.

e Comparar a suplementacéo de Se associado a vitamina E com o ganho de peso,
0s parametros hematolégicos, o grau de hematuria e a atividade relativa da MAO.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética e uso dos animais — CEUA

O protocolo experimental foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso Animal
da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES-Alegre), sob o numero
03/2017 e 025/2020.

4.2 Local de estudo

O estudo foi realizado na Universidade Federal do Espirito Santo nos Centros
de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE-UFES) e Ciéncias Exatas, Naturais e da
Saude (CCENS). As andlises foram desenvolvidas principalmente no Laboratério de
Andlises Quimicas e Ambientais, do laboratério de Apoio a Pesquisa da Agronomia
localizado na Area experimental (CCAE), no Laboratério de Patologia Animal do
Hospital Veterinario (CCAE) e Laboratorio de bioguimica (CCENS).

4.3 Material

Foram analisadas 51 amostras de sangue total e 68 de soro sanguineo bovino
para a mensuracao da concentracdo do microelemento selénio, além da determinacéo
da atividade relativa da enzima antioxidante MAO.

As amostras foram provenientes de 18 bovinos, fémeas, com idade variando
de quatro a 12 anos, com quadros de hematuria enzoética bovina (HEB) confirmados,
avaliadas entre o periodo de agosto de 2019 e janeiro de 2020. Os animais eram
oriundos de diferentes propriedades rurais dos municipios de Divino Sao Lourenco e
Ibitirama, ambos pertencentes a microrregido do Caparad, Sul do Espirito Santo. Em
todas as propriedades foi constatada a presenca de Pteridium sp. nas pastagens. A
identificacdo dos animais foi feita por meio da aplicacdo de brincos na orelha direita
contendo as informagbes de nome, letra V e numero, conforme apresentado no
Quadro 1.
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Quadro 1 - Identificacdo dos animais por propriedade, municipio, identificacdo em

brinco e idade.

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 Vil 11 anos
Fazenda B Ibitirama V12 12 anos
Fazenda C Divino S&o Lourenco V14 4 anos
Fazenda C Divino Sdo Lourenco V15 5 anos
Fazenda D Divino S&o Lourenco V16 10 anos
Fazenda D Divino Sdo Lourenco V17 6 anos
Fazenda E Divino Sé&o Lourenco V18 12 anos
Fazenda E Divino Sdo Lourenco V19 11 anos
Fazenda F Ibitirama V20 6 anos
Fazenda F Ibitirama V21 6 anos
Fazenda F Ibitirama V22 7 anos

Durante todo o periodo de experimentacao os animais foram mantidos em seus
locais de origem respeitando as condicdes de manejo da rotina normal das
propriedades, tanto no aspecto nutricional quanto reprodutivo e produtivo. As
avaliacdes semanais tiveram inicio em agosto de 2019 sendo finalizadas em janeiro
de 2020. A alimentacdo de todos os animais foi baseada em cana-de-acucar
(Saccharum officinarum) picada e Brachiaria sp.

Para realizar as coletas de material bioldgico e aplicacdo de selénio e vitamina
E, os animais foram direcionados as salas de ordenhas, as quais em todas as
propriedades eram cobertas por telhado, e alojados em canzis. Em cada animal foi
realizada contencédo fisica seguida da suplementacdo parenteral. Apos esse
procedimento, 0s animais eram soltos novamente nos piquetes.

O delineamento experimental foi o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), dividindo-se aleatoriamente 0s animais em quatro grupos, sendo separado por
sorteio um animal de cada fazenda para ser o controle. Estes receberam

suplementacdo parenteral, por via intramuscular, com diferentes doses de
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FOSFOSAL®! (suplemento contendo selenito de sédio, forma inorganica de Se)
associado a Vitamina E®? (suplemento a base de vitamina E), com excegdo para o
grupo controle, o qual substituiu-se a dose de FOSFOSAL®* pdr solucéo fisioldgica,

conforme apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 - Grupos experimentais para a suplementacdo com doses crescentes de

selénio associado a vitamina E em bovinos leiteiros com hematuria enzodtica.

Grupos Numero de Fosfosal Vitamina E
experimentais animais
Controle 6 - 500 mg/
animal
Tratamento 1 4 0,05 mg/kg 500 mg/ animal
Tratamento 2 4 0,10 mg/kg 500 mg/ animal
Tratamento 3 4 0,20 mg/kg 500 mg/ animal

Os animais foram avaliados em 14 momentos semanais, que foram
identificados pela letra “M” seguido do nimero do momento, em que MO correspondeu
ao momento inicial, seguidos dos momentos de suplementacdo M1 ao M13 e
finalizando com o M14 que correspondeu ao Ultimo momento de avaliacdo ocorrido
na uma semana apos a Ultima aplicacao.

Amostras sanguineas foram coletadas a cada 15 dias, correspondendo aos
momentos MO, M2, M4, M6, M8, M10, M12 e M14. A coleta foi realizada por meio de
puncéo da veia caudal utilizando tubos de 5 mL com anticoagulante (heparinae EDTA)
e sem anticoagulante. Apos identificadas e acondicionadas em caixas de isopor
contendo gelo reciclado, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de
Patologia Animal do HOVET — UFES para anélise de hematdcrito, proteina sérica
total, fibrinogénio plasmaético, selénio e monoamina oxidase.

Em cada momento foi avaliado o peso dos animais por meio de fita de pesagem

! ® Fosfosal (Glicerofosfato de sédio 5.5H20 -14g, Fosfato monossaddico 2H20 -20,1g, Cloreto de cobre
2H20 -0,4q, Cloreto de potassio -0,6g, Cloreto de magnésio -2,5g, Selenito de sodio - 0,24g) Virbac do
Brasil Industria e comércio Ltda- Av. Queiroz Filho, 1560 - Vila Leopoldina, Sédo Paulo - SP, 05317-000.
2 ® Vitamina E (Acetato de alfa-tocoferol -2g) Labovet Produtos Veterinarios, Avenida banco do
nordeste-22, centro, centro industrial Subaé, Feira de Santana, Bahia CIS- Cep 4410-665, caixa postal
363.
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propria para bovinos para calcular a dose do suplemento e também verificar o ganho
de peso dos animais. Somado a isso, foi verificada a intensidade da presenca de
sangue na urina por meio da observacdo da miccdo espontanea por método semi-
guantitativo subjetivo baseado em escore variando de 1 a 4 (1= ausente, 2= discreta,
3= moderada e 4=intensa) (LANNA NETA, 2018).

As amostras de sangue com heparina, foram transferidas para microtubos de
1,5 mL (tipo criotubos) e acondicionadas em freezer -80°C até o processamento. Para
obtencdo do soro sanguineo, amostras de sangue sem anticoagulante foram
centrifugadas a 3000 rota¢des por minuto durante 10 minutos em centrifuga de tubos.
Logo apos, o soro foi transferido para microtubos de 1,5 mL e armazenado em freezer
— 80°C até o processamento.

Para a mensuracdo do selénio no sangue total e no soro sanguineo, foram
avaliadas amostras em diferentes momentos: inicial, intermediario e final, de modo
semelhante ao descrito por Latorre et al. (2014). Para a avaliacao da atividade relativa

de MAO, amostras de soro de todos os momentos foram utilizadas.

4.4 Protocolo experimental para mensuracéo de Se e MAO

4.4.1 Mensuracéao do Se

Para a mensuracdo do Se, as amostras de sangue total e soro bovinos foram
retiradas do armazenamento em freezer — 80°C e levadas ao Laboratério de Andlises
Quimicas e Ambientais, do Setor de Apoio a Pesquisa da Agronomia localizado na
Area Experimental de Rive, Alegre, ES (CCAE). Neste, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e submetidas a prévia digestao por micro-
ondas e posteriormente submetidas a técnica de espectrometria por absorcdo atémica
com geracao de hidretos utilizando o aparelho HG3000.

A digestédo das amostras de sangue total e soro foi realizada utilizando-se 2 mL
de amostra (soro ou sangue total), adicionando-se 5 mL de &cido nitrico (HNO3) e 2
mL de peroxido de hidrogénio (H202). Em seguida a mistura foi agitada suavemente
por 15 segundos. As amostras foram digeridas utilizando o equipamento MARS 6 e
embarcacao Xpress.

Apos digeridas, as amostras foram submetidas a técnica de espectrometria por

absorcao atdbmica por geracao de hidretos para mensurar a concentracéo de Se. Para
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isso, inicialmente acidificou-se as amostras utilizando &cido cloridrico (HCI)
concentrado para obter 50% de solugéo e posteriormente aqueceu-se suavemente a
70° C por 30 minutos, aguardando posteriormente seu resfriamento em temperatura
ambiente antes de iniciar a analise. Essa acidificacdo se fez necesséaria para a
reducdo do selenito (Se203), em selenato (Se204), pois 0 selenito ndo pode ser
detectado utilizando a técnica de hidreto. A Figura 2 ilustra a mensuragao dos niveis

de selénio.

Figura 2 — Processamento das amostras de sangue total e soro para mensuracao
de Se em bovinos com HEB suplementados com doses crescentes de Se associado
a vitamina E revelando em A) forno micro-ondas digestor Mras 6, CEM®. B)
amostras de sangue total e soro digeridas em aquecimento a 70 °C; C) Amostras
apos adicao de HCI; D) Aparelho de espectrometria por absor¢ao atdmica acoplado
a gerador de hidretos, GBC®.
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4.4.2 Mensuracéo da MAO

Para a avaliacdo dos niveis da enzima MAO no soro, as amostras de soro
bovino foram retiradas do armazenamento em freezer — 80°C e direcionadas ao
Laboratorio de bioquimica (CCENS). A avaliacdo da atividade relativa da enzima
antioxidante MAO foi realizada pelo ensaio de luminescéncia, utilizando o kit MAO-

Glo™ em aparelho lumindmetro Glomax+ multi detection system (Figura 3).

Figura 3 — Ensaio de luminescéncia para avaliacdo de atividade de monoamina

oxidase em amostras de soro de bovinos com HEB suplementados com doses

crescentes de Se associado a vitamina E revelando em A) Kit MAO — Glo™:; B)
amostras de soro bovino; C) preparo das amostras para teste de luminescéncia; D)

Aparelho GLOMAX® multi + detection system.

" Fonte: MOREIRA JUNIOR, 2022.

4.4.3 Andlise estatistica

Para andlise estatistica de todas as variaveis estudadas, foi utilizado o

programa estatistico Graphpad prism 9.0.0. Os testes estatisticos ndo paramétricos
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de Kruskal-Wallis e Friedman foram aplicados, simultaneamente, com nivel de
significancia de 5%. O primeiro para avaliar o efeito tratamento, o segundo para avaliar
o efeito tempo dentro de cada tratamento. Ambos os testes foram seguidos pelo teste
de comparacao multipla de Dunn.

Desta forma, as variaveis foram analisadas estatisticamente quanto ao efeito
tratamento e efeito tempo. Para a analise do efeito tratamento, os dados obtidos de
cada momento amostral foram comparados entre os diferentes grupos. Para avaliacao
do efeito tempo foram comparados dentro de cada grupo os dados dos diferentes

tempos amostrais.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo fato dos animais deste estudo terem sido mantidos nas suas propriedades
de origem, algumas intercorréncias foram observadas, conforme demonstrado na

Tabela 1, entretanto, estes fatores néao interferiram nas condi¢cdes do experimento.

Tabela 1 - Intercorréncias observadas com animais ao longo do protocolo
experimental de suplementacdo de bovinos com HEB suplementados com doses

crescentes de Se associado a vitamina E.

Grupos N° de Intercorréncias observadas durante o periodo
animais experimental
Controle 2 Prenhez positiva proximo ao término do experimento e

mudanca de pasto para nova area com as mesmas
condi¢cdes da anterior.
Trat. 1 1 Parto aproximadamente seis semanas apos inicio do
experimento e mudanca de pasto para nova area com as
mesmas condi¢cdes da anterior.
Trat. 2 1 Mudanca para nova area com as mesmas condi¢cdes da
anterior

Trat. 3 1 Prenhez positiva proximo ao término do experimento
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5.1 Peso corporal

Considerando a variavel peso corporal, ndo foram observadas diferencas
significativas entre nenhum dos tratamentos. Entretanto, ao avaliar o efeito tempo, foi
notada diferenca significativa entre os momentos 2 e 8 nos animais do grupo controle.
Revelando um peso corporal maior no momento 2 em relagdo ao momento 8 (Tabela
2).

Tabela 2 - Pesos dos animais em quilogramas distribuidos em grupos experimentais

em diferentes momentos submetidos a suplementagcdo com doses crescentes de Se

associado a vitamina E em bovinos com HEB.

Peso dos animais

Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
MO 434,0 Aa 409,5 Aa 405,5 Aa 385,5 Aa
(326,3 |-| 506,0) (382,0 |-| 551,0) (332,5]-|] 499,5) (358,0 |-| 422,0)
M2 405,0 Aab 388,5 Aa 376,0 Aa 379,5 Aa
(335,0 |-| 467,8) (361,0|-] 503,8) (308,5|-| 442,8) (309,3|-| 422,0)
M4 3855 Aa 3945 Aa 370,0 Aa 364,5 Aa
(330,3 |-| 460,5) (364,0 |-| 484,3) (301,0]-| 436,0) (306,5 |-| 412,8)
M6 398,0 Aa 367,0 Aa 3825 Aa 367,0 Aa
(331,0|-|472,5) (362,5|-|472,0) (318,3|-|440,8) (311,5]-| 453,3)
M8 378,5 Aac 391,0 Aa 382,04 376,0 Aa
(330,3 |-| 449,0) (340,8|-]470,5) (319,8 -] 430,0) (358,0|-| 394,0)
M10 3905 Aa 373 Aa 364 Aa 361,5 Aa
(328,8 |-| 454,5) (358 |-| 443,5) (309,3 |-| 430) (317 |-| 394)
M12 3940 Aa 3940 Aa 357,0 Aa 376,0 Aa
(333,8 |-| 456,0) (351,3|-| 452,5) (314,8]|-|428,5) (321,3]-|397,0)
M14 3915 Aa 379,0 Aa 385,0 Aa 367,0 Aa

(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 ndo
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra mindscula na
coluna néo diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.
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Sendo assim, no que tange aos diferentes tratamentos aplicados, os resultados
obtidos neste trabalho diferem dos descritos por Lanna Neta (2018), em um estudo
onde verificou-se o ganho de peso de vacas leiteiras acometidas por HEB
suplementadas por igual periodo e vias de administracdo, utilizando Se inorganico na
forma de selenito sédico, nas doses de 0,05; 0,1 e 0,2 mg/kg associados a vitamina
E. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de se tratar de diferentes propriedades
e animais, 0s quais podem possuir acesso a manejos nutricionais com diferentes
niveis de Se. Além disso, Lanna Neta (2018), ndo descreveu o periodo de
desenvolvimento do trabalho, o qual se realizado no periodo das chuvas, diferiria do
trabalho atual, e proporcionaria uma maior disponibilidade e qualidade de alimento
para 0s animais, o que justificaria o ganho de peso observado.

Sousa (2008) também observou um comportamento diferente a respeito do
peso corporal ao avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da carne de
bovinos Nelore. Por meio da suplementacdo com diferentes fontes de lipideos e
selénio, por via oral, foi possivel observar maior ganho de peso em animais
suplementados com selénio inorganico.

Por outro lado, os resultados obtidos no presente estudo vao ao encontro ao
observado por Lawler et al. (2004), que ao suplementar novilhos com diferentes fontes
de selénio, ndo observaram relacdo entre o ganho de peso e eficiéncia alimentar.

Acredita-se que alguns fatores possam ter colaborado para tais resultados
como o estresse das coletas e da administracdo parenteral do selénio. Mesmo néo
havendo fatores externos como retirada dos animais da propriedade e alteracdes de
manejo alimentar, segundo Mobiglia, Camilo e Fernandes (2014), praticas como a
coleta de sangue repercutem na liberacdo imediata de cortisol na corrente sanguinea
de bovinos, o que pode acarretar fadiga e perda de massa corporal. Assim, acredita-
se que a rotina do experimento com a movimentacdo dos animais ao curral,
contencéo, coletas de amostras e administracdo do Se, sendo essas realizada em
canzis, corroboraram para tais resultados.

Com relacao as diferencas de pesos observados entre os momentos 2 e 8 no
grupo controle, acredita-se que alguns fatores como periodo de desenvolvimento do
estudo, o qual foi desenvolvido em sua maioria no periodo seco, a gestagao de alguns
animais e mudanca de pasto podem ter influenciado no resultado. De acordo com

Santos, Gomes e Fonseca (2014), alguns fatores climaticos restritivos observados no
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inverno nos meses de julho, agosto e setembro, comprometem a produtividade e
qualidade das forrageiras, principalmente, a disponibilidade de agua, radiagcéo solar e
temperatura. Portanto, a diferenca de peso observada pode ser justificada pelo fato
das coletas terem iniciado no periodo da seca, cuja qualidade e oferta de alimento
encontrava-se diminuida. Além disto, os animais prenhes também demandaram maior
aporte nutricional, o que somado a condi¢do alimentar citada pode ter contribuido para
a diferenca de peso observada entre 0s momentos do grupo controle em relacéo ao

tempo.

5.2 Hematuria

Considerando os resultados obtidos a respeito do quadro clinico de hematduria,
observou-se diferenca significativa na reducdo da hematuria entre grupo controle e
grupo tratamento 1, nos momentos 4, 6 e 14. No entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas ao analisar esta variavel ao longo do tempo em nenhum dos

tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Avaliagdo semi-quantitativa do grau de hematuria pela avaliacéo 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 doses

crescentes de Se associado a vitamina E em diferentes momentos experimentais.

Hematuria
Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
MO 4,00Aa 1,50 Aa 2,00 Aa 3,00 Aa
(1,75]-|4,00) (1,00]-|3,50) (1,25]-|3,50) (2,00]-|4,00)
M4 3,00 AaB 1,00 Aac 1,50 Aa 3,00 Aa
(1,75]-|4,00) (1,00]-[1,75) (1,00]-|3,50) (2,25]-|3,00)
M6 3,50 AaD 1,00 AaE 2,50 Aa 2,00 Aa
(2,00]-|4,00) (1,00]-|1,00) (1,25]-|3,00) (1,25]-|3,50)
M8 3,50 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 3,00 Aa
(2,00]-|4,00) (1,00]-|1,00) (1,00]-|3,25) (2,25]-|3,75)
M10 2,25 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 3,00 Aa
(1,00]-|4,00) (1,00]-|1,00) (1,00]-|3,25) (2,25]-|3,00)
M12 2,25 Aa 1,00 Aa 1,00 Aa 3,00 Aa
(1,75]-|4,00) (1,00]-|1,00) (1,00]-|3,25) (1,50]-|3,75)
M14 3,50 AaF 1,00 AaG 1,00 Aa 4,00 Aa
(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 maidscula na linha nao
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra mindscula na
coluna nao 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.

Esses resultados apontam para reducdo da hematuiria apos a terceira semana
de suplementacéao utilizando-se a menor dose de Se. Tais resultados corroboram com
os obtidos por Lanna Neta (2018), que ao suplementar vacas leiteiras acometidas por
HEB utilizando Se e vitamina E, também verificou reducdo da hematuria nos grupos
tratamentos em relacéo ao controle.

De acordo com Tokarnia et al. (2012) a hematuria € um dos principais sinais
clinicos observados na HEB, sendo esta decorrente de lesdes neoplasicas ou nao
neoplasicas presentes na bexiga. Em um trabalho desenvolvido por Silva, Sousa e
Nunes (2012), na microrregido do Caparad0 capixaba, ao avaliarem
histopatologicamente bexigas de bovinos, oriundas de frigorifico, apresentando les6es

macroscopicas e/ou hematudria, observaram lesdes neoplasicas em 56,52% das
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bexigas, sendo essas de origem epitelial como carcinoma, e de origem mesenquimal
como hemangioma e hemangiossarcoma. Além disso, foram observadas lesdes ndo
neoplasicas em 100% das bexigas, dentre elas alteracbes vasculares como
hemorragia, proliferacdo, ectasia, dilatacdo e espessamento vascular.

Diante do exposto, alguns estudos desenvolvidos em modelos animais e
humanos evidenciam o envolvimento do estresse oxidativo em enfermidades
envolvendo o0s vasos sanguineos, como a aterogénese. Além disso, sugerem que o
consumo de antioxidantes exerce efeito satisfatorios na prevencéo e tratamento de
doencas cardiovasculares (THONSON et al., 2007).

Sendo assim, considerando o efeito antioxidante e protetor do Se sobre as
membranas lipidicas celulares contra acéo de radicais livre e perdxidos lipidicos, por
meio da enzima glutationa peroxidase (SILVA, 2015), sugere-se que a suplementacao
com o mineral proporcione a protecdo e manutencao da integridade do endotélio
vascular além de inibir eventos inflamatérios (EVANGELISTA, 2010). Ademais,
propriedades anticancerigenas, antimetastaticas e antiangiogénicas tem sido
atribuida a suplementacdo de selénio em estudos envolvendo humanos e animais
(LATORRE et al., 2011; LATORRE et al., 2014; YU-CHI; PRABHU; MOSTRA, 2013).

Desta forma, sugere-se que a reducdo da hematuria observada entre o grupo
tratamento 1 e grupo controle possa ser justificada pelas propriedades do Se na
regressao das lesdes neoplasicas e ndo neoplasicas responsaveis pelo quadro clinico

nos animais.

5.3 Hematdcrito, proteina plasmatica total e fibrinogénio plasmatico.

Na analise estatistica da variavel hematocrito, ao comparar os diferentes
tratamentos utilizados observou-se diferenga significativa entre os grupos controle e
tratamento 1, nos momentos 8 e 14, apresentando nitido aumento do hematdcrito e,
portanto, melhora no quadro de anemia. Contudo, ao analisar o efeito tempo, néo foi
observada diferenca significativa entre os momentos ao longo de cada tratamento
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Avaliagdo do hematécrito de bovinos com HEB suplementados com doses

crescentes de Se associado a vitamina E em diferentes momentos experimentais

Hematocrito %

Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
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 AaB 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)
M14 20,00 AaD 26,00 Ak 22,50 Aa 17,00 A2
(18,25]-|21,5) (23,50]-|31,50) (17,50]-|23,38) (12,25]-|24,75)

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

Em situacdes clinicas de progressdo da HEB em animais acometidos, que nao
recebem nenhum tipo de tratamento, frequentemente observam-se sinais clinicos de
anemia. Laboratorialmente pode ser notado reducdo do hematécrito para valores
abaixo do limite para a espécie além de aumento de fragilidade eritrocitaria e anemia
progressiva (RADOSTITS et al., 2007; RIBEIRO-SOTO BLANCO, 2020; SILVA et al
2009). Todavia, ao observar os dados obtidos nesse estudo, nota-se o aumento do
hematdcrito no grupo tratamento 1 em relacdo ao controle, saindo de valores abaixo
de 24%, limite para espécie, para valores dentro da normalidade entre 24 — 46%
conforme Jain (1993). Estes resultados levam a inferir que a suplementacao semanal
de Se na menor dose ap0s sete semanas promoveu reversao do quadro de anemia.

Neste caso, Thrall (2015), descreve que uma das causas desencadeantes da anemia
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é a perda de sangue decorrente de hemorragias. Sendo assim, acredita-se que o fato
de ter sido observada melhora do quadro de hematdria houve consequentemente
reducdo da anemia, como descrito por Jean - Blain, Gastellu e Bringuier (1987).

Por outro lado, sabe-se que apenas o aumento do hematdcrito pode néo levar
a reversdo completa da anemia. Isto posto, para descartar uma possivel policitemia
verdadeira devido a desidratagdo, recomenda-se a mensuracdo das proteinas
plasmaticas totais, dentro das quais encontra-se o fibrinogénio, que podem estar
aumentadas nestas condi¢cdes (THRALL, 2015).

Ao avaliar as varidveis PPT e fibrinogénio plasmatico neste estudo, verificou-
se que as medianas dos grupos estavam em sua maioria dentro dos valores de
normalidade para bovinos, confirmando que realmente houve melhora no quadro de
anemia apos a suplementacédo com selénio nos animais avaliados.

Ademais, verificou-se que as varidveis proteinas plasméticas totais e
fibrinogénio plasmatico ndo apresentaram diferengas significativas em nenhum dos
momentos dos tratamentos aplicados. Sendo o mesmo observado ao analisar o efeito

tempo dentro de cada tratamento (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5 - Avaliagdo da proteina plasmatica total de bovinos com HEB

suplementados com doses crescentes de Se associado a vitamina E em diferentes

momentos experimentais.

Proteinas plasmaticas totais g/L

Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
MO 6,95 Aa 8,20 Aa 7,90 Aa 7,00 A2
(6,30 |-| 7,55) (7,45 |-| 8,35) (7,20 |-| 8,15) (6,20 |-| 7,90)
M2 7,05 Aa 7,90 Aa 7,70 Aa 7,05 Aa
(6,12 |-| 7,40) (6,22 |-| 8,60) (7,60 |-| 8,10) (6,50 |-| 7,35)
M4 6,90 42 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 Aa 7,30 Aa 6,85 Aa
(6,87 |-| 7,25) (7,05 |-| 8,02) (6,47 |-| 7,90) (5,82 |-| 7,35)
M8 7,00 Aa 7,90 Aa 7,50 Aa 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 Aa 7,50 Aa 6,80 Aa
(6,55 |-| 8,10) (7,20 |-| 8,50) (7,10 |-| 8,20) (6,30 |-| 8,20)
M12 6,80 Aa 8,00 Aa 7,30 Aa 6,70 A2
(6,25 |-| 7,10) (7,70 |-| 8,15) (7,00 || 8,00) (5,60 |-| 7,95)
M14 7,00 Aa 8,00 Aa 6,80 Aa 6,70 Aa
(6,50 |-| 7,40) (7,70 |-| 8,15) (6,52 |-| 7,60) (5,65 |-| 7,75)

Medianas (1° quartil |-| 3° Quartil). As medianas seguidas por “ * “ na mesma linha, diferem entre si,
pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas por “#” na mesma coluna diferem entre si, pelo
teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.
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Tabela 6 — Avaliacao do fibrinogénio plasmatica de bovinos com HEB suplementados
com doses crescentes de Se associado a vitamina E em diferentes momentos

experimentais.

Fibrinogénio plasmético mg/dL

Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
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 Aa
(275]-]900) (-875|-|]100) (250]-]950) (25]-|650)
M4 400 Aa 100 Aa 200 Aa 200 Aa
(275|-]450) (150]-]200) (100]-|500) (O[-]400)
M6 300 Aa 600 A2 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 A2 250 Aa 400 Aa 200 Aa
(350]-|825) (200|-|675) (325]-|850) (200]-|500)
M12 600 A2 500 Aa 500 Aa 300 Aa
(500]-|725) (400|-|600) (100[-|675) (225]-|375)
M14 350 Aa 250 Aa 250 Aa 400 Aa
(200]-]400) (200]-|675) (50]-|375) (250]-]400)

Medianas (1° quartil |-| 3° Quartil). As medianas seguidas por “ * “ na mesma linha, diferem entre si,
pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas por “#” na mesma coluna diferem entre si, pelo
teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.

Segundo Allison (2015), alteragcbes nas concentracdes de proteinas
plasmaticas como aumento ou diminuicdo, sao achados laboratoriais comumente
observados em animais, sendo essas decorrentes de anormalidades no teor de
albumina ou de globulina. Entretanto, este mesmo autor também descreve que nem
sempre o aumento ou diminuicdo de albumina e globulina pode acarretar alteracdes
detectaveis na PPT.

Ao avaliar a variavel fibrinogénio plasmatico, os dados obtidos no estudo estdo
semelhantes aos descritos por Oliveira (2021), o qual também ndo observou
diferencas significativas desta variavel em vacas leiteiras acometidas por HEB

suplementadas com doses de 0,05, 0,1 e 0,2 mg/kg de peso vivo de selénio associado
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a vitamina E.

Em outro estudo desenvolvido por Falbo et al. (2015) onde buscou-se as
alteracdes clinico-laboratoriais em fémeas bovinas, naturalmente intoxicadas por
samambaia no estado do Parana, também n&o foi verificado a ocorréncia de
hiperfibrinogemia nos animais.

Sabe-se que o fibrinogénio é uma proteina de fase aguda positiva, bastante
utilizada na rotina de hemograma de bovinos. Nesta espécie a elevacdo de sua
concentracao é bastante sensivel a processos inflamatérios mesmo ndo havendo um
leucograma indicativo de inflamacao. Além disso, seu aumento também pode estar
associado a desidratacdo (ALLISON, 2015). Entretanto, neste estudo, apesar dos
animais estarem acometidos por uma doenca cronica envolvendo processos
inflamatorios, o quadro clinico de HEB nédo desencadeou alteracdes acentuadas de

hipoproteinemia, hiperproteinemia e hiperfibrinogenemia.

5.4 Selénio

As concentracdes sanguineas de Se em todos os bovinos do presente estudo
permaneceram dentro dos niveis de normalidade durante o periodo de
suplementacdo. Além disso, pode-se observar que 0s niveis séricos de Se no
momento MO do soro apontaram para concentracfes entre 81 a 315 pg/L,
evidenciando niveis bons do elemento no organismo dos animais no inicio do estudo.

De acordo com Villar et al. (2002), niveis de selénio iguais a 9,7 * 7,2 pg/L em
plasma e menores que 35 pg/L em sangue total sdo considerados deficiéncia severa
em bovinos leiteiros. Por outro lado, Lucci et al. (1984), afirmaram que as
concentracdes de 60 pg/L representam niveis médios e concentracdes acima de 60
Hg/L como niveis bons de Se em soro de bovinos leiteiros. Esta informacao corrobora
os dados descritos por Arshad, Ebeid e Hassan (2021), os quais relataram niveis
adequados de Se acima 180 pg/L em sangue total e 80 pug/L em plasma, para bovinos.

Assim, ao analisar as concentracdes do Se no sangue total, verificou-se que
nao houve diferenca significativa entre os diferentes tratamentos utilizados. O mesmo
ocorreu ao analisar as concentracbes do elemento ao longo de cada tratamento
(Tabela 7).
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Tabela 7 — Concentracdes de selénio (ng/L) em sangue total de bovinos com HEB
suplementados com doses crescentes de Se associado a vitamina E em diferentes

momentos experimentais.

Concentracao de selénio em sangue total pg/L
Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3

M4 181,6 Aa 186,7 A2 136,0 A 258,9 Aa
(156,4/-225,9)  (170,8//199,2)  (127,0-[207,4) (128,2|-|259,7)

M8 168,6 A2 175,9 A 203,4 A 164,3 A
(155,4/-]199,9)  (147,1-]216,7)  (174,8|-]273,5) (148,2|-|353,9)

M14 284,1 A2 235,3 Aa 200,1 Aa 234,0 Aa
(248,8|-|324,4)  (194,0]-[307,0)  (193,5|-|201,7) (213,4|-|256,5)
Medianas (1° quartil |-| 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra mailscula na linha nédo
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra mindscula na
coluna nao diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.

Entretanto, ao analisar as concentracfes de Se no soro sanguineo, verificou-
se diferenca significativa entre o grupo tratamento 1 e grupo tratamento 2 no momento
M8, notando-se maior concentracdo de Se no grupo tratamento 1. Contudo, ao avaliar
as concentracdes do Se ao longo do tempo de cada tratamento, ndo foram verificadas

diferencas significativas em nenhum dos tratamentos (Tabela 8).
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Tabela 8 — Concentracbes de selénio (ug/L) em soro de bovinos com HEB
suplementados com doses crescentes de Se associado a vitamina E em diferentes

momentos experimentais.

Concentracao de selénio em soro
Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3

MO 117,6 Aa 178,7 Aa 200,0 Aa 146,9 A
(97,04]-|203,6)  (85,74||271,6)  (115,9|-|249,4) (130,6/-|315,1)

M4 250,7 A 260,9 A 229,5 Aa 188,4 Aa
(182,1]-[297,9)  (151,1J-|344,7)  (165,3|]408,7) (101,8]-]357,9)

M8 219,2 Aa 337,5 A 192,0 AaC 145,9 Aa
(186,4/-|237,8)  (273,1//586,9)  (107,6|-|213,5) (108,5/-|316,9)

M14 158,9 Aa 176,1 A2 182,3 Aa 140,5 A2
(87,51|-|225,1)  (99,99|-[250,5)  (130,8|-|219,6) (98,12|-|230,5)
Medianas (1° quartil |-| 3° Quartil). As medianas seguidas pela mesma letra maildscula na linha ndo
diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas pela mesma letra minlscula na
coluna néo diferem entre si, pelo teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significancia de 5%.

Os resultados deste estudo apontaram para um pico do selénio no momento
M8 no grupo tratamento 1, o qual foi suplementado com a dose de 0,05mg/kg de Se.
Neste mesmo grupo, conforme descrito anteriormente, verificou-se uma melhora no
quadro clinico da hematuaria apos trés semanas de suplementacédo, além da melhora
do quadro de anemia com aumento do hematdcrito no M8. Portanto, acredita-se que
a progressao gradativa da concentracdo de Se no soro até o seu pico em M8,
utilizando-se a dose de 0,05 mg/Kg, foi capaz de promover a melhora dos quadros de
hematuria além de reverter a anemia nos animais.

Ressalta-se que em estudo anterior desenvolvido por nosso grupo de pesquisa,
buscou-se comparar o maior nivel de selénio com aumento da atividade da enzima
glutationa peroxidase (enzima antioxidante dependente de Se) no soro de bovinos
leiteiros suplementados com diferentes doses de Se e vitamina E, porém néo foi
encontrada diferenca significativa (OLIVEIRA, 2021). Apesar disto, Cardozo et al.
(2013), demostraram que vacas leiteiras suplementadas com selenito de sdédio a 5
mg/ 100 Kg injetavel, foi capaz de induzir o aumento na atividade da glutationa
peroxidase de 30 a 90 dias ap0s a administracéo do Se.
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Em relacdo ao local de mensuracdo do Se em sangue total e soro, as
concentracdes do elemento em soro foram maiores do que no sangue total. Assim,
sugere-se que o melhor local para mensuracao dos niveis de Se em bovinos leiteiros
acometidos por HEB suplementados com doses crescentes de Se associado a
vitamina E, seja o soro. Entretanto, Herdt, Rumbeiha e Braselton (2000) ressaltam que
ao trabalhar com o soro, deve-se evitar a ocorréncia de hemdlise, pois a presenca
desta pode influenciar diretamente no resultado.

Outro fator que deve ser considerado € que conforme Anjos et al. (2009) a
concentracdo de selénio no sangue total é oriunda da somatéria do microelemento
presente nos eritrcitos e no soro, sendo que 60% do selénio é encontrado nos
eritrocitos. Neste sentido deve-se ressaltar que o presente estudo foi desenvolvido em
animais com quadro de intoxicacdo crénica por samambaia, que apresentavam
hematuria e, consequentemente anemia. Isto significa que o quadro de anemia nestes
animais é decorrente de perda de eritrocitos. Desta forma entende-se que a
diminuicao de eritrécitos pode justificar a menor concentracdo de Se encontrada no
sangue total destes animais.

Outrossim, pode-se inferir que em animais com HEB, o melhor local para se

mensurar o Se seja realmente o soro.

5.5 Atividade relativa de monoamina oxidase

Em relacao a atividade relativa de MAO observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos aplicados. Entretanto, em relacdo ao
efeito tempo, notou-se diferenca significativa em todos os tratamentos. No grupo
controle, os momentos M2 e M10, M2 e M12 e M2 e M14, diferiram-se
significativamente, ocorrendo expressdo maior de MAO em M2 em relagdo aos
demais. No grupo tratamento 1, houve diferenca significativa entre os momentos M2
e M12 e M2 e M14, com maior atividade da enzimatica em M2. No grupo tratamento
2 a diferenga ocorreu entre 0s momentos M2 e M14, com maior atividade da enzima
em M2. No grupo tratamento 3, a diferenca apresentou-se entre os momentos MO e
M12 e momento M2 e M12, nestes a maior atividade da enzima ocorreu em MO e M2.

Observou-se também que o comportamento da atividade enzimatica foi

semelhante ao longo de cada tratamento aplicado, incluindo o grupo controle. Estes,
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inicialmente apresentaram alta atividade de MAO e ao finalizar o periodo de
suplementacao demonstraram reducédo expressiva da atividade enzimatica (Tabela 9).

Tabela 9 — Atividade relativa da enzima monoamina oxidase sérica em bovinos com
HEB suplementados com doses crescentes de Se associado a vitamina E em

diferentes momentos experimentais.

Atividade relativa da MAO

Momento Controle Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
MO 0,475 Aa 0,535 Aa 0,655 Aa 0,770 Aa
(0,2671-|0,857) (0,330]-|0,762) (0,292]-|0,890) (0,630]-|1,000)
M2 0,475 Adb 0,535 Aaf 0,655 Aai 0,770 Aam
(0,2671-|0,857) (0,330 |-|0,762) (0,292]-|0,890) (0,630]-|1,000)
M4 0,620 Aa 0,635 Aa 0,650 Aa 0,540 Aa
(0,565]-|0,665) (0,600]-|0,655) (0,575]-|1,018) (0,450|-|0,71)
M6 0,435 Aa 0,465 Aa 0,405 Aa 0,380 Aa
(0,395]-|0,460) (0,435]-|0,480) (0,392]-|0,462) (0,380|-|0,520)
M8 0,440 Aa 0,455 Aa 0,450 Aa 0,440 Aa
(0,390]-|0,460) (0,422]-|0,532) (0,440]-|0,542) (0,410|-|0,460)
M10 0,370 Aac 0,420 Aa 0,375 Aa 0,350 Aa
(0,325]-|0,422) (0,395]-|0,437) (0,352]-|0,397) (0,290]-|0,410)
M12 0,335 Aad 0,335 Aag 0,330 Aa 0,340 Aan
(0,312]-|0,347) (0,270]-|0,340) (0,297]-|0,340) (0,300|-|0,350)
M14 0,325 Aae 0,300 Aah 0,300 A3 0,340 Aa

(0,295/-0,362)

(0,295/-|0,315)

(0,290]-|0,317)

(0,310]-|0,420)

Medianas (1° quartil |-| 3° Quartil). As medianas seguidas por “ * “ na mesma linha, diferem entre si,
pelo teste de Kruskal-Wallis. As medianas seguidas por “#” na mesma coluna diferem entre si, pelo
teste de Friedman. Ambos os testes com nivel de significaAncia de 5%.

O fato de nao ser observado diferengas significativas em relacdo aos
tratamentos utilizados, porém ser evidenciado reducao da atividade enzimatica ao
longo do tempo, em cada tratamento, pode ser justificado pela acdo da vitamina E.
Neste estudo, todos os grupos receberam a mesma dose de vitamina E (500mg/kg)
associada a diferentes doses de Se. Sendo assim, o fato do comportamento

enzimatico do grupo controle ter sido semelhante aos demais grupos, sugere que a
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vitamina E associada ou nado a diferentes doses de Se foi capaz de reduzir a atividade
enzimatica apos a nona semana de suplementacao.

A reducao da atividade de MAO apos administracdo de vitamina E também foi
verificado por Xu, Li e Zhang (2003) em um estudo em que avaliou o efeito da
suplementacdo de vitamina E na memoria e no nivel de neurotransmissores
monoaminérgicos cerebrais em ratos com hipoxia episodica crbénica. Estes mesmos
autores, ao utilizarem a suplementacdo com vitamina E e verificaram o aumento das
monoaminas norepinefrina, dopamina e 5- hidrocitriptamina em diferentes regides
cerebrais o que indica uma acdao inibitéria da vitamina E sobre a atividade de MAO.

Por outro lado, neste estudo nao foi observado a influéncia do Se na reducgao
da MAO. Sendo assim, este resultado difere do obtido por Tang, Wang e Lin, que ao
suplementarem ratos com formas inorganicas (selenito de so6dio) e organicas
(levedura enriquecidas com selénio) por via oral na dose de 2mg de Se/Kg de dieta,
observaram reducao significativa da atividade da isoenzima MAO-B no cérebro dos
animais. Com isso, estes mesmos autores, concluiram que a suplementacéo
utilizando Se orgéanico ou inorganico pode diminuir da atividade da enzima MAO-B
cerebral em decorréncia da capacidade antioxidante do Se.

Somado a isso, em estudo realizado anteriormente por Oliveira (2021), buscou-
se correlacionar o efeito positivo da suplementacéo utilizando diferentes doses de Se
e vitamina E em bovinos leiteiros acometidos HEB, com o0 aumento da concentracdo
de antioxidantes totais. Entretanto este efeito ndo foi confirmado. Apesar disso,
sugere-se que que a suplementacdo com selénio e vitamina E poderia aumentar os
niveis de antioxidantes totais contribuindo para na reducdo dos efeitos deletérios

causados pela alta atividade de MAO no organismo.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que a suplementacdo parenteral de selénio na dose de 0,05mg/kg
associado a vitamina E na dose de 500mg/kg, em bovinos com HEB, melhorou o
quadro clinico de hematuria e aumentou o hematdécrito dos animais apdés trés e sete
semanas de suplementacéao, respectivamente. A associacdo a vitamina E, reduziu a
atividade de monoamina oxidase apds nove semanas de suplementacédo, ndo sendo
associado participacao do Se na reducédo da atividade enzimatica. Além disso, 0 soro
foi o melhor local para mensuracédo de selénio aumentando a concentracdo do

elemento na oitava semana de suplementacao.
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