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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A maior conscientiza¢do da populagdo em relacdo aos beneficios da alimentagao
industrializada para cdes e gatos, incluindo melhor custo/beneficio e maior controle da
saude do animal fez com que aparecessem no mercado inimeros produtos, ingredientes
e empresas de nutricdo pet. Hoje, ao procurar um alimento para o animal de estimacao o
proprietario se depara com grande variedade de produtos e com diferentes apelos
nutricionais nas embalagens.

Por tornarem-se, em muitas situagdes, tdo importantes como membros da familia
e para a sociedade, a nutricao de animais de companhia tem caminhado lado a lado com
os avangos da nutricdo humana. Os conceitos sobre nutricdo de cdes e gatos se
expandiram além da fronteira da sobrevivéncia e satisfacdo da fome, buscando-se cada
vez mais a utiliza¢ao de alimentos que promovam bem-estar ¢ melhora na satude, além
de reduzir risco de doengas (FAHEY, 2003). O foco tem sido direcionado para obtengao
de uma dieta balanceada que maximize a expectativa ¢ a qualidade de vida com a
utilizacao de ingredientes que desenvolvam a capacidade de resisténcia as doengas e
melhorem a satide. Procura-se entender como a dieta pode influenciar os mecanismos de
defesa do organismo, e como esta agdo ¢ exercida por varios dos nutrientes
considerados essenciais, tais como: aminoacidos, acidos graxos, vitaminas € minerais.

Um dos minerais com grande apelo nos produtos Pet Food ¢é o selénio. O selénio
¢ considerado um dos mais controversos elementos tracos. Por um lado € toxico em
altas concentragdes para algumas espécies, por outro, sua deficiéncia causa problemas
relacionados ao aumento na susceptibilidade a varias doengas em humanos e animais, e
afeta negativamente a producao e reproducao animal (LYONS et al., 2007). Geralmente
as doses de selénio adicionadas na ragdo sdo doses recomendadas para a manutenc¢ao do
animal e ndo para uma ativa¢ao ou melhora do sistema imune e antioxidante.

A modulagao do sistema imunoldgico e o equilibrio do sistema antioxidante sao
de grande importancia para a saude de cdes e gatos e contribuem consideravelmente

para o aumento da expectativa de vida. Compreender a influéncia do selénio na satde



de cdes e gatos e a interacdo entre o sistema antioxidante e imunologico ¢ de grande

relevancia para o estudo da nutricdo de animais de companbhia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Selénio na natureza

O selénio foi descoberto pelo quimico sueco J. J. Berzelius em 1817. E um
elemento ndo metalico do grupo 6A da tabela periddica, podendo apresentar-se sob
quatro diferentes estados de oxidacdo: selenato (Se™®), selenito (Se™), selénio elementar
(Se”) e seleneto (Se™) (EISLER, 1985). As propriedades quimicas sio semelhantes as
do enxofre e na natureza pode ser encontrado tanto em sua forma organica quanto
inorganica, dependendo do agente ligante que pode ser um metal ou ndo metal.

E um mineral muito difundido na crosta terrestre e sua concentra¢do nos solos
pode variar de 0,1 a 2 ppm (LYONS et al., 2007). O selénio presente nos solos ¢
consequéncia da a¢ao do intemperismo nas rochas fosfatadas, sedimentares e igneas, da
atividade vulcanica e queima de combustiveis fosseis (FRANKENBERGER e
BENSON, 1994). O teor ¢ a forma de selénio nos solos dependem do pH, do potencial
redox e composi¢do mineral do meio, além da fertilizacdo artificial e das chuvas
(LYONS et al., 2007). Por isso, a concentracdo deste mineral nos tecidos vegetais € tdo
variavel. No solo, o selénio encontra-se principalmente em sua forma inorganica; nas
plantas o que predomina ¢ a forma organica como selenometionina ou selenocisteina e,
esta, ¢ a principal forma que os animais ingerem selénio na natureza (COMBS e

COMBS, 1986).

2.2. Vias metabdlicas

A absorcao do selénio nao ¢ regulada metabolicamente, no entanto, as
quantidades de selénio absorvidas sdo dependentes de sua forma quimica, de sua
concentragdo nas fontes da dieta, do processamento sofrido pelo alimento, da interagao
com outros nutrientes, da digestibilidade das fontes e de outros fatores que podem afetar
sua biodisponibilidade (JACQUES, 2001).

O mecanismo pelo qual o selénio € absorvido determina sua taxa de absorcao; as
fontes organicas e inorganicas nao sdo absorvidas pelo mesmo mecanismo. A maior

parte do selenito ¢ absorvida no duodeno por difusdo passiva, enquanto que o selenato ¢



ativamente absorvido no ileo por co-transporte com ions de sodio. O selénio oriundo da
selenometionina também ¢ absorvido no intestino delgado, com maior taxa de absorcao
no duodeno. Sua absor¢do ocorre pelo sistema sodio dependente e divide o mesmo
mecanismo de transporte com a metionina, assim como a selenocisteina que compete
com a cisteina, lisina e arginina (JACQUES, 2001).

Wastney et al. (2011) em recente estudo com humanos desenvolveu um modelo
para as vias metabdlicas do selénio oriundo da selenometionina e do selenito de sddio
utilizando a técnica de is6topos estaveis, no qual ambos sdo convertidos a uma mesma
molécula o hidreto de selénio (H,Se) para depois ocorrer sintese de selenocisteina
(FRANKENBERGER e BENSON, 1994; SIMCOCK, 2002), que ¢ o aminoacido
presente nas selenoproteinas e ¢ considerado o 21° aminodcido especificado no cédigo
genético (RAYMAN, 2002).

O metabolismo do selénio possui diversas rotas metabdlicas que, provavelmente,
estdo relacionadas a sintese das selenoproteinas que desempenham varias fungdes no
organismo. A principal fungdo bioldgica do selénio estd associada a sua incorporagdo
nas selenoproteinas, sendo que a mais conhecida ¢ glutationa peroxidase, que contem
selenocisteina na cadeia polipeptidica (SODA et al., 1988; RAYMAN, 2005; HUANG
et al.,, 2012). As selenoproteinas sdo necessdrias para o equilibrio do sistema
antioxidante, o metabolismo normal da tiredide, ocorréncia de reagdes redox, para
adequado funcionamento do sistema imune e formagdo de espermatozodides
(RAYMAN, 2000; THOMSON, 2004).

A selenometionina pode ser incorporada as proteinas de maneira ndo especifica,
ou seja, no lugar da metionina formando outras moléculas como a hemoglobina, e ndo
apenas incorporada as moléculas seleno dependentes, sendo que esta selenometionina
pode ser reciclada (BURK et al., 2003; WASTNEY et al., 2011). Por intermédio de
diversas rotas metabolicas, o Se oriundo do selenito de sodio apresenta maior excre¢ao
quando comparado ao Se da selenometionina, e o periodo de turnover do selénio da
selenometionina ¢ maior, quando comparado com o do selenito de sddio (Wastney et al.
2011). O selénio e o enxofre possuem estrutura quimica semelhante e possivelmente
utilizam vias metabolicas similares, utilizando até as mesmas enzimas. A
selenometionina e a selenocisteina sdo moléculas analogas as moléculas de metionina e

cisteina, respectivamente (JACQUES, 2001).



As formas inorganicas quando nao usadas na sintese de selenoproteinas sofrerdo
o processo de metilagdo, importante no metabolismo do selénio (GANTHER e
LAWRENCE, 1997) e serao excretadas pelo pulmdo ou pelos rins. O processo de
metilacdo ¢ o mecanismo de eliminagdo de selénio para desintoxicagdo do organismo
(NAKAMURO et al., 2000).

Pehrson (1993) definiu que a maior vantagem em se suplementar animais com
selénio organico ndo estd na maior absorcao, pois as formas inorganicas também sao
bem aproveitadas e suprem as deficiéncias e, sim, na melhoria do status antioxidante
que, muitas vezes, ndo ¢ atingido com a suplementagao de selénio inorganico. Em ratos,
tanto a fonte inorganica selenito de sédio quanto as fontes organicas selenometionina e
selenocisteina foram absorvidas acima de 90% (NRC, 2006).

O selénio ¢ carreado no plasma, associado a albumina e selenoproteina P até os
tecidos alvos. O selénio estd associado as proteinas no organismo sendo primeiramente
encontrado nos musculos e tecidos ricos em proteinas € pouco encontrado no tecido
adiposo. Os niveis de selénio sanguineos respondem as mudangas nas concentragdes das
dietas (HILL e ALDRICH, 2003). A concentracdo de selénio nos diversos 0rgdos varia
com o consumo ¢ ¢ armazenado nos tecidos principalmente como selenocisteina e
selenometionina. A principal via de excre¢do do selénio € pela urina, mas também
podem ocorrer perdas pelo pulmao e fezes. As perdas fecais sdo constituidas do selénio

ndo absorvido e excretado.

2.3. Selénio e o sistema antioxidante

O sistema antioxidante protege o organismo da formacao de radicais livres. Essa
protecdo ocorre por meio de antioxidantes que estdo presentes por todo o corpo.
Antioxidante ¢ qualquer substancia que, quando presente em baixa concentragdo
comparada a do substrato oxidadvel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidagdo do mesmo de maneira eficaz (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; SIES ¢
STAHL, 1995).

Os antioxidantes podem ser de origem endogena, quando sdo produzidos no
proprio organismo e dividem-se em enzimaticos (glutationa peroxidase, superdxido
desmutase e catalase) e ndo enzimaticos (glutationa, peptideos de histidina, ubiquinona,

bilerrubina e outros), ou podem ser de origem exdgena como no caso da vitamina E, -



carotenos, flavondides, curcumina, polifenois, taninos, entre outros, que sdo obtidos
pela alimentacdo. Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e redugdo das
lesdes causadas por radicais livres nas células.

Os radicais livres sdo moléculas organicas ou inorganicas que contém um ou
mais elétrons ndo pareados e que, por esta razdo, sdo moléculas muito instdveis, com
meia vida curta e quimicamente muito reativas (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Podem
ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana, ¢ seus alvos celulares,
tais como proteinas, lipideos, carboidratos € DNA estao relacionados com o seu sitio de
formagao (ANDERSON, 1996; YU e ANDERSON, 1997). Os radicais livres sdo
atomos ou moléculas produzidas continuamente durante os processos metabolicos e
atuam como mediadores para transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas,
desempenhando funcdes relevantes no metabolismo. Algumas situacdes geradoras de
radicais livres incluem: ativa¢do de fagocitos (neutrofilos, macréfagos, monocitos e
eosinofilos) por microrganismos, alguns xenobidticos, radiagdo ionizante, isquemia e
exercicio fisico extenuante (BENZI, 1993; PEREIRA, 1994; YU, 1994).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo exemplos de radicais livres e
podem ser geradas de forma enddgena durante o metabolismo celular, ou de forma
exdgena, como por exposi¢ao ao alcool, fumo, drogas, raios ultravioletas, estilo de vida,
entre outros. As principais EROs distribuem-se em dois grupos: os radicalares que
incluem hidroxila (HO"), superdxido (O;), hidroperoxila (HOO®), alcoxila (RO"),
peroxila (ROQO"), peroxinitrito (ONOO") e os ndo-radicalares, que incluem oxigénio
singleto ('0,), peroxido de hidrogénio (H,05) e 4cido hipocloroso (HOCI) (JORDAO
JR. et al., 1998; VASCONCELOS et al., 2007).

Para se defender destas espécies reativas de oxigénio, as células aerdbicas
desenvolveram varios mecanismos de defesa. O primeiro mecanismo de defesa ¢
formado pelas enzimas antioxidantes superoxido desmutase, catalase e a enzima
glutationa peroxidase; esta ultima, como ja foi citada anteriormente, ¢ dependente de
selénio e atua por todo o organismo. A atividade enzimatica de GSH-Px ¢ um dos meios
de controle do organismo dos niveis de perdxido de hidrogénio (H,0;) e hidroperoxidos
lipidicos, oriundos do ataque de espécies radicalares (COHEN e HOCHSTEIN, 1963;
MEISTER e ANDERSON, 1983).



O principal problema ¢ que o H,O; atravessa facilmente as membranas celulares
e ao receber mais um elétron, normalmente proveniente do ferro ou do cobre, origina
radical hidroxila. Este ultimo ¢, entre as EROs, uma das mais reativas, pois necessita
somente de mais um elétron para se estabilizar. Estas espécies reativas de oxigénio para
se estabilizarem devem doar ou receber elétrons de uma ou outra molécula, tornando
esta ultima uma espécie também radicalar e, a consequéncia disto, ¢ a oxidacdo dos
fosfolipidios de membranas celulares e subcelulares, do DNA e das proteinas (DURAN,
1987).

A GSH-Px funciona convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa
oxidada (GSSG), reduzindo H,O, e formando dgua: 2GSH + H,O, — a¢do GSH-Px —
GSSG + 2H,0.

A familia de GSH-Px reduz H,O; e outros peroxidos em dgua ou alcool. Existem
seis tipos de GSH-Px e todas com agdo antioxidante. A GSH-Px 1 ¢é encontrada no
citosol de todas as células do organismo e, além de sua func¢do antioxidante, parece ser
uma forma de armazenagem de selénio no organismo. A GSH-Px 2 ou gastrintestinal ¢
especifica do trato gastrintestinal e a GSH-Px 3 ou plasmatica ou extracelular ¢
encontrada no fluido do revestimento interno do pulmao e no leite materno, além do
plasma em mamiferos. A GSH-Px 4 atua sobre perdxidos de residuos de acidos graxos
nas membranas e lipoproteinas reduzindo, também, o hidroperdxido da timina, formado
como conseqiiéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA (RAYMAN, 2000). A
GSH-Px 4 também ¢é conhecida como fosfolipideo hidroperdxido glutationa peroxidase
(PHGSH-Px) e promove a reducdo de hidroperoxidos a partir de complexos lipidicos
como colesterol, mesmo quando os perdxidos estdo presentes na membrana celular
(LEHMANN et al., 1998). As funcdes das GSH-Px 5 e 6 ainda sdo pouco estudadas,
porém também atuam no sistema antioxidante (BECKETT e ARTHUR, 2005).

Ainda, com funcao antioxidante, o selénio também é componente essencial das
selenoproteinas P e W. A selenoproteina P, além de fun¢do antioxidante, tem a func¢do
de transportar o selénio até o figado e ¢ a selenoproteina mais abundante no plasma
sanguineo (BURK et al., 2003). A selenoproteina W possui agdo antioxidante e €
encontrada nos musculos cardiacos e esqueléticos (BECKETT e ARTHUR, 2005).

O selénio age no sistema antioxidante sendo componente das selenoproteinas e

atua indiretamente ou diretamente evitando o estresse oxidativo. O selénio pode atuar



ainda, economizando a vitamina E, a qual tem a capacidade de impedir a propagacgdo
das reagdes em cadeia induzidas pelos radicais livres nas membranas biologicas.

A utilizagdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo de
sintéticos ¢ um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem ser
empregados pelas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na medicina,
sendo que, muitas vezes, os proprios medicamentos aumentam a geragao intracelular
desses radicais (DOROSHOW, 1983; HALLIWELL et al., 1995; WEILIL et al., 1997).

Os radicais livres podem ser gerados pela acdo do sistema imunologico;
portanto, se houver produgdo exagerada ou o sistema antioxidante ndo estiver agindo da
maneira correta podem ocorrer danos nas macromoléculas (McBRIDE et al., 1991) e
doencas (DIETERT e GOLEMBOSKI, 1998). O status antioxidante do individuo ¢ de

grande importancia para o 6timo funcionamento do sistema imune (SURAI, 2002).

2.4. Selénio e sistema imune

O selénio ¢ essencial para 6tima reposta imunoldgica e, embora o mecanismo de
acdo deste mineral ndo esteja completamente entendido, ele influencia tanto a resposta
imunoldgica natural/inata quanto a adaptativa (TURNER e FINCH, 1991; SURAI,
2003). No sistema imunologico, os efeitos biologicos do Se sdo também exercidos por
meio de sua incorporagdo dentro das selenoproteinas, as quais estdo envolvidas na
ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células que atuam na resposta imune inata e
adaptativa (HUANG et al., 2012). A imunidade inata consiste de mecanismos que
existem antes da infeccdo e que sdo capazes de rapidas respostas aos microrganismos €
¢ constituida por barreiras fisicas e quimicas que abrangem neutrdfilos, mondcitos,
macrofagos, fatores ou proteinas do sistema complemento, citocinas e proteinas de fase
aguda, e que resultam na defesa imediata do organismo (PARKIN e COHEN, 2001;
ARTHUR et al., 2003).

A imunidade adquirida pode ser dividida em humoral e celular. A imunidade
celular ¢ importante para combater microrganismos, inacessiveis aos anticorpos
circulantes, promovendo a destruicao destes microrganismos residentes nos fagocitos ou
a lise das células infectadas, e ¢ a fungado efetora dos linfocitos T citotoxicos (ABBAS et
al., 2003). Os virus e os outros organismos intracelulares sdo eliminados por dois

processos. Em um processo, as células infectadas sdo mortas rapidamente de forma que



o invasor ndo tenha tempo para crescer; € em outro processo, a célula infectada ¢
ativada de maneira a desenvolver a habilidade de destruir organismos intracelulares
(TIZARD, 2002).

A suplementacao de selénio parece aumentar significativamente os linfocitos T
citotoxicos e as células T ativadas. Hawkes et al. (2001) sugeriram que estas
propriedades imunes do selénio sdo resultantes da melhor ativacdo e proliferagdo de
linfocitos B e do reforgo das fungdes das células T.

A deficiéncia de selénio afeta a proliferacdo de linfocitos, a atividade de
neutrofilos e macréfagos (ARTHUR et al., 2003), a atividade fagocitaria e a produgao
de anticorpos, dependendo do agente patogénico ¢ do contetido da vitamina E na dieta
(FINCH e TURNER, 1996). Broome et al. (2004) forneceram cépsulas diarias com 0
ng, 50 pg ou 100 pg de selénio por 15 semanas a seres humanos e constataram que apds
a vacinagdo com vacina atenuada de poliovirus ocorreu um pico de citocinas IFN-y e
IL-10 nos grupos que receberam o selénio. A citocina INF-y possui fun¢do importante
nos mecanismos regulatorios de inducao da imunidade antiviral, incluindo a ativacao de
linfocitos citotdoxicos e células natural killer, e sua agdo pode ser aumentada com a
suplementagdo de selénio (BROOME et al., 2004). A proliferagdo de linfocitos em
resposta a mitdgenos € menor em linfocitos deficientes em selénio e a sintese de
leucotrieno B4, o qual ¢ essencial para quimiotaxia de neutréfilos, também ¢
comprometida na deficiéncia deste mineral (ARTHUR et al., 2003).

Em humanos, a suplementacao diaria com 200 pg de selénio, durante 8 semanas,
induziu a alta afinidade de receptores de IL-2, reforcou a proliferacao e diferenciacao de
células citotoxicas e o aumento da atividade de células natural killer. Esplenocitos
(linfécitos T e B) estimulados com mitomicina C e que foram extraidos do baco de
camundongos tratados por 8 semanas com dieta suplementada com 2 ppm de selénio
apresentaram maior proliferagdo quando comparados aos de camundongos
suplementados com 0,2 ppm de selénio. O Se pode ter exercido este efeito por meio da
modulacdo da expressdo do receptor de alta afinidade para IL-2. O Se ¢ exigido para a
expressao do receptor de IL-2 (IL-2R) e/ou para aumentar o numero de IL-2R nas
células ou ainda para aumentar o numero de células que expressam IL-2R

(KIREMIDJIAN-SCHUMACHER et al., 1992).
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Os neutréfilos produzem radicais livres para combater os agentes invasores ¢
estes radicais podem, inclusive, atacar os neutrofilos. Por isso, se faz necessario um
eficiente sistema antioxidante, pois, embora o Se nao altere o nimero de neutréfilos,
alguns pontos de sua funcao ficam comprometidos na deficiéncia de selénio (TURNER
e FINCH, 1991). Os neutréfilos de camundongos, ratos e bovinos deficientes em Se sdo
menos capazes de combater os patogenos In Vitro do que neutrofilos de animais que
receberam quantidades suficientes de Se na dieta (ARTHUR et al., 2003).

A imunidade adaptativa ou especifica inclui a imunidade humoral e a mediada
por células. A imunidade humoral ¢ mediada pelos anticorpos liberados pelos linfocitos
B ¢ ¢ baseada na produ¢do de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA, entre outras) que sao
responsaveis pelo reconhecimento especifico e eliminagdo de vérios antigenos: ligam-se
e removem do organismo as substancias ou organismos invasores (SURAI, 2006). A
deficiéncia de Se pode afetar a imunidade humoral adaptativa, por exemplo, os valores
de IgG, IgM e IgA em ratos e os de IgM e IgG em humanos deficientes em Se foram
diminuidos (ARTHUR et al., 2003).

Spallholz et al. (1973) sugeriram que o selénio pode potencializar a sintese de
anticorpos circulantes. Estes autores mostraram que os maiores valores de IgM e IgG
foram encontrados em ratos que receberam dietas suplementadas com 1 a 3 ppm de
selénio apo6s 7 dias da inje¢do de eritrocito de carneiro (SRBC), e que em ratos com
deficiéncia ou excesso selénio esses niveis foram bem mais baixos. Outro estudo com
ratos que passaram por deficiéncia de selénio durante a gestacao, lactacdo e desmame
demonstrou que estes tiveram reducao na produ¢do dos anticorpos IgG e IgM apos
inoculagdo com SRBC (MULHERN et al., 1985).

Awadeh et al. (1998) estudando fontes e niveis de selénio adicionados ao sal
para vacas de leite e bezerros encontram que as concentracdes de IgG e IgM foram
menores em animais que receberam 20 ppm de Se adicionado ao sal do que os que
receberam 60 e 120 ppm de Se, e quanto a fonte utilizada os animais que receberam 60
ppm de seleno levedura tiveram maiores concentragdes de IgM. Estes autores também
mostraram que o colostro das vacas que receberam 120 ppm de selénio tinha maiores
concentragdes de IgG e que, por consequéncia, seus bezerros apresentaram maiores

concentragdes de IgG no plasma sanguineo.
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O selénio influencia mais os linfécitos T do que os linfécitos B, isto ocorre,
provavelmente, devido ao elevado nimero de acidos graxos poliinsaturados presentes
nos linfécitos T (LARSEN, 1993). A deficiéncia de selénio afeta a maturacdo de
subpopulagdes de linfocitos e a funcionalidade e a capacidade de proliferacdo dos
linfocitos periféricos (SURAI, 2006). A administragio de doses suplementares de
selénio levedura para idosos por um periodo de seis meses tem efeito estimulante na
resposta de linfocitos (PERETZ et al., 1991). Broome et al. (2004) forneceram 0, 50 ou
100 pg de selénio na forma de capsulas a seres humanos diariamente por 15 semanas e
constataram que a suplementagdo de selénio aumentou as porcentagens totais de células
T e de células CD4+ (T helper). A proliferacdo das células T ocorreu mais rapidamente
em individuos suplementados com selénio do que nos que receberam placebo sugerindo
que os grupos que receberam selénio tiveram a habilidade em aumentar a resposta
imune aos desafios virais.

O selénio dietético e as selenoproteinas ndo sdo importantes apenas para ativar
ou melhorar a imunidade, mas estdo envolvidos na imunoregulagdo, que ¢ essencial para
a prevencao das respostas excessivas que podem conduzir a autoimunidade e a
inflamacgao cronica (HUANG et al., 2012).

Segundo Mckenzie et al. (1998), a suplementagdao de Se pode melhorar a
imunidade por trés mecanismos principais: (1) pela alta afinidade com os receptores de
IL-2, regulando a expressdo de células T e sendo um veiculo para melhorar as respostas
destas cé€lulas; (2) por impedir os danos induzidos pelo estresse oxidativo nas células
imunes e (3) por alterar a agregacdo plaquetdria e baixar a taxa de
tromboxanos/leucotrienos produzidos. Doses suplementares de selénio melhoraram a
resposta imunoldgica e protegeram contra certas infecgdes virais conferindo adicionais
beneficios a saide (MCKENZIE et al., 2002 citado por MATEOS et al., 2004).

Nao ha estudos que avaliam os efeitos das fontes de selénio na resposta
inflamatoria ou imunidade para cdes adultos e os trabalhos em outras espécies considera
que a funcdo biologica do selénio estd relacionada com sua incorporacdo nas
selenoproteinas. Portanto, faz-se necessario conhecer e entender sobre as fontes de
selénio que sdo usadas na formulagdo de ragdes Pet e seus efeitos no organismo, para
poder alcancar um aproveitamento 6timo deste mineral, tanto pelo animal quanto pela

industria.
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O capitulo 2, denominado “ACAO IMUNOLOGICA DO SELENIO PARA
CAES ADULTOS” apresenta-se de acordo com as normas para publicagio no Journal
of Animal Science, exceto pelo idioma e posicionamento de tabelas. Os objetivos do
trabalho foram avaliar o efeito dose resposta do selénio levedura sobre a resposta imune
de cdes, comparando-os com os promovidos pelo selenito de sodio.

O capitulo 3, denominado “ACAO ANTIOXIDANTE DO SELENIO PARA
CAES ADULTOS” apresenta-se de acordo com as normas para publica¢do no Journal
of Animal Science, exceto pelo idioma e posicionamento de tabelas. Os objetivos do
trabalho foram avaliar o efeito dose resposta do selénio levedura sobre os parametros

antioxidantes de caes, comparando-os com os promovidos pelo selenito de sddio.
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ACAO IMUNOLOGICA DO SELENIO PARA CAES ADULTOS

RESUMO: Os objetivos do trabalho foram avaliar o efeito de niveis e fontes de selénio
na resposta imune de cades adultos, para isto cinco dietas foram avaliadas. Os
tratamentos foram: CO - dieta basal com adi¢ao de selenito de sdédio, totalizando 0,13
ppm de Se; SO33 - dieta basal + Se-levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta
basal + Se-levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + Se-levedura
totalizando 0,99 ppm de Se; S166 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm
de Se. Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacio de 90 dias com a ragdo
CO seguidos de 120 dias de fase experimental e recebendo as dietas testes, totalizando
210 dias. Amostras de sangue foram colhidas nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 da fase
experimental para: imunofenotipagem de leucdcitos (IF), atividade fagocitica (AF) de
monocitos e neutrofilos, indice de proliferagdo de células mononucleares do sangue
periférico (IPCM), producdo de intermediarios reativos do oxigénio (H»O,) e do
nitrogénio (NO7;). Para a determinacdo de anticorpos IgG e IgM especificos contra
eritrocito de carneiro (SRBC) foram coletadas amostras de sangue 5, 10, 15 e 20 dias
ap6s inoculagdes de solucdes de SRBC que ocorreram nos dias 60 e 90 da fase
experimental. Fezes frescas foram colhidas para determinagdo da IgA fecal nos dias 0 e
120, e foi realizado o teste de hipersensibilidade cutinea tardia (DTH) aos 120 dias. O
IPCM diminuiu em todos os tratamentos ao longo do experimento, porém aos 120 dias
os animais do tratamento SO33 apresentaram a maior IPCM comparado aos demais
(P<0,05). A AF de neutréfilos e monocitos foi menor aos 120 dias (P<0,0001) e houve
tendéncia de maior AF por neutréfilos nos cdes suplementados com 0,33 ppm de Se
organico (P=0,0863). O numero de linfécitos CD5" aumentou apds 60 dias de
experimento para todos os tratamentos. Houve uma tendéncia para maior nimero de
linfocitos CD5'CD8" de cdes recebendo as ragdes CO, SO99 e SI66. A relacdo
CD4"/CDS5" foi maior para os linfocitos de animais que receberam as dietas SO33 e
SO66 (P<0,0001). Os valores de IgG, IgM, IgA anti-SRBC, a resposta ao DTH e os
valores de H,O, e NO'; ndo foram influenciadas pelos tratamentos. O selénio em doses
superiores aos valores minimos recomendados nao influencia a resposta imunolégica de
caes adultos, a qual também nao ¢ influenciada pelas fontes de selénio.

Palavras-chave: leucocitos, proliferagdo, cultura celular, minerais
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Immunological action of selenium for adult dogs

ABSTRACT The aims of this study were to evaluate the effects of selenium sources
and levels on the immune response of adult dogs. Treatments were: CO - control diet
with sodium selenite addition, totalizing 0.13 ppm of Se; SO33 - control diet + Se-yeast,
totalizing 0.33 ppm of Se; SO66 - control diet + Se-yeast, totalizing 0.66 ppm of Se; and
SO99 - control diet + Se-yeast, totalizing 0.99 ppm of Se; SI66 - control diet + sodium
selenite, totalizing 0.66 ppm of Se. Animals underwent though an adaptation period of
90 days and received the CO diet; the experimental phase lasted 120 days when animals
received the tested diets and samples were taken. Blood samples were collected on days
0, 30, 60, 90 e 120 of experimental phase to identify the leukocyte population (IF), to
determine the phagocyte activity (FA) of neutrophils and monocytes, the proliferation of
peripheral blood mononuclear cells (PIMC), the production of reactive oxygen (ROS)
and nitrogen (NOS) intermediate species. Serum samples were also taken at 5, 10, 15
and 20 days after SRBC solution inoculation to determine the levels of IgG and IgM
anti-SBRC. Fresh stool were obtained to evaluate the fecal IgA on days 0 and 120.
Delayed-type hypersensitivity skin test (DTH) was conducted with the animals on day
120. The PICM reduced within time for all treatments, but on day 120™ S0O33-fed
animals had the higher proliferation than the other treatments (P<0.05). The FA of
neutrophils and monocytes was lower at 120™ (P<0.0001) and a trend was observed for
higher AF of neutrophils from SO33-fed dogs (P=0.0863). The population of CD5"
lymphocytes increased after 60 days and there was a trend for higher CD5'CD8"
lymphocytes count for animals fed CO, SO99 and SI66. The CD4"/CD5" ratio was
higher for animals fed SO33 and SO66 (P<0.0001). The values of IgG, IgM, IgA, ROS
and NOS, and the DTH response were not influenced by treatments. Dose of selenium
higher than the recommendation does not influence the immune response of adult dogs,

neither the source.

Keywords: leukocytes, proliferation, cell culture, minerals, antibody
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INTRODUCAO

Ha4 pouca informagdo especifica para cdes e gatos sobre a absor¢do ou
biodisponibilidade do selénio dietético (NRC, 2006) e sobre a diferenca na funcao
biologica das fontes deste mineral. Os resultados discutidos no NRC (2006) sao
extrapolagdes de outras espécies como frangos e ratos, € ndo ha informagdes sobre os
valores de minimo e méximo, apenas recomendagdes para a dose utilizada (0,35 ppm de
selénio por kg de racao, dieta com 4.000 kcal de EM/kg). A industria americana e, por
consequéncia, a brasileira, baseia-se na recomendacdo minima da AAFCO (2009) de
0,11 ppm de selénio por kg de racdo (dieta com 4.000 kcal de EM/kg), porém nao ha
estudos que demonstrem se esta informacao ¢ veridica.

O selénio ¢ amplamente conhecido por sua agdo via glutationa peroxidase (GSH-
Px), uma importante enzima antioxidante dependente deste mineral. A atividade
enzimatica de GSH-Px ¢ um dos meios de controle do organismo dos niveis de peréxido
de hidrogénio (H,0O,) e hidroperéxidos lipidicos, oriundos do ataque de espécies
radicalares (COHEN ¢ HOCHSTEIN, 1963; MEISTER, 1983). Além de sua funcao
antioxidante, a GSH-Px também est4 envolvida no metabolismo do 4cido araquidonico
o que influencia a sintese de prostaglandinas, leucotrienos (BRYANT e BAILEY, 1980)
e tromboxanos (STADMAN, 1990) e, por consequéncia, o sistema imunoldgico. A
cascata do acido araquidonico € responsavel pela resposta inflamatdria e o selénio ¢é
importante para que ndo sejam produzidos radicais livres em excesso. Outras
selenoproteinas também estdo envolvidas com a ativacdo, proliferagdo e diferenciagcdo
de células imunoldgicas e sdao importantes ndo apenas para ativar ou melhorar este
sistema, mas para sua regulacdo (HUANG et al., 2012), porém os caminhos pelos quais
essas selenoproteinas auxiliam a imunidade ndo estdo claros.

Outro mecanismo de agao do selénio no sistema imunoldgico esta relacionado
com o receptor de alta afinidade para interleucina 2 (IL-2) e esta interleucina estéd
associada a expansdo clonal de células imunocompetentes (ROY et al., 1992). O Se atua
na modulacdo da expressdo do receptor de alta afinidade para IL-2 (IL-2R) e pode
aumentar o numero de IL-2R nas células ou ainda aumentar o numero de células que
expressam IL-2R (KIREMIDJIAN-SCHUMACHER et al., 1990; ROY et al., 1992;

ROY et al., 1993), desta forma haverd maior producao de IL-2 e esta atuard sobre os
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linfocitos T helper e T citotoxicos estimulando a mitose e, por consequéncia, ocorrera
maior proliferacdo de linfocitos, entre outras reagdes desencadeadas pela IL-2.

Embora os mecanismos pelos quais o selénio atua na reposta imunoldgica nao
sejam completamente entendidos, sabe-se que este mineral influencia a resposta
imunologica inata e adaptativa (TURNER e FINCH, 1991; ARTHUR et al., 2003;
SURAI, 2003; HUANG et al., 2012). Estudos mostraram que sua deficiéncia pode
afetar a proliferacao de linfocitos, a atividade de neutréfilos e macrofagos (ARTHUR et
al., 2003), a atividade fagocitaria e a produgdo de anticorpos (BROOME et al., 2004),
dependendo da fonte de selénio e do contetido da vitamina E na dieta (FINCH e
TURNER, 1996), entre outras fungdes das células imunoldgicas. Desta forma, este
estudo teve por objetivo avaliar os efeitos de niveis de selénio organico na resposta
imunoldgica de cdes adultos, j4 que, cada vez mais busca-se melhorar a satde e
qualidade de vida dos animais de estimagdo e também por esta fonte estar se tornando

de uso cada vez mais comum na nutrigdo animal.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, sob o protocolo de nimero
015693/12-CEUA, e estd em concordancia com os principios éticos da experimentagao

animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Delineamento experimental, animais e tratamentos

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
UNESP - Univ Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, no Laboratério de Pesquisa
em Nutri¢ao e Doengas Nutricionais de Caes ¢ Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”. Foram
utilizados trinta cdes adultos da raga Beagle, em manten¢a, com idade média de 7,3 +
2,2 anos e peso médio de 12,59+ 1,6 kg, em boas condigdes corporais, clinicamente
sadios, desverminados e vacinados. O experimento seguiu um delineamento em blocos
completos casualizados com medidas repetidas no tempo. Os animais foram distribuidos
em trés blocos completos casualizados de dez animais cada, em cada bloco havia 2

repeticdes por tratamento totalizando 6 repeti¢des por tratamento; o cdo foi a unidade
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experimental. O experimento compreendeu 2 fases: a adaptacdo que durou 90 dias com
a o fornecimento da ragdo controle (CO) para todos os animais; e a fase experimental
com duracao de 120 dias quando os animais receberam as dietas testes e as amostras
foram coletadas, portanto cada bloco teve duracao total (adaptagao e fase experimental)
de 210 dias.

Nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 da fase experimental, foram coletadas amostras de
sangue total com antiocoagulante EDTA para imunofenotipagem de leucocitos do
sangue periférico, e amostras de sangue total heparinizado para realizagdo dos ensaios
de atividade fagocitica de mondcitos e neutréfilos, de proliferacdo de células
mononucleares do sangue periférico, determinacdo da producdo de intermedidrios
reativos do oxigénio e do nitrogénio. A resposta imune humoral foi avaliada por meio
da resposta de anticorpos (IgG e IgM) anti- SRBC, para isto duas inoculagdes com
solugdo de concentragdo conhecida de SRBC foram realizadas aos 60 e 90 dias da fase
experimental, com consequente determinagao dos anticorpos 5, 10, 15 ¢ 20 dias ap0s as
inoculagdes. Nos dias 0 e 120 foram coletadas amostras de fezes frescas para
determinagdo de IgA e aos 120 dias foi realizado o teste de hipersensibilidade cutanea
tardia.

As dietas experimentais (tabela 1) foram constituidas de ingredientes com
reduzidos teores de selénio e, para isto, alguns ingredientes foram testados para depois
serem escolhidos para a formulagdo. Todos os tratamentos foram compostos pela
mesma dieta base, diferenciando-se apenas pela concentragdo e pela fonte de selénio
adicionada. A dieta base foi formulada para que seus niveis nutricionais e
suplementagdo vitaminico-mineral atendessem as recomendagdes nutricionais para caes
em manutencao da Association of American Feed Control Official (AAFCO, 2009),
com exceg¢do dos teores de selénio. Para o experimento, foi desenvolvido, em parceira
com a empresa Mcassab (Sao Paulo, Brasil), um premix especifico sem adigao de fontes
de selénio e com o teor minimo de vitamina E (30 Ul/kg de ragdo) recomendado pela
AAFCO (2009) seguindo os padrdes de qualidade e garantia dos teores de vitaminas e
minerais.

O selenito de sodio e o selénio levedura também foram analisados quanto aos
seus teores de selénio antes de serem incluidos a dieta. Para a producdo das racdes,

todos os ingredientes foram misturados, exceto o premix mineral-vitaminico e a fonte
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de selénio. O teor de selénio foi determinado nesta pré-mistura antes que fossem
adicionadas as fontes do mineral em estudo. Com o teor de selénio da pré-mistura (0,07
mg de Selénio por kg de mistura — valor analisado) e das fontes de selénio, foram
calculadas as quantidades necessarias de inclusdo de selenito de so6dio e do selénio
levedura para que se atingisse os valores desejados. Para esta mistura final tomou-se o
cuidado para que ocorresse uma 6tima homogeneizagao, portanto cada fonte do mineral
foi primeiramente misturada a uma quantidade pequena da pré-mistura, depois
misturada com o premix ¢ mais uma quantidade da pré-mistura em misturador Y com
capacidade para 15 kg, para entdo ser realizada a mistura final. A mistura final foi
moida em moinho de martelo com peneira de 1 mm e depois extrusada.

As dietas experimentais foram extrusadas na Fébrica de Racdes da FCAYV,
UNESP, Campus de Jaboticabal e devidamente armazenadas. Os paramétros de
processos foram controlados por toda a extrusdo; a cada 30 minutos leituras destes
parametros eram realizadas para que todas as fontes de selénio fossem extrusadas na
mesma condi¢do, uma vez que o processo influencia na concentragao final do mineral
na racdo. A dieta basal apresentou a concentracdo de selénio menor que o minimo
recomendado e portanto, teve que receber a adigdo de fonte de selénio padrdo (selenito
de s6dio) para que esta ficasse dentro do minimo recomendado pela AAFCO (2009), a
inducdo da deficiéncia de nutrientes ndo ¢ aceitavel para caes de acordo com as normas
de bem-estar animal.

As determinacdes de selénio foram feitas no laboratorio de Espectrometria
Atomica Aplicado do Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP-Botucatu-SP
utilizando a técnica de espectrometria atdmica e o método por atomizagdo em forno de
grafite (SILVA et al, 2007; MORAES et al., 2009). Os teores de matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), extrato etéreo em hidrolise acida (EEHA) e matéria mineral (MM)
segundo a metodologia descrita pela AOAC (1995). Os valores de energia bruta foram
determinados por meio de calorimetro adiabatico (PARR Instrument-1281, Moline,
EUA). Os animais foram submetidos a cinco tratamentos: CO - dieta basal com adi¢ao
de selenito de sodio, totalizando 0,13 ppm de Se; SO33 - dieta basal + selénio levedura
totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66 ppm
de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; SI66 - dieta

basal + selenito de sédio totalizando 0,66 ppm de Se.
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Tabela 1. Inclusdo (%) dos ingredientes e composi¢do nutricional calculada das racdes
experimentais.

Ingrediente Tratamentos'

CO SO33 SO66 S0O99 S166
Milho, grao 48,04 48,00 48,00 48,00 48,04
Protenose, 60% 19,19 19,15 19,05 19,00 19,19
Farelo de soja, 45% 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Oleo de visceras 8,54 8,54 8,54 8,54 8,54
Fibra de cana-de-agucar 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Fosfato bicalcico 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
Suplemento mineral-vitaminico® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Calcario calcitico 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Oleo de peixe 0,35 035 0,35 0,35 0,35
Cloreto de colina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Cloreto de potassio 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
Antiﬁ'mgico3 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
L-triptofano 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Antioxidante® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L-Lisina 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
Selenito de sodio’ 0,0002 - - - 0,001
Selénio levedura® - 0,09 021 0325 -
Total 100,00 100,01 100,03 100,09 100,00

Valores nutricionais analisados das dietas’

Energia Metabolizavel, (kcal/kg)’ 3.680 3.720 3.670 3.690 3.670
Matéria seca (%) 92,81 9241 92,22 92,21 92,51
Proteina Bruta (%) 25,96 24,71 24,76 25,11 24,83
Extrato Etéreo em Hidrolise acida (%) 14,95 15,15 14,15 15,25 14,30
Matéria Mineral 5,90 5,81 5,67 5,46 5,43
Fibra Bruta (%) 5,40 4,87 4,81 5,34 5,19
Calcio (%) 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65
Fosforo total (%) 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Vitamina E (UI/kg) 30 30 30 30 30
Selénio (ppm - mg/kg)8 0,13 0,342 0,677 0,971 0,674

'CO - dieta basal sem adi¢do de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; SO33 - dieta
basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal + selénio levedura
totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se;
SI66 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm de Se. > Adigdo por quilograma de
dieta: Ferro 150 mg, Cobre 15 mg, Manganés 7 mg, Zinco 150 mg, lodo 2 mg, Vit A 15000 UI,
Vit D 1000 UI, Vit. E 30 UI, Tiamina 4 mg, Riboflavina 5 mg, Acido pantoténico 20 mg,
Niacina 30 mg, Piridoxina 4 mg, Acido félico 0,30 mg, Vit. B12 0, 04 mg e Colina 1500 mg. 3
Mold-Zap AS, Alltech, Inc., EUA. * Antiox-RC, Alltech, Inc., EUA. ° Selenito de sodio PA
(VETEC Quimica Fina LTDA., Brasil) com 448,0 mg de selénio por grama do produto. °
Selemax® (Agucareira QUATA S.A., Brasil) com 998,7 mg de selénio por quilograma do
produto. 7 Valor calculado pelo formula do NRC (2006). * Concentragio analisada. ° Com base
na matéria seca.
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A quantidade de ragdo administrada foi calculada de acordo com o valor
energético da racdo e a necessidade energética do animal (NRC, 2006). Os animais
foram pesados semanalmente e a quantidade de ragdo ajustada caso ocorresse aumento
ou reducdo de peso. O alimento foi oferecido duas vezes ao dia as 8h00 e as 16h00, e
agua fresca ficou disponivel todo o tempo. A dieta controle (CO) foi oferecida aos
animais por um periodo de adaptacdo de 90 dias antes da introducdo das ragdes
experimentais. Esta dieta teve como fung¢ao igualar a condi¢do nutricional dos animais.
O peso dos animais e a ingestdo de alimento também foram controlados por todo
periodo de adaptagdo. Apos este periodo os cdes passaram a receber seus respectivos

tratamentos por mais 120 dias.

Imunofenotipagem de leucdcitos do sangue periférico

Nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 do periodo experimental, amostras de sangue foram
colhidas por puncdo da veia jugular em seringa com anticoagulante EDTA e submetidas
a avaliacdo quantitativa dos linfocitos T totais (CD5+), T auxiliares (CD5+CD4+), T
citotoxicos (CD5+CD8+), linfocitos B (CD21+), mondcitos (CD14+) e neutrofilos
(CD11b) por citometria de fluxo. Para isto, 100 pl de sangue foi colocado em tubo
proprio para citometria de fluxo e 2 pl dos respectivos anticorpos foram adicionados a
cada tubo: o tubo 1 ndo recebeu anticorpo; o tubo 2 correspondeu ao isotipo controle
que foram IgG1 PE (Serotec, MCA1123PE) e IgG2a FITC (Serotec, MCA1212F); no
tubo 3 foram adicionados os CD5 FITC (Serotec, MCA1037F) e CD4 PE (Serotec,
MCA1038PE); no tubo 4 CDS5 FITC (Serotec, MCA1037F) e CD8 PE (Serotec,
MCAT1039PE); no tubo 5 CD21 PE (Serotec, MCA1781PE); no tubo 6 CD14 FITC
(Serotec, MCA1568F); e no tubo 7 CD11b PE (Abcam, AB25533). Os tubos foram
homogeneizados e incubados por 20 minutos a 4°C, protegidos da luz. Um mililitro de
solucdo 1:10 do tampao de lise de hemacias (FACS Lysing Solution — Becton
Dickinson) foi adicionado a cada tubo, seguido da homogeneizagdo em vortex e
incubagdo por 10 minutos a 4°C protegidos da luz. Os tubos foram centrifugados a 1800
rpm por trés minutos, o sobrenadante descartado e foram realizadas 3 lavagens com 2
ml de PBS. Depois de desprezado o sobrenadante da ultima lavagem, foi adicionado
100 ul de PBS + 1% de formol nos tubos e as amostras foram submetidas a analise no

citofluorometro (FACSCanto®, Becton Dickinson Immunocytometry System,
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Mountain View, CA, EUA) para classificagio e contagem das subpopulagdes

linfocitarias, de monocitos e neutrofilos.

Inoculagdo de eritrocitos de carneiro (SRBC) e dosagem de anticorpos especificos
anti-SRBC

Para avaliar a atuacdo do selénio sobre a resposta imune humoral, foi utilizado
eritrocitos de carneiro (SRBC), um antigeno natural complexo, nao patogénico e
imunogénico para caes. Estes foram colhidos assepticamente em solu¢do de Alsever.
Apbés 3 lavagens em salina tamponada (PBS), as suspengdes de SRBC foram
padronizadas espectrofotometricamente em comprimento de onda de 545nm para uma
concentragdo final de 2,5 x10° SRBC, sendo que os animais receberam por via endo
venosa 1,0 ml desta solugdo (5 x 10° SRBC) no dia 60 para avaliagio da resposta
primaria e no dia 90 para avaliacdo da resposta secundaria.

Nos dias 65, 70, 75, 80 (resposta primaria) e 95, 100, 105, 110 (resposta
secundaria), amostras de sangue foram coletadas e colocadas em tubos de ensaio sem
anticoagulantes para a obtencdo do soro. Estas amostras foram armazenadas em
microtubos graduados de 500 pl e mantidas a -20°C até o momento da dosagem de
anticorpos especificos 1gG e IgM anti-SRBC. Em uma placa de microcultura de 96
pogos, ja sensibilizada com eritrocito de carneiro e bloqueada (SRBC coated plates, Life
Diagnostics, Pennsylvania, USA), foi adicionado 100 pl de amostra de soro canino. O
conjunto placa sensibilizada e amostra foi incubado por 60 minutos a temperatura
ambiente. O conjunto foi posteriormente lavado 5 vezes com a solugdo ELISA Wash
Solution (Codigo E104, Bethyl Laboratories, Inc., Texas, USA) e 100 ul do anticorpo
de detec¢do para IgG ou IgM canino (HRP Conjugated Dog IgG/IgM Detection
Antibody, Bethyl Laboratories, Inc., Texas, USA) foi adicionado a placa e incubado por
mais 60 minutos a temperatura ambiente. A placa foi lavada com a solucdo ELISA
Wash Solution (Codigo E104, Bethyl Laboratories, Inc., Texas, USA) por mais 5 vezes
e 100 pl de substrato (TMB Substrate Solution, Codigo E102, Bethyl Laboratories, Inc.,
Texas, USA) foi adicionado a cada poco. A placa foi entdo mantida no escuro a
temperatura ambiente por 15 minutos e a reacdo enzimatica interrompida pela adicao de
100 ul de H,SO4-4N (ELISA Stop Solution, cddigo E115, Bethyl Laboratories, Inc.,
Texas, USA) e a leitura realizada em leitor de ELISA com filtro de 450 nm.
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Avaliagdo da concentragdo de IgA total nas fezes

Foram realizadas dosagens do anticorpo IgA nas fezes nos dias 0 e 60 do
experimento. Essa medi¢do ¢ indicativa da imunidade humoral na mucosa intestinal. As
amostras de fezes foram recolhidas durante 3 dias consecutivos e armazenadas a -20°C
para posterior andlise. Antes de analisadas, estas foram descongeladas e
homogeneizadas, compondo-se uma amostra por periodo e por cdo. A extracao de IgA
fecal foi realizada por extracao salina de acordo com Peters et al. (2004), sendo que para
isto a matéria fecal foi descongelada a temperatura ambiente e um grama da amostra
(peso imido) pesada e adicionada ao buffer saline fosfato (0,01M, Ph 7,4), 0,5% tween
e 0,05% de azida de sédio para homogeneizacdo. A suspensao foi centrifugada a 1500
rpm por 20 minutos a 5°C. Uma por¢ao do sobrenadante (2ml) foi transferida para um
microtubo graduado contendo 20 pl de um coquetel inibidor de protease. Em seguida, a
amostra foi homogeneizada e depois centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos em
microcentrifuga e o sobrenadante foi transferido a um microtubo estéril e armazenado a
-20°C. Para a quantificacdo da concentragdo total de IgA no extrato de fezes foi
utilizado um kit de ELISA especifico para IgA canina (Bethyl laboratories,
Montgomery, USA).

Teste de hipersensibilidade cutinea tardia (DTH)

Este teste foi realizado conforme metodologia adaptada de Kim et al. (2000).
Para a sua realizacdo foram inoculados pela via intradérmica, na fossa paralombar dos
animais, ap6s a devida tricotomia e assepsia, 100pul de cada uma das solugdes que
seguem: 1) solu¢do salina (0,9%) como controle negativo; 2) fito-hemaglutinina
(2mg/ml) (FHG - Lectina obtida de Phaseolus vulgaris; cat. L8754 - Sigma-Aldrich)
para mensurar a resposta inespecifica; 3) vacina polivalente para caes (Duramune®
Max - 5CvK/4L, contra parvovirose, cinomose, adenovirus tipo 2, hepatite,
parainfluenza, coronavirose e leptospirose sorovares L. canicola, L.
icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Satde Animal,
Campinas, Brasil) para mensurar a resposta imune especifica. A espessura da pele foi
mensurada com o medidor digital de espessura (Mitutoyo modelo 700-122, Toquio,

Japao) calibrado para exercer pressdo automatica no local da leitura, com forca de 2N,
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nos momentos zero, 24, 48 e 72h apds as inoculagdes intradérmicas. O teste foi

conduzido no dia 120 do periodo experimental.

Atividade fagocitica de neutrdfilos e mondcitos

O ensaio de fagocitose foi realizado nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 do periodo
experimental com sangue heparinizado, através de kit comercial pHrodoTM E. coli
BioParticles® (cat. A10025, Molecular Probes, Inc., Oregon, EUA). O método baseia-
se na mensuracao da atividade fagocitica das células presentes no sangue total através
da acidificagdo do corante pHrodoTM que, quando dentro do fagossomo, emite seu

maximo de fluorescéncia devido ao pH acido.

Separacao células mononucleares e polimorfonucleares do sangue periférico

Para o ensaio de proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico,
determinagdo da producdo dos intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio, o
sangue foi submetido a separagdo de células por diferenca de gradientes. Nos dias 0, 30,
60, 90 e 120 do periodo experimental foram coletados 30 ml de sangue periférico em
tubos de ensaio estéreis contendo 10u/ml de heparina (Liquemine-Roche). Em tubos
falcon de 15 ml foram colocados 4,5 ml de Histopaque 1119 e 3 ml de Histopaque 1083
(Sigma-Aldrich), e 6 ml de sangue total. O tubo falcon foi centrifugado a 1920 rpm, por
30 minutos a temperatura ambiente, apds a centrifugagdo, foi possivel a observacao de
dois halos de células (o 1° ¢ de células mononucleares do sangue periférico e o 2° de
polimorfonucleares). Os anéis ricos em células mononucleares (PBMC) e
polimorfonucleares foram coletados separadamente e lavados por pelo menos duas
vezes com RPMI simples a 4°C (1800 rpm por 10 minutos) e quando necessario foi
realizada a lise das hemacias com 2 mL de solugao de lise de eritrocitos (ACK — 8,29 g
de NH4Cl1 0,15 M, 2 g KHCO; 10mM, 0,074 g Na,EDTA 0,0lmM) por 2 minutos. Ao
final da lavagem o pelet foi desmanchado e as células ressuspensas em meio de cultura
RPMI 1640 (Sigam-Aldrich) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 40 pg/ml de
gentamicina e 10% de soro heterdlogo inativado (Meio de Cultura de Células Completo:
MCCC). A contagem, identificacdo e viabilidade dos neutrdfilos e proliferagdo de
cé¢lulas mononucleares do sangue periférico (PMBC) foi realizada através da coloragao

em azul tripan (aliquotas de 50ul da suspensdo celular foram diluidas em 450ul de



31

corante) e a contagem, identificagdo e viabilidade dos mondcitos foi realizada através da
incorporagdo pelo vermelho neutro (aliquotas de 50 pl da suspensdo celular foram
diluidas em 450ul da solugdo do corante a 0,04%). Em seguida, a concentragdo foi
ajustada de acordo com cada ensaio com posterior plaqueamento da suspensao celular

dependendo do ensaio que foi realizado.

Ensaio de proliferacio de células mononucleares do sangue periférico

Para esta analise foram utilizadas as células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e a concentracdo foi ajustada para 1,8 x 107 células por mililitro. Quando néo
houve células suficientes foi corado um minimo 1,0 x 10" células por mililitro. O ensaio
de proliferacdo foi realizado através de kit comercial CellTraceTM CFSE Cell
Proliferation (cat. C34554, Molecular Probes, Inc., Oregon, EUA) que permite a
marcacao e visualizacdo de células por citometria de fluxo. O kit contém o corante
fluorescente CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), o qual, por
difusdo passiva, penetra na célula onde ocorrera a ativagao da molécula fluorescente que
através da meiose serd herdada pelas células filhas, sem ocorrer transferéncia da
fluorescéncia para células adjacentes. As andlises foram realizadas de acordo com as
recomendacdes do kit e a leitura realizada em citofluorémetro (FACSCanto®, Becton
Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA, EUA), para a leitura foram
selecionadas as gates de células vidveis e em seguida a gate de linfécitos, onde
verificou-se a intensidade de fluorescencia que foi transferida para as células-filhas por
células estimuladas com concanavalia A (ConA, 100png/ml; Sigma-Aldrich). Os resultados

oram analiSados p€lo >oitware riowJo (v1U./, 11€€ tar nc., .
fi lisados pelo Software FlowJo® (v10.7, Tree Star Inc., USA

Determinacdo da producdo de intermedidrios reativos do oxigénio (H>0>)

Apos a separagdo e o plaqueamento das células mononucleares (mondcitos) e
polimorfonucleares (neutréfilos) foi determinada a produgao de H,O, segundo método
descrito por PICK e KEISARI (1980) e adaptado por PICK e MIZEL (1981). No caso
de monocitos, o sobrenadante foi retirado dos pocos da placa de cultura, ja que as
células permanecem aderidas ao fundo da placa. Para a cultura de neutréfilos o
sobrenadante foi mantido. Em placa de cultura de 96 pocos foram plaqueados 100 pl de

células com concentragio de 3 x 10° células, estimuladas ou ndo com LPS (1 pg por
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po¢o), e o ensaio foi realizado em triplicata. Apds 36 horas de cultura em estufa de CO,
(5%) a 37°C, foi adicionado 100 pl de solugdo tampao em cada pogo. A solugdo tampao
foi constituida de 7,8 ml de agua destilada, 0,8 ml de solugao A (800 ml de H,O
destilada; 80g de NaCl; 2,0g de KClI; 2,0g de KH,POy4; 11,5g de Na,HPO,), 0,1ml de
solugdo B (100ml de H,O destilada; 1,0g CaCl,), 0,1 ml de solu¢ao C (100ml de H,O
destilada; 1,0gr MgCl,), 0,1 ml de vermelho fenol (100ml de H,O destilada; 1,0g de
phenol red), 0,1 ml de peroxidase (10mg de peroxidase; 2,0 ml de tampao fosfato) e 1,0
ml de glicose (100 ml de H,O destilada, 1,0g de glicose). Todas as solucdes estavam a
temperatura ambiente no momento do ensaio. A cada poco foi acrescentado 1ul de
forbol mirestato acetato (PMA) e a placa incubada por 1 hora a 37°C em estufa com 5%
de CO;. Apds 1 hora a reagdo foi bloqueada com 10 pl de NAOH IN. A leitura foi
realizada em leitor de ELISA com filtro de 630 nm. Os resultados foram expressos em
nanomols (nM) de H,0,/3x10° células, a partir de curva padrio estabelecida em cada
ensaio, constituida por concentragdes molares conhecidas de H,O; variando de 0,250 a

8,0 nM.

Determinacdo da producdo de intermedidrios reativos do nitrogénio

O oxido nitrico (NO) foi dosado no sobrenadante, tanto para células
mononucleares quanto para as polimorfonucleares. O NO decompde-se em nitritos (NO
») € nitratos (NO’;) no meio de cultura. A produgdo de NO7; foi dosada pelo método
colorimétrico baseado na reacdo de GRIESS (GUEVARA et al., 1998), apés a
separacao e o plaqueamento das células mononucleares e polimorfonucleares. Aos
sobrenadantes foi adicionado 100 pl de reagentes de GRIESS, que contém n-(1-naftil)-
etil-enediamina (NEED - Sigma Chemical Co.,St Louis, MO) diluido a 0,1% em agua
destilada, e sulfanilamida (Sigma Chemical Co.,St Louis, MO) diluida a 1 % em H,PO4
5%. Estes reagentes, NEED e sulfanilamida, foram misturados em volumes iguais no
momento da reacdo. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 540 nm. Os resultados
foram expressos em pmoles de NO por 3x10° células por 36 horas de incubagdo,
comparando-se a densidade dptica com uma curva padrdo de concentragdes conhecidas

de NO; que foi realizada junto ao experimento.

Anadlise estatistica
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Todas as varidveis foram inicialmente testadas para normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e quando necessario foi realizada transformagdo por log para atingir a
normalidade. Os dados foram submetidos a anélise de varidncia com medidas repetidas
no tempo utilizando-se o procedimento PROC MIXED (SAS Inst. Inc., 2003) e o
desdobramento realizado através do procedimento PROC GLM do mesmo software.
Procedeu-se, também, andlise por contrastes polinomiais ortogonais para determinar os
efeitos lineares e quadraticos da adi¢ao de selénio levedura e contrastes para se avaliar o
efeito do selénio levedura independentemente de seu nivel de inclusao, comparando-se
as médias obtidas para as variaveis da dieta SI66 versus as médias dos demais
tratamentos (SO33, SO66 ¢ S0O99). Outro contraste ortogonal foi determinado para
avaliar o efeito da fonte inorganica de selénio (SI66) comparado com a dieta sem
selénio (CO). Considerou-se como significativos os valores de P<0,05 e, como

tendéncia, os valores de P<(0,10.

RESULTADOS

Imunofenotipagem de leucocitos do sangue periférico de cdes adultos em
manutencdo

Nao houve efeito de tratamento (P=0,5074) ou intera¢do entre tratamento e
periodo (P=0,3253) no niimero de linfocitos T totais (CD5"), porém observou-se efeito
de periodo (P<0,0001), o numero de células foi maior a partir de 60 dias de
experimento. Os linfécitos T auxiliares (CD5 CD4") nio sofreram efeitos de tratamento
(P=0,9896), de periodo (P=0,1919) e interacdo entre tratamento e periodo (P=0,9726).
Para as células T citotoxicas (CD5"CD8") ndo houve efeito de periodo (P=0,6341), ndo
houve interacdo entre tratamento e periodo (P=0,9862), mas houve tendéncia para efeito
de tratamento (P=0,0838) os animais dos tratamentos CO, SO99 e SI66 apresentaram as
maiores médias comparadas aos tratamentos SO33 e SO66.

A relagdo entre linfocitos T auxiliares e T citotoxicos (CD4/CD8") sofreu efeito
de tratamento e de periodo (P<0,05), mas ndao houve efeito da interagdo tratamento x
periodo (P=0,9364). Aos 30 dias a relacdo foi maior comparado aos demais periodos,
porém ndo foi diferente do periodo basal. A partir dos 30 dias esta relagdo diminuiu até

o dia 120 do experimento. A relagdo CD4"/CDS8" foi maior para os grupos SO33 e SO66
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comparada aos demais. Houve efeito de tratamento e de periodo (P<0,05) para os
linfocitos B (CD21"), mas ndo houve interagio entre tratamento e periodo (P=0,8169).
O numero de células CD21" diminuiu apoés 30 dias que os animais receberam as
dietas e apos este periodo o nimero permaneceu constante. Os tratamentos SO33, SO66
e SI66 apresentaram os maiores numeros de células, sendo que os animais
suplementados com selénio organico ndo diferiram do tratamento controle ¢ SO99. Nao
houve efeito de tratamento (P=0,9722), de periodo (P=0,3486) ou interagao de

tratamento e periodo (P=0,3501) para o niimero de monécitos (CD14").



Tabela 2. Imunofenotipagem de leucdcitos do sangue periférico de caes adultos
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. 1 Seleno levedura’ 3 L EPM Contrastes”
ltem Dia €O S033 S066 S099 S166 Média L Q SOvs. ST CO vs SI
CD5", x10° cels/pl
0 1,26 1,43 1,43 1,49 1,17 1,36% 0,14
30 1,26 1,07 0,8 1,41 1,17 1,14% 0,14
60 2,14 2,02 1,86 1,62 2,64 2,06 0,14
90 1,83 1,83 1,73 1,79 2,50 1,924 0,14
120 1,74 1,74 2,71 2,01 2,32 2,124 0,14
Média 1,65 1,61 1,71 1,96 1,67 NS NS NS NS
EPM 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16
Tratamento 0,5074
Periodo <,0001
Trat*periodo 00,3253
Contrastes®
L <,0001
Q NS
CD5'CD4", x10° cels/pl
0 0,53 0,59 0,59 0,56 0,39 0,53 0,06
30 0,47 0,39 0,27 0,53 0,34 0,40 0,06
60 0,59 0,49 0,49 0,38 0,55 0,50 0,06
90 0,46 0,43 0,42 0,42 0,52 0,45 0,06
120 0,31 0,37 0,51 0,37 0,38 0,40 0,06
Média 0,47 0,45 0,46 0,45 0,43 NS NS NS NS
EPM 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Tratamento 0,9896
Periodo 0,1919
Trat*periodo 00,9726
Contrastes’
L NS
Q NS

Continua...
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. 1 Seleno levedura’ L Contrastes”
ltem Dia €O 3033 3066 S099 5166 Media  EPM —— Q SOvs. ST CO vs SI
CD5'CDS", x10° cels/pl
0 0,29 0,23 0,23 0,36 0,25 0,27 0,06
30 0,28 0,20 0,20 0,33 0,26 0,25 0,06
60 0,33 0,21 0,18 0,25 0,38 0,27 0,06
90 0,30 0,25 0,22 0,27 0,36 0,28 0,06
120 0,24 0,26 0,36 0,29 025 0,28 0,06
Média 0,29 0,23 0,24 0,30 0,30 NS 0,0553 0,0828 NS
EPM 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Tratamento 0,0838
Periodo 0,6341
Trat*periodo  0,9862
Contrastes’
L NS
Q NS
CD4'/CD8"
0 2,27 2,93 2,78 1,89 2,17 241% 0,52
30 2,58 3,56 3,86 2,24 1,73 2,79% 0,52
60 2,04 2,69 2,57 1,66 1,42 2,08% 0,52
90 1,79 2,21 2,24 1,53 1,52 1,86°% 0,52
120 1,74 2,16 2,12 1,56 1,56 1,84°% 0,52
Média 2,09° 2,71° 2,71° 1,69° 1,77 ° NS 0,0004 0,0023 0,0676
EPM 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Tratamento <,0001
Periodo 0,0005
Trat*periodo 00,9364
Contrastes®
L <,0001
Q NS

Continua...
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. 1 Seleno levedura’ L Contrastes”
ltem Dia €O 3033 3066 S099 5166 Media  EPM —— Q SOvs. ST CO vs SI
CD217, x10° cels/pl
0 0,26 0,40 0,44 0,27 0,38 0,35 0,03
30 0,17 0,15 0,18 0,18 0,23 0,18% 0,03
60 0,11 0,12 0,14 0,23 0,38 0,19°% 0,04
90 0,12 0,18 0,18 0,11 0,26 0,178 0,03
120 0,07 0,15 0,23 0,13 0,13 0,14% 0,03
Média 0,14° 0,20 * 0,24 * 0,18° 0,27 * NS 0,0679 0,0509 0,0024
EPM 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Tratamento 0,0281
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,8169
Contrastes’
L <,0001
Q 0,0463
CD14", x10’ cels/pl
0 0,53 0,65 0,61 0,60 0,58 0,59 0,02
30 0,54 0,49 0,58 0,52 0,69 0,56 0,02
60 0,55 0,46 0,57 0,50 0,47 0,51 0,02
90 0,38 0,37 0,54 0,43 0,47 0,44 0,03
120 0,42 0,80 0,40 0,35 0,41 0,48 0,03
Média 0,48 0,55 0,54 0,48 0,52 NS NS NS NS
EPM 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Tratamento 0,9722
Periodo 0,3408
Trat*periodo  0,3501
Contrastes’
L NS
Q NS

'CO - dieta basal sem adigio de fontes de selénio, totalizando 0,13ppm de Se; “SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; 33166 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66
ppm de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio orginico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragdo basal vs
selenito de sodio. °NS = ndo significativo. ** Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). *® Médias

seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Titulacdo de anticorpos IgG e IgM anti-SRBC no soro e IgA total nas fezes

Os valores de IgA nas fezes estdo apresentados na tabela 3. Nao foi observado
efeito de tratamento, periodo e interacdo de tratamento e periodo para esta varidvel
(P>0,05). O selénio parece nao ter efeito na imunidade de mucosas.

Para os anticorpos IgG e IgM anti-SRBC ndo foram encontrados efeito de
tratamento e interacdo entre tratamento e periodo (P>0,05). Porém, foi encontrado efeito
de periodo com comportamento quadratico (P<,0001) para os valores de IgG e IgM
anti-SRBC. O pico da concentracio de IgG anti-SRBC ocorreu ap6s 10 dias da primeira
inoculacdo, enquanto que para o IgM anti-SRBC ocorreu 5 dias ap6s a inoculagao.

Ambas as variaveis nao apresentaram picos apds a segunda inoculacdo de SRBC.

Teste de hipersensibilidade cutinea tardia

Para a avaliagdo das respostas de hipersensibilidade cutinea tardia, os resultados
foram expressos em espessura cutidnea (milimetros), apresentados na tabela 4. Nao
verificou-se efeito de tratamento ou interacdo entre tratamento ¢ periodo em horas
(P>0,05), observou-se apenas efeito de periodo para todos os tratamentos sendo que na
inoculagdo de solucdo salina observou-se efeito linear enquanto que para as inoculagdes
de FHG e V10 foi verificado efeito quadratico, com aumento de espessura apds 24

horas de inoculacao.



Tabela 3. Concentracdo de IgA total nas fezes, [gG e IgM anti SRBC no soro de cées adultos alimentados com dietas

suplementadas com fontes de selénio orgénico
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. 1 Seleno levedura’ 3 L EPM Contrastes”
ltem bia €O 3033 3066 5099 S166 Media L Q SOvs.SI  COvsSI
IgA, mg/g de fezes secas
0 53,20 55,75 47,31 50,23 53,14 50,00 0,97
120 49,86 60,35 57,27 52,48 49,86 53,22 0,97
Média 51,50 58,04 52,86 51,36 44,86 NS NS NS NS
EPM 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66
Tratamento 0,2754
Periodo 0,2933
Trat*periodo  0,7385
IgG, ng/ml
60 90,65 90,37 90,08 90,81 92,26 90,83¢ 0,36
65 94,92 96,22 90,29 95,41 94,99 9437% 0,36
70 94,44 97,14 95,22 96,86 96,64 96,13* 0,36
80 95,48 95,22 93,69 94,36 94,50 94,65% 0,36
95 89,50 88,24 86,50 87,77 90,19 88,44° 0,36
100 85,36 86,83 83,40 84,70 85,46 85,15° 0,36
110 87,60 84,44 87,18 84,11 85,25 85,71 0,36
Média 91,18 91,21 89,48 90,57 91,33 NS NS NS NS
EPM 0,3800
Tratamento 0,5991
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,9862
Contraste *
L NS
Q <,0001

Continua...
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. 1 Seleno levedura’ 3 L .. Contrastes”

ftem Dia €O 3033 5066 5099 S166 Média  EPM — Q SOvs.SI  COvsSI
IgM, ng/ml

60 92,67 92,88 89,87 91,23 94,34 9220¢ 0,52

65 100,64 105,62 97,53 101,37 100,10 101,05 0,52

70 96,40 99,06 95,53 96,00 93,68 96,21° 0,52

80 94,77 94,70 91,61 91,35 88,78 92,24 ¢ 0,52

95 87,55 86,22 83,50 84,57 87,12 85.80° 0,52

100 85,62 87,13 87,28 85,59 86,53 86,43° 0,52

110 85,12 87,13 87,30 85,59 84,53 85,93 D 0,52

Média 91,82 93,25 90,43 90,82 90,81 NS NS NS NS

EPM 0,68

Tratamento 0,7496

Periodo <,0001

Trat*periodo  0,9758

Contraste *
L NS
Q <,0001

'CO - dieta basal sem adi¢io de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; “SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se;
SO66 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta
basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadrético; SO vs. SI = fontes de selénio
organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragdo basal vs selenito de sédio. °NS = nio significativo. “*“PM¢édias seguidas de letras maitisculas
diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 4. Resposta da hipersensibilidade cutanea tardia em caes adultos considerando a espessura da pele aos 120 dias do experimento

. 1 Seleno levedura® 3 L g EPM Contrastes”
ftem Dia €O SO33 S066 S099 S166 Média L Q  SOvs. ST COvsSI
Salina 0 hora 2,98 3,11 2,95 3,10 3,52 3,134 0,12
24 horas 2,66 2,71 2,55 2,52 2,67 2,628 0,12
48 horas 2,48 2,55 2,35 2,52 2,60 2,50¢ 0,12
72 horas 2,52 2,62 2,32 2,44 2,52 248¢ 0,12
Média 2,66 2,74 2,54 2,64 2,82 NS NS NS NS
EPM 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
Tratamento 0,6719
Periodo <0,0001
Trat*periodo  0,1030
Contrastes®
L 0,0012
Q NS
FHG’ 0 hora 3,03 3,03 2,85 3,20 3,28 3,07 0,20
24 horas 3,64 3,87 3,63 3,86 4,04 3,814 0,20
48 horas 3,35 3,73 3,47 3,55 3,58 3,538 0,20
72 horas 2,89 2,80 2,57 2,64 3,06 2,79 0,20
Média 3,23 3,36 3,13 3,31 3,48 NS NS NS NS
EPM 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
Tratamento 0,5541
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,8740
Contraste®
L NS
Q <,0001

Continua...




Seleno levedura’ Contrastes”

. 1 3 , .

ftem Dia €O 3033 SO066 S099 S166 Média  EPM — Q  SOvs.SI  COvsSI
V10°  0hora 3,56 3,42 3,10 3,69 3,56 347¢ 023

24 horas 4,65 430 3,69 4,18 4,47 426" 0,23

48 horas 4,11 4,06 3,59 4,13 4,24 4028 023

72 horas 4,17 3,79 3,27 3,83 3,72 3,76% 0,23

Média 4,12 3,89 3,41 3,96 4,00 NS NS NS NS

EPM 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29

Tratamento 0,1308

Periodo <,0001

Trat*periodo  0,1603
Contraste*

L NS

Q <,0001

'CO - dieta basal sem adi¢io de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; “SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se;
SO66 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta
basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadrético; SO vs. SI = fontes de selénio
organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = racio basal vs selenito de sodio. NS = nio significativo. ’FHG = fito-hemaglutinina; °V10 - vacina
Duramune® Max - 5CvK/4L FortDoge Saude Animal, Campinas. ~*“°Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na coluna diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Atividade fagocitica de neutréfilos e mondcitos

A atividade fagocitica de monoécitos ndo foi influenciada pelos tratamentos
(P=0,5550), houve apenas efeito de periodo (P<0,0001), os mondcitos tiveram redugdo
em suas atividades fagociticas ao final do periodo experimental (Tabela 5). Para os
neutro6filos apenas o efeito de periodo (P<0,0001) foi considerado significativo, porém
pode-se observar uma tendéncia (P=0,0863) de efeito de tratamento. Considerando-se a
tendéncia para tratamentos, os animais alimentados com as ragdes SO33, SO66 e SO99
apresentaram a maior porcentagem de células que fagocitaram em relacdo aos

tratamentos CO e SI66.

Proliferacdo de leucdcitos do sangue periférico de cdes adultos em manutencdo

As porcentagens de proliferacdo de leucocitos ndo foram diferentes entre os
animais no inicio do experimento e estdo apresentadas na tabela 6, a média de
proliferacdo celular foi de 11,56% de linfécitos que transferiram a fluorescéncia para as
c€lulas-filhas. Porém, aos 30 dias os animais do tratamento SI66 apresentaram maior
porcentagem de proliferagdo comparado aos demais (P<0,05) e através de contraste
ortogonal verificou-se a diferenca entre as fontes de selénio (P=0,0033). Aos 90 dias, e
ap6s a 30 dias da primeira inoculacdo de SRBC (60 dias), os animais dos tratamentos
SO33 e SO66 apresentaram os maiores valores de proliferacdo celular (P<0,05). Aos
120 dias os animais dos tratamentos SO33 e SO66 mantiveram as porcentagens de
proliferacdo celular iguais ao inicio do experimento, enquanto que os animais do
tratamento CO, SO99 e SI66 tiveram estes valores reduzidos (P<0,0001), os animais do

tratamento SO33 tiveram maior taxa proliferativa comparado aos demais.
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Tabela 5. Atividade fagocitica de neutréfilos e mondcitos do sangue periférico de cdes adultos suplementados com selénio

. 1 Seleno levedura? 3 ‘g EPM Contrastes’
Ttem Dia o SO33 SO66 S099 S166 Média L Q SOvs.SI  COvs. SI
Neutréﬁlos4, %
0 76,03 79,21 79,85 75,05 75,87 77,20 B 3,24
30 71,90 72,67 75,47 73,98 71,55 73,118 338
60 79,90 90 86,45 86,83 82,20 85,07 % 3,25
90 80,25 82 85,53 80,11 78,18 81,37 A8 3,93
120 58,08 70,3 50,00 61,52 61,43 60,17 ° 3,70
Média 73,23 78,99 75,35 75,55 73,84 NS 0,0723 NS NS
EPM 3,14 3,14 3,14 3,14 3,14
Tratamento 0,0863
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,8335
Contrastes’
L <,0001
<,0001
Monécitos4, %
0 71,53 78,8 79,35 73,91 72,7 75264 235
30 60,05 58,52 63,34 62,38 55,3 60,00¢ 4,00
60 58,73 73,72 64,27 67,8 59 64,70 B¢ 2,40
90 75,60 69,31 77,87 73,07 65,2 72218 325
120 57,97 65,40 56,43 66,75 59,9 6129¢ 6,89
Média 64,78 69,15 68,25 68,78 64,46 NS NS NS NS
EPM 3,39 3,39 3,39 3,39 3,39
Tratamento 0,5550
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,5862
Contrastes’
L 0,0431
Q NS

'CO - dieta basal sem adicao de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; ’S033 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal
+ selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito de sodio totalizando
0,66 ppm de Se.* Valores expressos em porcentagem de células que apresentaram a fluorescéncia da bactéria fagocitada; os valores foram transformados para log para
obtencdo da normalidade dos dados; ° Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO
vs. SI = ragio basal vs selenito de sodio. NS = ndo significativo. “*“P Médias seguidas de letras maitisculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey(P<0,05).
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Tabela 6. Porcentagem de proliferagdo de linfocitos estimulados com ConA (100ug/ml) do sangue periférico de caes adultos ao longo dos 120 dias de

experimento
Item Dia Co! Seleno levedura® S166° Média EPM Contrastes’
S033 S066 S099 L Q SOvs.SI  COvs.SI
Proliferacdo de linfocitos®, %
0 11,46 2 8,11° 7,50 15,07 * 15,648 11,56 221 NS° NS NS NS
30 19,20 4 13,10 °® 11,64° 10,71 27,03 * 1634 1,72 NS NS 0,0033 NS
60 16,82 4 13,02 B 17,65 19,02 4 13,03 B¢ 1591 2,03 NS NS NS NS
90 14,33 A 22,67 * 8,33° 23,08 * 16,22 B 16,92 2,05 NS NS NS NS
120 3,88 11,105 5,01° 4,44 %8 4.86°¢ 5,84 1,13 NS NS NS NS
Média 13,12 13,60 10,02 15,36 14,47
EPM 1,64 1,58 1,60 1,55 1,60
Tratamento 0,1372
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,0415
Contrastes’
L NS NS NS NS NS
Q 0,0190 NS 0,0164 NS NS

'CO - dieta basal sem adigio de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; “SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se;

SO66 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta

basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm de Se.* Valores expressos em porcentagem de células mononucleares do sangue periférico que
apresentaram a fluorescéncia CFSE apés 5 dias de cultura celular. Os valores foram transformados para log para obten¢do da normalidade dos dados;.
Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragdo basal
vs selenito de sodio. °NS = nio significativo. “* Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). P Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Determinacdo da producgdo de intermedidrios reativos do oxigénio

Os resultados da produgdo de intermediarios reativos do oxigénio (H,0,), estao
expressos em nanomols de H,O, por 3x10° células, e estdo apresentados na tabela 7
(neutréfilos) e na tabela 8 (mondcitos).

Os neutrodfilos de cdes adultos quando ndo estimulados (SC — s6 células) ndo
apresentaram efeito de tratamento ou periodo, e nem interagdo entre tratamento e
periodo (P>0,05) para a producao de H,O,. Mas ao serem estimulados com PMA, LPS
ou ambos, houve efeito de periodo, porém nao houve efeito de tratamento ¢ nem
interagdo entre tratamento e periodo para a producdo de reativos de oxigénio.
Neutréfilos de caes adultos quando estimulados com LPS apresentaram efeito
quadratico (P<0,05), apés 60 dias de experimento ocorreu aumento significativo na
producao de H,O, com posterior redugdo aos 120 dias de experimento. Quando as
células foram estimuladas com PMA e PMA-+LPS foi verificado efeito linear na
concentragdo de H,O, (P<,0001).

Também nao foi verificado efeito de tratamento, periodo e interagdo entre
tratamento e periodo para os mondcitos nao estimulados (P>0,05). Para os estimulos
PMA e PMA+LPS, o mesmo comportamento dos neutréfilos foi observado, houve
efeito linear ao longo do periodo experimental ocorrendo aumento das concentragdes de
H,0, a partir 60 e 90 dias de experimento. Ja as células estimuladas com LPS
apresentaram efeito de tratamento (P<0,05), sendo que os animais que receberam a dieta
SO99 apresentaram os maiores valores de H,O, produzidos, seguidos dos animais
alimentados com dieta SI66, este por sua vez nao diferenciou-se dos demais
tratamentos. Foi verificado efeito dos contrastes polinomiais, com o aumento da
inclusdo de selénio organico na dieta ocorreu aumento da producao de H,O, (P<0,05) e
0s animais que receberam a dieta com selenito de sddio (S166) apresentaram tendéncia

para valores superiores comparados ao grupo controle (P=0,0719).
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Tabela 7. Concentragdes de H,O, produzida por neutrofilos de caes adultos mediante o consumo de selénio ao longo do experimento. Valores expressos
em nanomols de H,O,/ 3x10° células.

. ! Seleno levedura® 3 L. Contrastes”
ftem Dia €O 3033 5066 S099 S166 Média  EPM —— Q SOvs. ST CO vs SI
S6 células
0 3,30 2,56 3,47 3,32 2,48 3,02 1,07
30 1,45 1,50 5,54 1,51 3,03 2,61 0,85
60 3,40 4,95 2,38 4,93 3,19 3,77 0,85
90 5,26 6,01 11,21 3,40 3,81 5,94 0,91
120 2,55 6,98 1,84 2,87 4,48 3,75 0,86
Média 3,19 4,40 4,89 3,40 3,20 NS NS NS NS
EPM 0,88 0,91 0,88 0,92 0,92
Tratamento 0,5536
Periodo 0,1172
Trat*periodo  0,4686
Contrastes®
L NS
Q NS
LPS
0 2,71 2,21 3,01 2,21 2,03 2,53¢ 1,40
30 3,37 1,89 8,06 3,09 421 412°% 1,15
60 6,51 6,81 10,88 4,52 3,59 6,46 1,15
90 8,03 6,79 10,67 5,53 6,39 7,484 1,22
120 4,42 5,90 2,94 4,51 4,14 438°% 1,17
Média 5,00 4,72 7,11 4,07 4,07 NS NS NS NS
EPM 1,27 1,31 1,29 1,27 1,31
Tratamento 0,4058
Periodo 0,0467
Trat*periodo  0,9731
Contrastes’
L NS
Q 0,0193 Continua...
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. 1 Seleno levedura® 3 L g Contrastes”
ltem Dia €O 3033 3066 S099 S166 Media  EPM —— Q SOvs. ST COvs SI
PMA
0 3,00 3,55 2,41 5,53 4,16 3,73¢ 1,53
30 1,63 2,05 5,03 3,76 5,14 3,52¢ 1,38
60 6,83 6,55 4,08 6,50 7,05 6,205 1,38
90 11,20 8,40 6,79 11,65 7,55 9,10% 1,41
120 7,37 9,22 8,00 8,80 8,97 84748 1,38
Média 6,00 5,95 5,26 6,57 7,23 NS NS NS NS
EPM 1,45 1,46 1,45 1,47 1,45
Tratamento 0,6780
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,9158
Contrastes®
L <,0001
Q NS
PMA-+LPS
0 2,55 1,02 2,78 2,85 1,51 2,14¢ 1,55
30 3,84 1,50 6,14 3,58 5,16 40485 139
60 8,64 6,43 7,41 7,42 5,62 7,104 1,39
90 12,63 9,40 12,54 8,39 9,65 10,52% 1,43
120 10,53 9,34 11,13 10,54 9,36 10,18* 1,39
Média 7,64 5,54 8,00 6,26 6,55 NS NS NS NS
EPM 1,41 1,42 1,41 1,44 1,41
Tratamento 0,2887
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,9970
Contrastes®
L <,0001
Q NS

'CO - dieta basal sem adi¢io de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; “SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; 33166 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66
ppm de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragio basal vs
selenito de sodio. °NS = nio significativo. SO células — células ndo estimuladas; LPS - Lipopolysaccharide; PMA - phorbol myristate acetate. - *¢ Médias seguidas de
letras maiusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 8. Concentra¢des de H,O, produzida por mondcitos de cdes adultos mediante o consumo de selénio ao longo do experimento. Valores expressos
em nanomols de H,O,/ 3x10° células.

. 1 Seleno levedura® 3 L. EPM Contrastes”
ftem Dia €O S033 SO66 S099 S166 Meédia L Q SOvs.SI  CO vs SI
So células
0 0,75 2,65 4,95 3,07 1,12 2,50 0,81
30 2,11 2,99 1,51 2,03 1,12 1,95 0,72
60 2,40 1,48 1,72 2,41 2,00 2,00 0,75
90 2,28 2,76 2,75 1,70 7,07 3,31 0,75
120 1,60 1,94 1,44 1,76 1,70 1,69 0,76
Média 1,82 2,36 2,48 2,19 2,60 NS NS NS NS
EPM 0,75 0,74 0,75 0,74 0,76
Tratamento 0,8231
Periodo 0,1646
Trat*periodo 0,1602
Contrastes®
L NS
Q NS
LPS
0 1,33 2,53 1,30 4,95 3,38 2,70 0,89
30 1,47 3,10 2,38 7,30 2,29 3,31 0,78
60 3,74 2,34 2,14 3,60 4,06 3,17 0,81
90 1,50 3,02 3,61 2,29 5,20 3,12 0,80
120 1,88 1,85 1,18 2,50 1,68 1,81 0,82
Média 1,99 ° 2,57° 2,12° 4,13° 332%® 0,0087 NS NS 0,0719
EPM 0,74 0,74 0,75 1,74 0,77
Tratamento 0,0179
Periodo 0,3936
Trat*periodo 0,3895
Contrastes®
L NS
Q NS

Continua...
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. 1 Seleno levedura? 3 L Contrastes®
Ttem Dia €O SO33 SO66 S099 5166 Media  EPM L Q SOvs.SI  COvs SI
PMA
0 0,66 3,86 1,78 7,77 3,35 3,48 € 1,98
30 3,27 9,57 7,14 6,02 5,33 6,275 1,80
60 4,16 3,78 6,56 3,78 5,48 4,75 1,86
90 12,56 5,69 9,57 6,18 9,81 8,76 % 1,84
120 16,07 14,30 10,76 10,30 13,07 12,994 1,80
Média 7,34 7,53 7,16 6,81 7,40 NS NS NS NS
EPM 1,74 1,75 1,77 1,75 1,78
Tratamento 0,9883
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,2730
Contrastes®
L <,0001
Q NS
PMA+LPS
0 1,49 2,08 2,72 0,24 2,83 1,87° 1,58
30 3,47 8,13 491 4,85 3,48 4,97 ¢ 1,42
60 8,41 4,70 5,04 6,25 5,95 6,07 1,47
90 11,57 9,20 9,22 6,92 5,59 8,50 B 1,46
120 17,09 12,41 10,07 9,30 15,17 12,814 1,42
Média 8,40 7,30 6,40 5,51 6,61 NS NS NS NS
EPM 1,43 1,44 1,45 1,44 1,47
Tratamento 0,2498
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,4852
Contrastes®
L <,0001
Q NS

'CO - dieta basal sem adigio de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; “SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; 33166 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66
ppm de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragio basal vs
selenito de sodio. °NS = nio significativo. S6 células — células ndo estimuladas; LPS - Lipopolysaccharide; PMA - phorbol myristate acetate. *° Médias seguidas de

letras minasculas diferentes na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

pelo teste de Tukey (P<0,05).

AB,C.D

Meédias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna diferem entre si
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Determinacdo da producdo de intermedidrios reativos do nitrogénio

Os resultados da producdo de intermedidrios reativos do nitrogénio (NO)
apresentados em micromols de NO por 3x10° células, encontram-se apresentados na
tabela 8 (neutréfilos) e na tabela 9 (mondcitos). Nao houve efeito de tratamento ou
interagdo entre tratamento e periodo para a produ¢do de NO por neutroéfilos estimulados
ou ndo com LPS (P>0,05), observou-se tendéncia para maior produ¢do de NO por
animais recebendo a dieta SO66, seguidos dos animais que receberam a dieta SI66.
Verificou-se efeito de periodo tanto para as células ndo estimuladas quanto para aquelas
estimuladas com LPS, para o primeiro grupo observou-se efeito quadratico sendo que a
maior concentracdo de NO ocorreu aos 30 dias de experimento e para as células
estimuladas com LPS observou-se efeito linear com reducdo da producdo deste
composto apds 60 dias.

Para os mondcitos estimulados ou ndo com LPS, a producdo de NO ndo sofreu
efeito de tratamento e nem efeito da interacdo entre tratamento e periodo. Foi observado
efeito quadratico para periodo para as células estimuladas com LPS sendo que aos 60 e
90 dias as células aumentaram a produgdo deste composto. Verificou-se uma tendéncia
para as células ndo estimuladas em reduzir a producdao de NO ao longo do periodo

experimental.
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Tabela 9. Concentracdes de NO produzido por neutrdfilos de caes adultos mediante o consumo de selénio ao longo do experimento. Valores expressos
em micromols de NO/ 3x10° células.

Item Dia Cco' Seleno levedura’ SI66° Média EPM Contrastes”
SO33 SO66 SO99 L Q SOvs.SI COvsSI
So6 células
0 3,85 5,44 9,23 5,87 5,12 5,90 B 1,22
30 8,06 7,24 13,30 5,52 14,75 9,77 A 1,03
60 6,77 4,66 7,96 8,93 5,93 6,85 B 1,03
90 5,24 4,72 5,29 4,10 4,75 4,828 1,06
120 2,12 2,61 2,75 2,14 2,53 243¢ 1,06
Média 521" 4,93 °¢ 7,70* 531" 6,61 NS NS NS NS
EPM 0,98 0,98 0,97 0,98 0,98
Tratamento 0,0702
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,4340
Contrastes®
L <,0001
Q 0,0011
LPS
0 5,11 6,34 9,06 9,08 5,64 7,054 1,38
30 6,22 7,75 16,41 6,19 13,35 9,99 A 1,15
60 6,34 5,70 6,34 5,48 7,79 6,23 B 1,15
90 3,32 3,18 4,59 4,01 4,74 3,97% 1,18
120 2,51 3,04 2,34 2,06 227 2,44¢ 120
Média 4,70 5,20 7,75 5,36 6,66 NS NS NS NS
EPM 1,03 1,07 1,05 1,03 1,07
Tratamento 0,1479
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,7179
Contrastes’
L <,0001
NS

Q
'CO - dieta basal sem adicao de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; 2SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +

selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm
de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragio basal vs selenito de
sodio. °NS = nio significativo. S6 células — células nio estimuladas; LPS — Lipopolysaccharide “*¢ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha diferem entre

si pelo teste de Tukey (P<0,05). “* Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 10. Concentragdes de NO produzido por monocitos de cdes adultos mediante o consumo de selénio ao longo do experimento. Valores expressos
em micromols de NO/ 3x10° células.

Item Dia CO' Seleno levedura’ SI66° Média EPM Contrastes’
SO33 SO66 SO99 L Q SOvs.SI COvsSI
So6 células
0 8,99 6,83 4,20 9,38 9,56 7,794 1,92
30 3,95 5,28 2,54 4,39 3,18 3,87 B 1,57
60 4,77 3,82 6,17 4,24 5,90 4,98 B 1,57
90 6,23 2,45 5,57 4,99 5,72 4,99 B 1,63
120 2,31 2,84 3,02 5,07 2,73 3,20 B 1,57
Média 5,25 424 4,30 5,61 5,42 NS NS NS NS
EPM 1,60 1,64 1,60 1,60 1,64
Tratamento 0,5149
Periodo 0,0661
Trat*periodo 0,5400
Contrastes®
L NS
Q NS
LPS
0 2,71 2,21 3,01 2,71 2,03 2,53¢ 1,40
30 3,37 1,89 8,06 3,08 421 4,12 B 1,15
60 6,51 6,81 10,88 4,52 3,59 6,46 A 1,15
90 8,04 6,79 10,67 5,52 6,39 7.48% 122
120 4,42 5,90 2,94 451 4,14 438°% 1,17
Média 5,00 4,72 7,11 4,07 4,07 NS NS NS NS
EPM 1,27 1,31 1,26 1,31 1,29
Tratamento 0,4058
Periodo 0,0467
Trat*periodo 0,9731
Contrastes’
L NS
Q 0,0193

'CO - dieta basal sem adigdo de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; ’S033 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito de sédio totalizando 0,66 ppm
de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadrético; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragio basal vs selenito de
sodio. °NS = ndo significativo. S6 células — células ndo estimuladas; LPS — Lipopolysaccharide. *»“” Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na coluna diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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DISCUSSAO

A proliferacao de linfocitos oferece informagdes mediadas por células e valores
muito baixos ou altos de proliferagdo podem indicar deficiéncia no sistema
imunologico. Estudos, em outras espécies, demonstraram a influéncia do selénio na
prolifera¢do de linfocitos (PERETZ et al., 1991; BROOME et al., 2004; HAWKES et
al., 2011; BRUMMER et al., 2013). Os animais que receberam as dietas CO e SI66
apresentaram maiores valores de proliferagdo comparado aos que receberam dietas
suplementadas com seleno levedura aos 30 dias. Broome et al. (2004) verificaram que
humanos que receberam selenito de sddio tiveram picos de prolifera¢ao linfocitos logo
apos o inicio da suplementagdo de selénio através de capsulas.

Brummer et al. (2013) avaliando fontes de selénio encontraram que sob estimulo
de ConA a proliferacdo dos linfécitos de equinos ndo foi influenciada pelos tratamentos,
apenas pelo tempo, pois ao final de 5 semanas a proliferacao celular diminuiu. Apesar
de grande variagdo ao longo do tempo dos indices de proliferagdo celular, pode ser
observado em nosso estudo, efeito da fonte de selénio e do nivel de selénio adicionado a
dieta. Ao final de 120 dias, os linfocitos de caes recebendo dietas suplementadas com
0,33 ppm de selénio tiveram maior indice de proliferacdao celular. Peretz et al. (1991)
encontraram que a suplementacdo de Se-levedura para humanos aumenta a porcentagem
de proliferagdo de linfocitos frente a alguns antigenos.

A agdo do selénio na proliferacdo celular ocorre através da IL-2, como j4 foi
mencionado anteriormente, o selénio estimula a expressdao genica do receptor de alta
afinidade para IL-2. A expansdo clonal de linfocitos T depende da interagao da IL-2
com seus receptores que estdo expressos na superficie da célula. Quando a IL-2 se liga a
esse receptor, ocorre ativacdo de varios mensageiros intracelulares que leva a maior
ativacdo da sintese DNA (replicacdo do DNA), o que propicia a mitose aumentada e,
por consequéncia, ocorrera maior proliferacdo de linfocitos, entre outras reagdes
desencadeadas pela IL-2 (KIREMIDJIAN-SCHUMACHER et al., 1990; ROY et al.,,
1992; ROY et al., 1993).

A atividade fagocitica de mondcitos e neutrofilos ndo foi influenciada pelas
fontes ou niveis de selénio adicionados a dieta. A fagocitose de bactérias ¢ muito
estudada na area de gado de leite e diversos artigos demonstram a influéncia do selénio

em melhorar esta funcdo dos neutréfilos (GRASSO et al., 1990). Weiss e Hogan (2005)
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mostraram que vacas leiteiras que receberam dietas suplementadas com 0 ppm, 0,3 ppm
de seleno levedura ou selenito de sdédio ndo apresentaram efeitos do selénio na funcgio
de neutr6filos. Em humanos testes in vitro demonstraram que a suplementa¢do de
selénio atua na capacidade de fagocitose de neutrofilos do sangue periférico (ARTHUR
wt al., 2003).

A suplementacdo de selénio parece aumentar significativamente os linfocitos T
citotoxicos e as células T ativadas. Hawkes et al. (2001) sugeriram que estas
propriedades imunes do selénio sdo resultantes da melhor ativacao e proliferacao de
linfécitos B ¢ do reforco das fungdes das células T. Neste estudo nao foram observadas
alteragdes nos linfocitos T totais, T auxiliares e T citotoxicos, apenas um aumento nos
linfocitos T totais ao final de 120 dias para todos os tratamentos; porém, a relacao de
linfocitos T auxiliares/T citotoxicos diminuiu ao longo do experimento, e isto indica
uma alteracao da funcao dos linfocitos.

Hoffmann et al. (2010) mostraram que em camundongos suplementados com
selenito de sodio (0,08 ppm; 0,25 ppm; e 1,0 ppm de Se) as células CD4" (linfocitos T
auxiliares) apresentaram maior resposta ¢ aumentaram linearmente com a inclusao de
selénio na dieta. Broome et al. (2004) forneceram 0, 50 ou 100 pg de selénio na forma
de capsulas a seres humanos diariamente por 15 semanas e estes autores constataram
que a suplementagdo de selénio aumentou as porcentagens totais de células T e também
de células CD4+ (T helper) e que, a proliferacio das células T ocorreu mais
rapidamente em individuos suplementados com selénio do que nos que receberam
placebo. sugerindo que os grupos que receberam selénio tiveram a habilidade em
aumentar a resposta imune aos desafios virais.

Os dados deste estudo concordam com Pisek et al. (2008) que ndo encontraram
efeitos dos tratamentos com selénio organico e inorginico na imunofenotipagem de
células T CD4+ e CD8+ para ovelhas ndo prenhes, gestantes e lactantes. A relagdo
CD4+/CD8+ também foi avaliada e nao encontraram diferengas entre os tratamentos.
Em pacientes com problemas de tiredide a suplementa¢do com selenito de soédio nao
mostrou diferengas entre a produgdo de citocinas produzidas por células T CD4+ e
CD8+ (KARANIKAS et al., 2008). Cheng et al. (2012) ndo encontraram efeitos da
suplementagdo de selénio em células T CD4+ e CD8+ de camundongos com cancer de

prostata induzido.
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O selénio influencia mais os linfocitos T do que os linfécitos B, isto ocorre,
provavelmente, devido ao elevado nimero de acidos graxos poliinsaturados presentes
nos linfocitos T (LARSEN, 1993), e o selénio através da GSH-Px age sob os peroxidos
lipidicos. Neste estudo, houve uma tendéncia em relagdo ao aumento dos linfécitos B
em resposta a inclusdo de selénio a dieta. Nao ha indicios na literatura que o selénio
influencia o numero absoluto de linfécitos B, porém discute-se a acdo do selénio na
producao de anticorpos contra antigenos especificos (Broome et al., 2004; Brummer et
al., 2013).

A deficiéncia de Se pode afetar a imunidade humoral, por exemplo, os valores
de IgG, IgM e IgA em ratos e os de IgM e IgG em humanos deficientes em Se foram
diminuidos (ARTHUR et al., 2003). Spallholz et al. (1973) sugeriram que o selénio
pode potencializar a sintese de anticorpos circulantes. Estes autores mostraram que os
niveis maximos de IgM e IgG foram encontrados em ratos que receberam dietas
suplementadas com 1 a 3 ppm de selénio ap6s 7 dias da injegdo de eritrocito de carneiro
(SRBC), e que em ratos com deficiéncia ou excesso selénio esses niveis foram bem
mais baixos. Outro estudo com ratos que passaram por deficiéncia de selénio durante a
gestacdo, lactacdo e desmame demonstrou que estes tiveram redugdo na producao dos
anticorpos IgG e IgM ap6s inoculagdo com SRBC (MULHERN et al., 1985).

Awadeh et al. (1998) estudando fontes e niveis de selénio para vacas de leite e
bezerros encontram que as concentragdes de IgG e IgM foram menores em animais que
receberam 20 ppm de Se adicionado ao sal do que os que receberam 60 e 120 ppm de Se
e, quanto a fonte utilizada, os animais que receberam 60 ppm de seleno levedura
adicionado ao sal tiveram maiores concentracdes de IgM. Estes autores também
mostraram que o colostro das vacas que receberam 120 ppm de selénio tinha maiores
concentracdes de IgG e que, por consequéncia, seus bezerros apresentaram maiores
concentracdes de IgG no plasma sanguineo.

Os resultados deste estudo sdo semelhantes com os apresentados por Brummer et
al. (2013) para equinos, onde a suplementa¢do de altas concentragdes de selénio
organico ou inorganico nao foram diferentes do grupo com baixo e adequado selénio.
Os animais passaram por um periodo de adaptagdao de 8,5 meses com dieta com baixo
selénio e o experimento durou 7,5 meses. Uma das justificativas apresentadas pelos

autores ¢ que houve adaptagdo as dietas com baixa concentracdo de selénio e, isto fez
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com que o organismo dos animais compensasse utilizando outros compostos que atuam
no sistema imunologico, como por exemplo a vitamina E.

O DTH avalia a capacidade do animal em reagir com resposta imune mediada
por células (KIM et al., 2000). A inflamacdo ¢ o edema que ocorrem em resposta aos
antigenos inoculados dentro da pele podem ser considerados mediados por células, ja
que apresentam a evolucdo e os aspectos histoldgicos da reagdo de hipersensibilidade do
tipo IV, ou seja, desenvolve-se resposta inflamatoria lenta no local da aplicagao.
Lacetera et al. (1999) demonstrou maior resposta a estimulagdo por fitohemaglutinina
de animais que receberam selenito de sédio na dieta comparado com os animais do
grupo controle. Hawkes et al. (2009) avaliaram a influéncia do seleno levedura e do
selenito de sodio através do teste de DTH em seres humanos saudaveis, e verificaram
que o grupo que recebeu baixo selénio teve diminui¢do da resposta mediada por células,
porém nao encontrou diferenga entre as fontes de selénio para esta resposta
imunologica. No presente estudo os niveis de selénio ndo influenciaram a resposta
imune mediada por células. Hawekes et al. (2009) ressaltaram que em pessoas saudaveis
e bem nutridas a maioria dos pardmetros imunologicos avaliados em experimentos ndo
sdo alterados pelos tratamentos.

Os niveis de H,O, produzidos por neutréfilos ndo apresentaram diferencas entre
os tratamentos, o que indica que as fontes e os niveis de selénio deste estudo ndo
influenciaram a producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) por neutrofilos de
caes adultos saudaveis, ou ainda que os estimulos (LPS, PMA e LPS+PMA) nao foram
suficientes para provocar resposta nestas células. Ao avaliar-se a producao de H,O, por
monocitos de cdes verificou-se que houve tendéncia para maior produg¢do de H,O, por
células estimuladas com LPS pelos animais dos tratamentos SO99 e S166. Sabe-se que o
selénio ¢ capaz de promover a prote¢ao das células contra a agdo dos ROS, Zhou et al.
(2009) encontraram que, mesmo em baixas concentragdes, o selénio protege as células
contra a produg¢do de ROS, diminuindo as concentracdes das espécies reativas de
oxigénio que foram produzidas por macréfagos.

Os niveis de 6xido nitrico produzidos por neutrofilos e mondcitos/macrofagos
avaliados neste estudo ndo sofreram agao dos tratamentos, do que pode-se inferir que
todos os tratamentos foram capazes de manter os niveis de NO baixo, inclusive o

tratamento CO. Kang et al. (1998) avaliaram trés dietas para ratos (baixo lipidio, alto
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lipidio e alto lipidio+suplementacdo de Se) e verificaram que a producdo de oxido
nitrico foi mais baixa no grupo que recebeu a dieta com suplementacdo de selénio,
porém foi avaliada a produc¢ao de NO em plasma sanguineo de ratos. Em macrofagos de
camundongo suplementados com selénio, Prabhu et al. (2002) encontraram maior
concentragdo de NO para o tratamento com baixo selénio.

Apesar das muitas formas de como o selénio atua no sistema imunoldgico ndo
estarem tao bem esclarecidas, sabe-se que ele ¢ essencial para o desenvolvimento e
funcionamento normal deste sistema (TURNER e FINCH, 1991; ARTHUR et al., 2003;
THOMSON, 2004; SURAI, 2003; HUANG et al., 2012). A maioria dos trabalhos que
avaliaram estes efeitos foram realizados em animais em crescimento, em deficiéncia
nutricional, com doengas ou submetidos a grandes desafios, sendo poucos os estudos
com individuos saudaveis e bem nutridos. Portanto, os resultados apresentados neste
estudo sdo consistes levando-se em consideracdo que os caes utilizados sdo animais
saudaveis e bem nutridos, que nunca passaram por deficiéncias nutricionais ao longo de

sua vida e que provavelmente possuem estoques de selénio no organismo.

CONCLUSAO

O sistema imunoldgico utiliza com eficiéncia tanto o selenito de s6dio como o
seleno levedura como fontes de selénio da dieta. Doses complementares ndo sdo
necessarias para Otima resposta imune quando caes adultos saudaveis sao submetidos a

pequenos desafios.
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ACAO ANTIOXIDANTE DO SELENIO EM CAES ADULTOS

RESUMO: Neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito de niveis e fontes de selénio
sobre os parametros antioxidantes de caes adultos. Os tratamentos foram: CO - dieta
basal com adi¢do de selenito de sédio, totalizando 0,13 ppm de Se; SO33 - dieta basal +
Se-levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal + Se-levedura totalizando
0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + Se-levedura totalizando 0,99 ppm de Se; SI66 -
dieta basal + selenito de soédio totalizando 0,66 ppm de Se. Os animais foram
submetidos a um periodo de adaptacdo de 90 dias com a ragao CO seguidos de 120 dias
de fase experimental e recebendo as dietas testes, totalizando um total de 210 dias. O
sangue foi coletado para a determina¢do da atividade da glutationa peroxidase (GSH-
Px), dos teores de glutationa oxidada (GSSG) e glutationa reduzida (GSH), e para a
determinagdo de marcadores de estresse oxidativo: malonaldeido (MDA), tidis totais,
capacidade antioxidante total (CAT), potencial redutor férrico (FRAP), a-tocoferol e
retinol nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 da fase experimental. A relagdo GSH e GSSG
também foi determinada. Ao término do periodo experimental os animais foram
submetidos a estresse sonoro, o sangue foi coletado antes e apds 3h30min do estresse e
as analises acima citadas foram realizadas. As concentragdes de MDA e FRAP
reduziram linearmente ao longo do experimental. Os valores de tidis totais ¢ de CAT
foram maiores no inicio do experimento para os animais do SO66, porém ao final as
médias entre todos os tratamentos nao diferiram entre si. As concentracdes de a-
tocoferol, retinol e o metabolismo de glutationas ndo foram influenciados pelos
tratamentos. ApOs o estresse sonoro, verificou-se aumento das concentragdes de MDA
sérico para o tratamento SI66 e também aumento dos valores de a-tocoferol com a
inclusdo de Se-levedura. Para caes adultos em manuten¢ao nao ha beneficios no status
antioxidante apos a suplementacdo de selénio o que sugere que 0,11 ppm de Se ¢
adequado para cdes em manutengdo. O selenito de sddio acima de 0,66 ppm na dieta

possui agdo pro-oxidante quando cdes adultos sdo expostos a pequenos estresses.

Palavras-chave: glutationa, estresse oxidativo, minerais, sangue total
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THE ANTIOXIDANT ACTION OF SELENIUM IN HEALTHY DOGS

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effects of selenium sources and levels
on the antioxidant status of adult dogs before and after a stress condition. Treatments
were: CO - control diet with sodium selenite addition, totalizing 0.13 ppm of Se; SO33 -
control diet + Se-yeast, totalizing 0.33 ppm of Se; SO66 - control diet + Se-yeast,
totalizing 0.66 ppm of Se; and SO99 - control diet + Se-yeast, totalizing 0.99 ppm of Se;
SI66 - control diet + sodium selenite, totalizing 0.66 ppm of Se. Animals underwent
though an adaptation period of 90 days and received the CO diet; the experimental
phase lasted 120 days when animals received the tested diets and samples were taken on
days 0, 30, 60, 90 and 120. Whole blood was collected to determine the activity of
glutathione peroxidase (GPx), oxidized glutathione (GSSG), reduced glutathione
(GSH), total glutathione (GSHt; GSH+2GSSG) and the GSH/GSSG ratio. Blood serum
was also collected to evaluate malondialdehyde (MDA), ferric reducing ability of
plasma (FRAP), total thiols, total antioxidant capacity (TAC), a-tocopherol and retinol.
After 120 days, dogs were submitted to a stress condition playing a loud noise in the
room and after three and half hour blood samples were collected and evaluated for the
same analysis mentioned above. The MDA and FRAP concentrations decreased linearly
along the experiment for all treatments (P<0.05), however there was a trend for higher
FRAP for animals receiving CO and Se-yeast 0.66 (P<0.1). Total thiols and TAC were
higher at the beginning for CO-fed animals, but there were no difference among
treatments after 120 days. Retinol, a-tocopherol and the metabolism of glutathiones
were not affected by treatments (P>0.05). After the stress condition, the MDA levels
was higher for SI66-fed dogs and the a-tocopherol was higher within the addition of Se-
yeast. For dogs at maintenance, no additional benefits on evaluated oxidative status
parameters were verified after Se supplementation. These results suggests that the level
and source of added selenium have no strong influence for healthy adult dogs during
maintenance. Sodium selenite, on the other hand, increased oxidative susceptibility of

dogs submitted to a stress situation.

Keywords: glutathione, oxidative stress, mineral, whole blood
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INTRODUCAO

O selénio ¢ um elemento trago essencial para os animais (HAUG et al., 2007;
SHARADAMMA et al., 2011). Suas fungdes fisiologicas podem ser atribuidas
principalmente através de sua incorporacao nas selenoproteinas, a mais conhecida ¢ a
glutationa peroxidase (GSH-Px) que contém em sua cadeia polipeptidica, a
selenocisteina, um aminoacido essencial (SODA et al., 1988; RAYMAN, 2005;
HUANG et al.,, 2012). As proteinas que contém selénio sdo necessarias para o
funcionamento normal do sistema antioxidante, metabolismo da tiroide, reacdes de
oxido-reducdo, sistema imunoldgico (ARTHUT et al., 2003) e formagdo de
espermatozoides (RAYMAN, 2000; THOMSON, 2004).

O sistema antioxidante protege o organismo da formacdo de radicais livres e
essa protecdo ocorre por meio de antioxidantes presentes por todo o corpo. Os radicais
livres sdo produzidos durante os processos metabolicos e atuam como mediadores para
a transferéncia de elétrons em vérias reagdes bioquimicas, desempenhando fungdes
importantes no metabolismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). As enzimas
antioxidantes superoxido desmutase, catalase e glutationa peroxidase formam a primeira
barreira antioxidante do organimo. A atividade enzimatica de GSH-Px ¢ um dos meios
de controle dos niveis de peroxido de hidrogénio (H,O,) e hidroperdxidos lipidicos,
oriundos do ataque de radicais livres (COHEN e HOCHSTEIN, 1963; MEISTER e
ANDERSON, 1983). O selénio pode atuar ainda, economizando a vitamina E, pois esta
tem a capacidade de impedir a propagacdo das reacdes em cadeia induzidas pelos
radicais livres nas membranas bioldgicas.

As quantidades de selénio nos ingredientes dos alimentos para cdes e gatos
podem variar muito; as concentragdes deste mineral nos vegetais dependem da regido
geografica e da concentragdo de Se no solo (NRC, 2006; SURAI 2002). J4 nos tecidos
animais sua concentra¢cdo depende dos niveis de selénio da dieta (TODD e HENDRIKS,
2005). Devido a esta grande variabilidade da concentracdo de selénio nos ingredientes,
os alimentos para cdes e gatos sdo frequentemente suplementados. A forma mais antiga
de suplementagdo de selénio ¢ por meio das formas inorganicas, onde ha grandes riscos
de intoxicacdo, interagdes negativas, efeitos pro-oxidantes e baixa eficiéncia de
transferéncia para os tecidos (THOMSON, 1998). Em contraste, as formas organicas

contribuem para o sistema antioxidante, tem baixa toxicidade e alta biodisponibilidade
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com a habilidade de aumentar as reservas de selénio nos tecidos comparado as fontes
inorganicas (SURALI, 2002).

Nao ha estudos para caes em manutengado sobre exigéncias, metabolismo ou que
demonstrem a diferenca na funcao biologica entre as fontes de selénio; os resultados
apresentados no NRC (2006) sdo extrapolacdes de outras espécies como frangos e ratos
sendo que a recomendacdo ¢ de 0,35 ppm de selénio (dieta com 4.000 kcal EM/kg) e
nao considera-se o estado fisiologico do animal. Diante do exposto, objetivou-se através
deste estudo avaliar os efeitos de fontes e niveis de selénio no status antioxidante de

caes adultos em manutengao.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, sob o protocolo de nimero
015693/12-CEUA, e estd em concordancia com os principios éticos da experimentacao

animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Delineamento experimental, animais e tratamentos

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
UNESP - Univ Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, no Laboratdério de Pesquisa
em Nutri¢ao e Doengas Nutricionais de Caes ¢ Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”. Foram
utilizados trinta caes adultos da raga Beagle, em mantenga, com idade média de 7,3 +
2,2 anos e peso médio de 12,59+ 1,6 kg, em boas condigdes corporais, clinicamente
sadios, desverminados e vacinados. O experimento seguiu um delineamento em blocos
completos casualizados com medidas repetidas no tempo. Os animais foram distribuidos
em trés blocos completos casualizados de dez animais cada, em cada bloco havia 2
repeticdes por tratamento totalizando 6 repeti¢cdes por tratamento; o cdo foi a unidade
experimental. O experimento compreendeu 2 fases: a adaptacdo que durou 90 dias com
a o fornecimento da ragdo controle (CO) para todos os animais; € a fase experimental
com duracao de 120 dias quando os animais receberam as dietas testes e as amostras

foram coletadas, portanto cada bloco teve duracdo total (adaptacdo e fase experimental)

de 210 dias.
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As dietas experimentais (tabela 1) foram constituidas de ingredientes com
reduzidos teores de selénio e, para isto, alguns ingredientes foram testados para depois
serem escolhidos para a formulacdo. Todos os tratamentos foram compostos pela
mesma dieta base, diferenciando-se apenas pela concentragdo e pela fonte de selénio
adicionada. A dieta base foi formulada para que seus niveis nutricionais e
suplementagdo vitaminico-mineral atendessem as recomendagdes nutricionais para caes
em manutencao da Association of American Feed Control Official (AAFCO, 2009),
com excec¢do dos teores de selénio. Para o experimento, foi desenvolvido, em parceira
com a empresa Mcassab (S2o Paulo, Brasil), um premix especifico sem adi¢do de fontes
de selénio e com o teor minimo de vitamina E (30 Ul/kg de racdo) recomendado pela
AAFCO (2009) seguindo os padrdes de qualidade e garantia dos teores de vitaminas e
minerais.

O selenito de sédio e o selénio levedura também foram analisados quanto aos
seus teores de selénio antes de serem incluidos a dieta. Para a producdo das ragdes,
todos os ingredientes foram misturados, exceto o premix mineral-vitaminico e a fonte
de selénio. O teor de selénio foi determinado nesta pré-mistura antes que fossem
adicionadas as fontes do mineral em estudo. Com o teor de selénio da pré-mistura (0,07
mg de Selénio por kg de mistura — valor analisado) e das fontes de selénio, foram
calculadas as quantidades necessarias de inclusdo de selenito de sodio e do selénio
levedura para que se atingisse os valores desejados. Para esta mistura final tomou-se o
cuidado para que ocorresse uma 6tima homogeneizagdo, portanto cada fonte do mineral
foi primeiramente misturada a uma quantidade pequena da pré-mistura, depois
misturada com o premix e mais uma quantidade da pré-mistura em misturador Y com
capacidade para 15 kg, para entdo ser realizada a mistura final. A mistura final foi
moida em moinho de martelo com peneira de 1 mm e depois extrusada.

As dietas experimentais foram extrusadas na Fébrica de Racdes da FCAYV,
UNESP, Campus de Jaboticabal e devidamente armazenadas. Os paramétros de
processos foram controlados por toda a extrusdo; a cada 30 minutos leituras destes
parametros eram realizadas para que todas as fontes de selénio fossem extrusadas na
mesma condi¢do, uma vez que o processo influencia na concentragao final do mineral
na racdo. A dieta basal apresentou a concentracdo de selénio menor que o minimo

recomendado e portanto, teve que receber a adi¢do de fonte de selénio padrio (selenito
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de sodio) para que esta ficasse dentro do minimo recomendado pela AAFCO (2009), a
inducdo da deficiéncia de nutrientes ndo ¢ aceitavel para caes de acordo com as normas
de bem-estar animal.

As determinagdes de selénio foram feitas no laboratorio de Espectrometria
Atomica Aplicado do Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP-Botucatu-SP
utilizando a técnica de espectrometria atdmica e o método por atomizagdo em forno de
grafite (SILVA et al, 2007; MORAES et al., 2009). Os teores de matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), extrato etéreo em hidrodlise acida (EEHA) e matéria mineral (MM)
segundo a metodologia descrita pela AOAC (1995). Os valores de energia bruta foram
determinados por meio de calorimetro adiabatico (PARR Instrument-1281, Moline,
EUA).

Os animais foram submetidos a cinco tratamentos: CO - dieta basal com adigao
de selenito de sddio, totalizando 0,13 ppm de Se; SO33 - dieta basal + selénio levedura
totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66 ppm
de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; SI66 - dieta
basal + selenito de soédio totalizando 0,66 ppm de Se. A quantidade de ragdo
administrada foi calculada de acordo com o valor energético da ragdo e a necessidade
energética do animal (NRC, 2006). Os animais foram pesados semanalmente e a
quantidade de racgdo ajustada caso ocorresse aumento ou reducdo de peso.

O alimento foi oferecido duas vezes ao dia as 8h00 e as 16h00, e dgua fresca
ficou disponivel todo o tempo. A dieta controle (CO) foi oferecida aos animais por um
periodo de adaptacdo de 90 dias antes da introducdo das racdes experimentais. Esta
dieta teve como funcdo igualar a condi¢do nutricional dos animais. O peso dos animais
e a ingestdo de alimento também foram controlados por todo periodo de adaptagao.
Apos este periodo os cdes passaram a receber seus respectivos tratamentos por mais 120

dias.
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Tabela 1. Inclusdo (%) dos ingredientes e composi¢do nutricional das racdes

experimentais.
Ingrediente Tratamentos'

CO SO33 SO66 S0O99 S166
Milho, grao 48,04 48,00 48,00 48,00 48,04
Protenose, 60% 19,19 19,15 19,05 19,00 19,19
Farelo de soja, 45% 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Oleo de visceras 8,54 854 8,54 8,54 8,54
Fibra de cana-de-agucar 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Fosfato bicalcico 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
Suplemento mineral-vitaminico® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Calcario calcitico 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Oleo de peixe 0,35 035 0,35 0,35 0,35
Cloreto de colina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Cloreto de potassio 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
Anti‘ft’mgico3 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
L-triptofano 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Antioxidante® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L-Lisina 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
Selenito de sédio’ - - - - 0,001
Selénio levedura® - 0,09 021 0325 -
Total 100,00 100,01 100,03 100,09 100,00

Valores nutricionais analisados das dietas’

Energia Metabolizavel, (kcal/kg)’ 3.680 3.720 3.670 3.690 3.670
Matéria seca (%) 92,81 9241 92,22 92,21 92,51
Proteina Bruta (%) 25,96 24,71 24,76 25,11 24,83
Extrato Etéreo em Hidrolise acida (%) 14,95 15,15 14,15 15,25 14,30
Matéria Mineral 5,90 5,81 5,67 5,46 5,43
Fibra Bruta (%) 5,40 4,87 4,81 5,34 5,19
Calcio (%) 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65
Fosforo total (%) 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Vitamina E (UI/kg) 30 30 30 30 30
Selénio (ppm - mg/kg)8 0,13 0,342 0,677 0,971 0,674

'CO - dieta basal sem adigdo de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; SO33 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66
ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; S166 - dicta basal +
selenito de sodio totalizando 0,66 ppm de Se. > Adigdo por quilograma de dieta: Ferro 150 mg,
Cobre 15 mg, Manganés 7 mg, Zinco 150 mg, lodo 2 mg, Vit A 15000 UI, Vit D 1000 Ul, Vit. E 30
UI, Tiamina 4 mg, Riboflavina 5 mg, Acido pantoténico 20 mg, Niacina 30 mg, Piridoxina 4 mg,
Acido félico 0,30 mg, Vit. B12 0, 04 mg e Colina 1500 mg. 3 Mold-Zap AS, Alltech, Inc., EUA. 4
Antiox-RC, Alltech, Inc., EUA. > Selenito de sodio PA (VETEC Quimica Fina LTDA., Brasil) com
448,0 mg de selénio por grama do produto. ® Selemax® (Agucareira QUATA S.A., Brasil) com
998,7 mg de selénio por quilograma do produto. ’ Valor calculado pelo formula do NRC (2006).
¥Valores analisados. ° Com base na matéria seca.



72

Coleta e preparacdo das amostras

Nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 do periodo de avaliacio das cinco dietas
experimentais, 20 mL de sangue foram coletados por puncdo da veia jugular com
seringas sem anticoagulante. O sangue foi entdo transferido para tubos com heparina
sodica (10 pL de heparina sédica por mililitro de sangue para obtencdo do sangue total e
para tubos sem anticoagulante para obtencdo do soro sanguineo dos animais. As

analises abaixo mencionadas foram realizadas.

Determinacdo da atividade da GSH-Px

Para andlise da atividade da GSH-Px 100 plL de sangue total foram misturados a
900 pl de tampao fosfato (H,PO4) 50 mM pH=7 - 7,4 em microtubo de 2 ml. O
microtubo foi centrifugado a 4°C por 12 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante foi
utilizado para a analise. O método baseia-se nos trabalhos de Paglia e Valentine (1967)
onde a GSH-Px catalisa a oxidagdo da GSH por hidroperéxido (H,O;). Na presenga de
glutationa redutase e NADPH, a glutationa ¢ imediatamente convertida a forma
reduzida com concomitante conversio do NADPH em NADH+. A diminui¢ao da
concentracdo de NADPH foi mensurada por absorbancia em comprimento de onda 340

nm.

Determinacdo da glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG)

O método utilizado para determinagdo da glutationa reduzida (GSH) e glutationa
oxidada (GSSG) Tietze, modificado por Rahma et al. (2007) que baseia-se na reacao da
GSH com o DTNB (acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico; Reagente de Ellman) que
produz o conjunto glutationa oxidada-TNB (GS-TNB) e o cromé6foro TNB (acido 2-
nitro-5-mercapto-benzoicoque) que possui maxima absorbancia a 412 nm. Para a
determinagdo de glutationa oxidada (GSSG) € necessario evitar a oxidacdo de GSH
durante o processamento das amostras, o que pode levar a uma produgdo artefactual de
GSSG. A taxa de formagdo do TNB ¢ proporcional a concentracdo de GSH na amostra.
A glutationa dissulfeto (GSSG, forma oxidada) ¢ entdo reduzida pela glutationa redutase
(GR) na presenga de NADPH, recolocando a GSH novamente na reacdo. Amostras de
sangue total foram precipitadas com TCA 12% nas dilui¢des 1:10 (p/v) para a obtengao

dos extratos acidos. A adi¢ao de 0,2 ml de DTNB (2,5 mM) nas cubetas contendo 1,9
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mL de tampao fosfato de potassio 80 mM pH 8,0 e 0,1 ml do extrato acido ird permitir,
apos cerca de 2 min, a obtencdo méaxima de formagdo do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, mensurdavel em 412 nm. As analises foram feitas em duplicatas e os valores

expressos em mmol g

Producdo de malonaldeido (MDA)

A anélise de producdo de MDA foi realizada de acordo com o método proposto
por Gerard-Monnier et al. (1998), com algumas adaptagdes. Para a dosagem de MDA
no soro foram utilizados 200ul de amostra em microtubos. A este foi adicionado 650ul
de solucdo de 10mM de 1-metil-fenilindol em acetonitrila e metanol (2:1, v/v) e 150ul
de HCL puro (37%). Logo ap6s, os microtubos foram agitados em vortex e incubados
em banho-maria a 45°C por 40 minutos. Apdés o banho, houve resfriamento das
amostras em gelo e em seguida os microtubos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10
minutos. Do sobrenadante foi feita a leitura de absorbancia com comprimento de onda
de 586nm. A concentracido de MDA foi calculada comparando-a a uma curva de

1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMP) hidrolisado.

Determinacdo dos valores de tiois totais

Os tidis totais foram analisados de acordo com metodologia proposta por
(COSTA et al., 2006). A primeira leitura de absorbancia foi realizada com 25 pl de
amostra e 1 ml de Tris-EDTA (0,25mol/L Tris base, 0,20mol/L EDTA, pH 8,2) em 412
nm. Apos isto, adicionou-se 25 pl de DTNB (10mmol/LL em metanol absoluto) e apos
15 minutos a temperatura ambiente fez-se a segunda leitura de absorbancia. A
concentracdo dos grupos sulfidrila ¢ calculada utilizando uma curva padrido de

Glutationa reduzida.

Determinacdo da vitamina E e vitamina A sérica

A andlise de vitamina E foi realizada em HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) (Shimadzu Co, Kyoto, Japan) a 292 nm. As amostras foram preparadas em
tubos de ensaio protegidos com papel aluminio, e foram compostas por 200 pl de soro,
100 pl de etanol 100% com 0,125% BHT, 100 pl da solucdo padrdo interno (acetato de

alfa-tocoferila). As amostras foram agitadas em vortex por 5 segundos, em seguida a



74

vitamina foi extraida com a adi¢cdo de 400 pl de hexano, agitadas por 2 minutos, e
centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos. Entdo foram retirados 200 pl da fase hexanica
para outro tubo e secas em fluxo de nitrogénio. As amostras foram ressuspendidas em
200 ul de fase movel (acetonitrila diclorometano e metanol). Para quantificacao foi
utilizada a razdo entre a area do analito (vitamina) ¢ a area do padrdo interno, e a

compara¢do com a curva de calibracdo (ARNAUD et al., 1991).

Capacidade antioxidante total (TAC)

Para a determinagdo da capacidade antioxidante total foi utilizada a metodologia
descrita por Erel (2004), onde a molécula de ABTS (2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6- acido sulfonico) reduzida serd oxidada a ABTS+ utilizando-se
peroxido de hidrogénio em meio acido (tampdo acetato 3 mmol/l, pH 3,6). Na solu¢do
de tampao acetato, as moléculas do concentrado (verde escuro) ABTS+ permanecem
estaveis por mais tempo. Enquanto as moléculas s3o diluidas com uma solugdo tampao
acetato mais concentrada ¢ em pH maior (0,4 mol/l, pH 5,8), ocorre a descoloragao
espontanea e lenta da coloragdo verde escuro, esta descoloragdo ¢ inversamente
proporcional a concentragao de TAC da amostra. A taxa da reagdo € calibrada com uma

curva de TROLOX e os resultados expressos em mmol de equivalente de Trolox/L.

Poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP)

O FRAP ¢ um teste de medida direta de oxidacao lipidica. Para esta anélise, o
soro dos caes (100 pl) foi colocado em contato com o FRAP (TPTZ - 2,4,6-tripyridyl-s-
triazina 10 mM em 40 mM de HCI; tampao acetato 300 mM pH 3,6; FeCl; 6H,0 20
mM), sendo que este em baixo pH e com a presenca de antioxidantes se reduz,
formando uma coloragdo azul intensa, que foi monitorada pela medida da mudancga na
absor¢cdao em 593 nm. A mudanca na absorbancia estara diretamente relacionada com a
combinag¢do de "poder redutor total” de antioxidantes doadores de elétrons presentes na
mistura de reagdo. O "poder antioxidante total" foi calculado utilizando como padrdo o

acido ascorbico.

Avaliagdo do perfil antioxidante apos estresse sonoro
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No dia 120 da fase experimental, os animais foram submetidos a estresse sonoro
que foi realizado por meio do estouro de estalinhos (fogos de artificio) no recinto onde
estavam os animais. Os estalinhos foram estourados por cinco minutos e apés 3h30min
amostras de sangue foram coletadas para avaliagdo do perfil antioxidante utilizando-se

as mesmas analises acima mencionadas.

Andlise estatistica

Todas as variaveis foram inicialmente testadas para normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e quando necessario foi realizada transformagao por log. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia com medidas repetidas no tempo utilizando-se o
procedimento PROC MIXED (SAS Inst. Inc., 2003) e o desdobramento realizado
através do procedimento PROC GLM do mesmo software. Procedeu-se, também,
analise por contrastes polinomiais ortogonais (linear e quadratico) e contrastes para se
avaliar o efeito do selénio levedura independentemente de seu nivel de inclusdo,
comparando-se as médias obtidas para as varidveis da dieta SI66 versus os demais
tratamentos (SO33, SO66 e S0O99). Outro contraste ortogonal foi determinado para
avaliar o efeito da fonte inorganica de selénio (SI66) comparado com a dieta sem
selénio (CO). Os marcadores da oxidacdo avaliados apds o estresse sonoro foram

submetidos a analise de covaridncia. As médias também foram submetidas ao teste de

Tukey. Considerou-se significativo o valor de P<0,05 e tendéncia P<0,10.

RESULTADOS
Concentracoes de malonaldeido e tiois totais

Os valores das concentragcoes de malonaldeido e de tidis totais estdo
apresentadas na tabela 2. As concentracoes de MDA ndo apresentaram efeito de
tratamento ou interacdo tratamento x periodo (P>0,05), porém os valores reduziram
linearmente ao longo do periodo experimental (P=0,0027).

Na tabela 2 verifica-se que os animais do tratamento SO66 apresentaram
maiores concentragdes de tidis totais no inicio do periodo experimental, porém apds 30
dias nao verificou-se mais esta diferenca. Ainda aos 30 dias, os animais que receberam a
dieta SI66 apresentaram médias superiores comparado aos demais tratamentos, e estes

animais apresentaram tendéncia (P=0,0605) em elevar as concentragdes de tidis totais
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no soro sanguineo quando comparados aos que receberam seleno levedura. Com 60 dias
de experimento, os animais do tratamento SO66 apresentaram maiores concentragdes de
tidis totais comparados aos animais que receberam a dieta com suplementacao de ambas
as fontes de selénio, porém nao diferiu do grupo CO. Os animais do SO66 continuaram
com valores superiores aos demais aos 90 dias, porém diferiram estatisticamente apenas
do tratamento SO33. Aos 120 dias, ndo houve diferenca entre as médias pelo teste de
Tukey, porém para caes que receberam fontes de selénio organico observou-se houve
uma tendéncia de comportamento quadratico, sendo que o tratamento SO66 apresentou
a maior média. Os animais do tratamento SI66 apresentaram efeito de periodo com
comportamento quadratico (P<,0001), sendo que a concentracdo de tidis totais foi maior

aos 30 dias de experimento comparada aos demais periodos.
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Tabela 2. Concentracdes de malonaldeido e tidis totais no soro sanguineo de caes adultos alimentados com dietas suplementadas com selénio

. 1 Seleno levedura? 3 L Contrastes®
Ttem Dia o SO33 SO66 5099 S166 Media  EPM L Q SOvs.SI  COvs. SI
MDA, pM/L
0 8,78 9,6 9,36 9,44 9,00 924 A 0,18
30 7,87 8,47 8,28 8,21 8,36 824 AB 0,20
60 7,67 6,74 7,72 5,59 7,12 697C 0,19
90 3,74 3,29 5,43 3,35 3,6 388D 0,19
120 1,69 2,01 1,71 1,63 1,91 1,L79E 0,11
Média 5,95 6,02 6,5 5,64 6,00 NS NS NS NS
EPM 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
Tratamento 0,4060
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,9058
Contrastes”
L 0,0027
Q NS
Tidis totais, mM/ml
0 0,58° 0,48° 0,75° 0,56° 0,58°8 0,59 0,01 NS NS NS NS
30 0,65° 0,69 ° 0,65° 0,63° 0,87 * 0,70 0,02 NS NS 0,0605 NS
60 0,73 0,56° 0,94° 0,60° 0,63°" 0,69 0,02 NS NS NS NS
90 0,84 0,62° 0,88° 0,68% 0,68 0,74 0,02 NS NS NS NS
120 0,68 0,71 0,76 0,59 0,68 B 0,68 0,01 NS 0,0740 NS NS
Média 0,70 0,61 0,80 0,611 0,69
EPM 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Tratamento 0,0191
Periodo 0,0193
Trat*periodo 0,0295
Contrastes®
L NS NS NS NS NS
Q NS NS NS NS <,0001

CO - dieta basal sem adicao de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; 2SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm
de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragio basal vs selenito de
sodio. ™ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05). “5¢ Médias seguidas de letras maitisculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Capacidade antioxidante total e poder redutor férrico

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados de capacidade antioxidante total e o
poder redutor férrico, ambas avaliacdes do perfil antioxidante do sangue periférico dos
animais. Os 90 dias de adaptagcdo também nao foram suficientes para igualar os valores
de CAT no sangue periférico dos animais em estudo, provavelmente devido a diferengas
individuais de cada animal. J4, aos 120 dias de experimento, ndo houve diferenca entre
os tratamentos para os valores de CAT. Os animais do tratamento SO66 iniciaram o
experimento com médias mais altas que os demais de acordo com o teste de Tukey
(P<0,05), porém aos 30 dias de experimento ndo houve diferenga entre as médias e isto
permaneceu até os 90 dias, onde o grupo CO apresentou a maior média em relagdo aos
grupos SO33 e SI66. Avaliando-se os contrastes aos 90 dias de experimento, verificou-
se efeito quadratico entre os tratamentos suplementados com selénio orgénico (P<0,05),
diferengas entre a fonte organica e inorganica de selénio, e a fonte inorganica também
apresentou média inferior ao tratamento controle. Mas, aos 120 dias ndo houve
diferenca estatistica entre as médias dos animais, ocorrendo uma tendéncia (P=0,0842)
de efeito quadratico, com reduzida capacidade antioxidante total dos animais
alimentados com as dietas SO33 e SO66.

Para o poder redutor férrico houve apenas efeito de periodo (<,0001), sendo que
os valores de FRAP reduziram linearmente ao longo de periodo experimental. Porém, os
cdes do grupo SI66 que receberam dietas com suplementagdo de selenito de sddio
apresentaram tendéncia (P=0,0812) para médias de FRAP menores que os que

receberam fonte de selénio organico e o tratamento controle (CO).
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Tabela 3. Avaliacdo da capacidade antioxidante total e do poder antioxidante de reducdo do ferro em soro sanguineo de cdes adultos

. Seleno levedura y 1 Contrastes”
Ttem Dia o SO33 SO66 S099 S166 Média  EPM L Q SOvs.SI  COvs. SI
CAT, pM/ml
0 1,50 °8 1,59 °8 1,854 1,57 °AB 1,51 A8 1,60 0,01 NS 0,0184 NS 0,0788
30 1,854 1,884 1,78 AB 1,754 1,724 1,80 0,02 NS NS NS NS
60 1,508 1,638 1,49 B¢ 1,468 1,518 1,56 0,01 NS NS NS NS
90 1,57°8 1,33%¢ 1,43%C 1,47%8 1,26 °B 1,41 0,01  0,0460 0,0304 0,0375 0,0014
120 1,468 1,31 € 1,35¢ 1,498 1,52 48 1,43 0,02 NS 0,0842 NS NS
Média 1,57 1,55 1,503 1,55 1,50
EPM 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Tratamento 0,5257
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,0348
Contrastes”
L 0,0249 <,0001 0,0014 NS NS
Q 0,0067 0,0024 NS NS NS
FRAP, uM/ml
0 178,76 178,06 202,32 158,75 182,07 179,994 2,17
30 171,35 177.8 157,42 147,64 163,54 163,558 222
60 169,35 144,03 176,16 142,63 140,75 154,588 2,17
90 159,28 123,97 144,22 128,65 125,65 136,36 ¢ 1,90
120 125,81 125,96 133,36 129.9 119,16 126,84 € 1,41
Média 160,91 149,97 162,69 146,23 141,51 NS NS 0,0763 0,0916
EPM 2,87 2,87 2,87 2,87 2,87
Tratamento 0,0812
Periodo <,0001
Trat*periodo 0,1552
Contrastes®
L <,0001
Q NS

CO - dieta basal sem adicao de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; 2SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito de sodio totalizando 0,66 ppm
de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragio basal vs selenito de
sodio. ™ Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05). “5¢ Médias seguidas de letras maitisculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Determinacdo de a-Tocoferol e retinol

Os valores de a-Tocoferol e retinol estao apresentados na tabela 4. Nao houve
efeito de tratamento e interagdo entre tratamento e periodo para os valores de a-
Tocoferol no sangue de caes adultos (P>0,05), mas houve efeito de periodo, sendo que
as maiores médias foram encontradas ao inicio do experimento e aos 90 dias.

Para os valores de retinol sérico ndo houve efeito significativo de tratamento,
periodo e interagcdo entre tratamento e periodo, porém verificou-se uma tendéncia para
efeito de tratamento (P=0,0620). Também verificou-se uma tendéncia de efeito
quadratico (P=0,0689) para os valores de retinol sérico comparando-se apenas os
tratamentos com selénio organico, sendo que os caes de tratamento SO66 apresentaram
a maior média. Nao foi observada diferenca pelo contraste entre as fontes, mas o
tratamento suplementado com selenito de sodio tende a ser diferente do tratamento

controle (P=0,0837).
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Tabela 4. Concentracdes de a-Tocoferol (Vitamina E) e retinol (Vitamina A) no sangue de caes adultos

. 1 Seleno levedura’ 3 L .. Contrastes”
ftem Dia €O SO33 5066 S099 S166 Média  EPM — Q SOvs.SI  COvs. SI
a-Tocoferol, uM/L
0 24,56 30,61 24,80 25,43 16,62 24,81 %% 0,95
30 23,78 30,24 20,43 17,91 16,21 21,71% 1,20
60 28,48 2391 19,53 18,52 16,60 21,41°% 0,86
90 34,56 22,72 27,88 27,59 17,28 26,00* 0,99
120 25,31 15,06 18,61 24,38 14,76 19,62 0,84
Média 27,34 24,51 22,25 22,77 16,69 NS NS NS NS
EPM 1,73 1,73 1,73 1,73 1,73 1,73 1,73
Tratamento 0,3906
Periodo 0,0077
Trat*periodo  0,7804
Contrastes’
L NS
Q NS
Retinol, puM/L
0 2,3333 1,9583 2,5383 1,535 2,0583 2,0847 0,05
30 1,75 2,1817 2,32 2,3617 2,0183 2,1263 0,06
60 1,9633 2,0283 2,6 1,815 2,085 2,0983 0,05
90 1,8417 1,8533 3,0133 1,94 2,6067 2,251 0,08
120 1,8267 1,6917 2,8717 1,83 2,4983 2,1437 0,08
Média 1,943 1,9427 2,6687 1,8963 2,2533 NS 0,0689 NS 0,0837
EPM 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Tratamento 0,0620
Periodo 0,9128
Trat*periodo  0,7317
Constrastes’
L NS
Q NS

'CO - dieta basal sem adigdo de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; ’S033 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 - dieta basal +
selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito de sédio totalizando 0,66 ppm
de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadrético; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sodio; CO vs. SI = ragio basal vs selenito de
sodio. *P¢ Médias seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Perfil de glutationas dependentes e ndo dependentes de selénio

Na avaliacdo das glutationas ndo foi verificado efeito de tratamento e interacao
tratamento x periodo para os grupos estudados (Tabela 5). Para as glutationas nao
dependentes de selénio (GSH-t, GSH e GSSG) foi verificado efeito de periodo
(P=0,0037, P<0,001 e P<,0001, respectivamente) com comportamento quadratico dos
valores, o que também foi encontrado para a relagdo entre GSH/GSSG (P=0,0033). O
perfil da enzima dependente de selénio GSH-Px, ao contrario do esperado, nao foi
alterado com as inclusdes de selénio na dieta, porém sofreu efeito de periodo (P<,0001),
sendo que as médias foram maiores ao final do experimento comparado com o periodo

inicial.



Tabela 5. Perfil de glutationas ndo dependentes e dependentes de selénio no sangue total heparinizado de caes adultos.
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. | Seleno levedura® 3 L Contrastes”
ftem Dia €O SO33 S066 S099 S166 Média  EPM —— Q SOvsSI  COvsSI
GSH-t, uM/ml
0 20,50 19,26 20,27 17,71 18,40 19,23 2,88
30 13,83 12,89 11,58 14,68 12,36 13,07¢ 2,88
60 9,40 10,11 12,82 10,77 12,70 9,78 2,90
90 21,66 23,05 25,23 20,26 22,20 22,488 2,88
120 33,06 44,61 31,28 44,70 35,24 37,75% 2,88
Média 20,09 21,96 20,24 20,78 19,64 NS NS NS NS
EPM 3,17 3,15 3,15 3,15 3,15
Tratamento 0,9450
Periodo <0,0001
Trat*periodo  0,6830
Contrastes’
L NS
Q 0,0037
GSH, uM/ml
0 20,27 19,08 20,07 17,53 18,23 19,03% 2,87
30 13,71 12,8 11,48 14,57 12,23 12,96 2,87
60 11,27 10,00 12,73 6,45 9,93 10,08 2,89
90 21,48 22,85 25,01 20,09 22,02 22298 287
120 32,87 44,25 31,04 44,38 35,02 37,514 2,87
Média 19,90 21,80 20,07 20,60 19,49 NS NS NS NS
EPM 3,15 3,14 3,14 3,14 3,14
Tratamento 0,9583
Periodo <0,0001
Trat*periodo  0,6626
Contrastes®
L <,0001
Q <,0001

Continua...
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. 1 Seleno levedura® 3 L. Contrastes”
ftem Dia €O 3033 5066 5099 S166 Média  EPM —— Q SOvsSI  COvs SI
GSSG, puM/ml
0 113,87 86,8 99,01 88,39 89,46 9551% 8,73
30 62,92 50,18 49,11 55,49 61,32 5580¢ 8,73
60 48,59 49,11 45,93 48,05 49,11 48,16 8,73
90 91,04 103,25 109,09 90,52 94,76 97,74 %% 8,73
120 97,42 104,32 120,77 156,34 105,38 116,85* 8,73
Média 82,77 78,73 84,79 87,78 80,00 NS NS NS NS
EPM 9,06 9,06 9,06 9,06 9,06
Tratamento 0,8855
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,5499
Contrastes
L NS
Q <,0001
GSH/GSSG
0 187 222 205 196 198 2028 24
30 246 272 233 586 219 251" 24
60 223 222 277 104 212 207 ° 25
90 248 223 232 227 239 2348 24
120 333 434 281 311 350 3424 24
Média 247 275 246 225 243 NS NS NS NS
EPM 23 23 23 23 23
Tratamento 0,1917
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,3373
Contrastes
L <,0001
Q 0,0033

Continua...
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. 1 Seleno levedura® 3 L. Contrastes”
ftem Dia €O 3033 5066 5099 S166 Média  EPM —— Q SOvsSI  COvs SI
GSH-Px, U/g de PT
0 81,16 87,70 80,90 84,20 83,95 83,58 223
30 77,37 72,00 74,57 69,25 73,37 7327% 227
60 59,28 53,81 60,33 65,85 55,01 58,86 ¢ 2,24
90 85,70 88,88 86,62 86,58 90,88 87,73 223
120 67,60 68,95 71,51 70,80 94,85 68,74° 224
Média 74,22 74,27 74,78 75,33 73,57 NS NS NS NS
EPM 2,27 2,24 2,24 2,24 2,24
Tratamento 0,9795
Periodo <,0001
Trat*periodo  0,8819
Contrastes
L NS
Q NS

'CO - dieta basal sem adicao de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; ’S033 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 -
dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito
de sédio totalizando 0,66 ppm de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadratico; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de
sodio; CO vs. SI = ragio basal vs selenito de sodio. **“ Médias seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de

Tukey (P<0,05).
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Avaliacdo do estresse sonoro

Os parametros avaliados apds o estresse estdo apresentados na tabela 6. Nao
observou-se efeito de tratamento para as concentragdes de tiois totais, CAT, FRAP,
retinol, GSH-t, GSH, GSSG, GSH/GSSG e GSH-Px.

Os valores de MDA foram maiores para o tratamento SI66 (P=0,0003) que
diferiu dos demais tratamento e, isto indica que o selenito de so6dio agiu como um pro-
oxidante aumentando os produtos da oxida¢do no soro de cdes adultos. Os resultados de
MDA para cdes em fungdo da inclusdo de seleno levedura apresentaram um
comportamento quadratico (P=0,0080) uma vez que o menor valor de MDA foi dos
animais do tratamento SO66. Ao se considerar os contrastes verifica-se diferenca entre
as fontes de selénio, organica e inorganica (P<,0001) e também diferenca entre o
tratamento CO e SI (P=0,0010).

Para os valores de vitamina E (a-Tocoferol) no sangue observam-se maiores
concentragdes para os tratamentos com inclusdo de selénio organico (P=0,0455),
quando comparados aos tratamentos controle e suplementado com selenito de sodio, que
ndo diferiram entre si (P>0,05). A andlise de contraste entre os valores médios de
vitamina E no sangue dos cdes que receberam fonte de selénio organica (SO) e
inorganica (SI), mostra diferenga significativa (P=0,0323) com maior valor de vitamina
E para cdes SO. Os valores de vitamina E aumentaram linearmente (P=0,0230) com a
inclusdo de selénio organico na dieta e isto indica que a fonte organica de selénio talvez
seja mais eficiente em economizar vitamina E do que a fonte inorganica frente a uma

situagdo de estresse.
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Tabela 6. Efeito do estresse sonoro nos parametros de avaliagdo de oxida¢ao no soro sanguineo de caes adultos

Item Dia CcO Seleno levedura S166 Tratamento Contrastes
S033 SO66 S099 L Q SOvsSI CO vs SI

MDA, uM/L 3,38+0,16%  322+0,16™ 2,62+0,24° 3,56+0,16° 429+0,16°  0,0003 NS  0,0080 <,0001  0,0010
Tiois totais. mM/ml 0,60+0,04 0,55+0,04  0,66£0,05  0,60+0,04  0,50+0,04 0,3278 NS NS NS NS
CAT. pM/ml 1,39+0,09 1,53+0,09  1,32+0,10  1,60+0,09  1,47+0,09 0,3725 NS NS NS NS
FRAP pM/ml 130+5,8 117+5,9 115+6,5 127+5,8 119+6,0 0,3990 NS NS NS NS
a-Tocoferol. uM/L 1442,9° 23428 ¢ 2343,1° 2542.8%  16342,9°  0,0455  0,0230 NS 0,0323 NS
Retinol, pM/L 2,1£0.4 2,5+0,4 2,5+0,4 1,8+0,4 2,0£0.4 0,5598 NS NS NS NS
GSH total, pM/ml 67,6+8,5 67,1+8.8 78,4497  50,1£9,0 75,4489 0,3110 NS NS NS NS
GSH, pM/ml 66,7+8,5 66,1+8,7 77,748,8 49,5489 74,5488 0,3090 NS NS NS NS
GSSG, nM/ml 428451 455452 347458 341456 478453 0,3033 NS NS NS NS
GSH /GSSG 159+14 142+17 206+16 154+15 158+15 0,0959 NS NS NS NS
GSH-Px, U/ g de proteina 155+10 124411 133416 139+11 149+10 0,3020 NS NS NS NS

'CO - dieta basal sem adi¢do de fontes de selénio, totalizando 0,13 ppm de Se; ’SO33 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,33 ppm de Se; SO66 -
dieta basal + selénio levedura totalizando 0,66 ppm de Se; SO99 - dieta basal + selénio levedura totalizando 0,99 ppm de Se; *SI66 - dieta basal + selenito de
sodio totalizando 0,66 ppm de Se.* Contrastes polinomiais ortogonais: L = linear; Q = quadrético; SO vs. SI = fontes de selénio organico vs selenito de sédio;
CO vs. SI = ragdo basal vs selenito de sodio. ** Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05).
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DISCUSSAO

O biomarcador mais utilizado para se determinar a oxidagdo lipidica ¢ o MDA,
produto de oxidagdo mais abundante no organismo presente em células e tecidos (DE
ZWART et al., 1999). Apesar de sua importancia como marcador do estresse oxidativo
para todas as espécies, valores de referéncia para cdes ndo estdo claramente
determinados. Encontra-se na literatura valores extremos de MDA entre 1,26 pmol/L
(WANDER et al., 1997; MARSHAL et al., 2002) e 380 pmol/L (VAJDOVICH et al.,
1997) no soro sanguineo de cdes saudaveis sem considerar a idade e sexo dos animais,
sendo que a maioria dos trabalhos apresentam concentragdes entre 4 ¢ 30 umol/L
(TODOROVA et al., 2005; PUTAROV, 2010; PASKALEV, M., 2011; FARSAD et al.,
2013; BEIGH et al., 2014).

Os valores encontrados neste estudo estdo dentro dos valores normais
apresentados na literatura e talvez a reducdo nos valores de MDA ao longo do
experimento tenha mostrado uma adaptagdo dos animais aos manejos de coletas
realizados. Todas as fontes ¢ os niveis de selénio estudados foram eficazes em manter
os niveis de MDA no soro de cdes adultos saudaveis dentro dos valores encontrados na
literatura, porém quando os animais foram submetidos ao estresse sonoro ao final do
experimento houve diferenga entre as fontes de selénio. O selénio levedura foi mais
eficiente em manter os niveis de MDA mais baixos em relacdo ao selenito de sodio e
talvez possa ter um controle maior na peroxidacao lipidica. Ha estudos na literatura que
demonstram que as fontes de selénio inorganico atuam, em algumas situa¢des, como um
agente pro-oxidante quando em altas concentragdes (MAHAN et al., 1999;
FORCEVILLE et al., 2007; XIANG et al., 2009) e que fontes organicas ndo possuem
este efeito (SPALLHOZ, 1994; FORCEVILLE et al., 2007). Discute-se que a agdo
anticancerigena do selénio estd relacionada com a propriedade pro-oxidante de alguns
compostos que contém selénio e que induzem a apoptose de células cancerigenas
através da producdo de radicais livres em excesso (SPALLHOZ, 1994; XIANG et al.,
2009), porém em animais sadios esta situagdo ndo ¢ favoravel, pois a produgdo
excessiva de radicais livres também afeta as células do organismo.

Os tidis sdo importantes antioxidantes que protegem as células dos danos

causados pelos radicais livres e estdo presentes nos meios extra e intracelulares
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(COSTA et al., 2006). O selenito de s6dio aumentou mais rapidamente as concentragdes
de tidis totais, aos 30 dias de experimento, comparado as fontes organicas de selénio,
porém os animais do tratamento SO66 iniciaram o experimento com niveis mais altos
de tidis totais do que os demais. Talvez o aumento de tidis no grupo SI66 possa ser
explicado pela acdo pro-oxidante de altos niveis de selénio inorganico, sendo que a
ingestdo de 0,66 ppm de selénio inorganico pode ter provocado um estresse oxidativo e
a resposta do organismo foi aumentar os niveis de compostos antioxidantes circulantes.

A capacidade antioxidante total também foi alta no inicio do experimento para
os animais do grupo SO66, o que mais uma vez pode ser explicado pela variagdo
individual dos animais e que sugere um maior periodo de adaptagdo para estas variaveis.
Porém, aos 90 dias de experimento ocorreram diferencas entre as fontes de selénio,
sendo que a fonte inorganica apresentou a menor CAT comparada as demais. Dunstan et
al. (2007) avaliou um composto com varios antioxidantes incluindo o selénio e verificou
que apesar de aumentar a concentragao de selénio no soro de humanos, o composto ndo
aumentou a CAT dos individuos. O tratamento controle apresentou maior média de
CAT comparado aos demais, o que pode indicar uma adaptagdo dos animais do
tratamento controle frente a baixas quantidades de selénio na dieta, os animais do
tratamento controle permaneceram por 7 meses com uma dieta com o minimo de
selénio recomendado. Brummer et al., 2013 avaliando o efeito de fontes de selénio na
fun¢@o imunoldgica de equinos forneceram por 8,5 meses dieta com baixo selénio antes
do inicio do experimento e concluiram que a auséncia de respostas nas variaveis
estudadas foi devido a adaptacdo dos animais em utilizarem baixas concentracdes de
selénio durante este periodo.

A maioria dos trabalhos apresentados na literatura demonstram dados com
animais que passaram por periodos de deficiéncia de selénio ou animais doentes, no
presente estudo nao houve periodo de deple¢do e os animais nunca passaram por
deplecdo de nutrientes em suas vidas. Provavelmente hd estoques de selénio
(FRANKENBERGER e BENSON, 1994; JACQUES, 2001; SIMCOCK et al., 2002;
TODD e HENDRIKS, 2005) no organismo do animal e quando em baixas
concentracdes no soro, 0 animal mobiliza o selénio para que a homeostase seja mantida.

Os demais marcadores do estresse oxidativo (FRAP, a-Tocoferol e retinol)

avaliados neste estudo parecem nao sofrer efeitos das fontes e niveis de selénio
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adicionadas a dieta de cdes adultos saudaveis. Mesmo o a-Tocoferol que atua em
parceria com o selénio na protecdo antioxidante ndo sofreu alteragdes com o
experimento.

Estes resultados sugerem que a ingestao da fonte organica de selénio apresenta
propriedades antioxidantes superiores quando comparadas com alta ingestao de selenito
de sdédio, porém também mantem o sistema antioxidante em equilibrio.

O selénio age no sistema antioxidante sendo componente das selenoproteinas,
principalmente a GSH-Px, e atua indiretamente ou diretamente evitando o estresse
oxidativo. Os niveis de GSH-Px ndo foram alterados pelos niveis de selénio na dieta, o
que difere de muitos estudos encontrados na literatura (BUTLER et al., 1991;
IWANIER ¢ ZACHARA, 1995; MAHAN e PARRET, 1996).

A GSH-t, GSH e GSSG tiveram seus valores aumentados a partir dos 90 dias de
experimento, o que provavelmente ¢ a resposta do organismo frente ao estresse
provocado pela inoculagdo de SRBC. Os animais receberam as inocula¢des nos dias 60
e 90 do experimento e, o0 aumento aos 90 dias ¢ a resposta frente a primeira inoculagdo e
o valor aos 120 dias ¢ a resposta a segunda inoculagdo, j4 que a coleta foi realizada
sempre antes das inoculagdes. O organismo quando em condi¢do de estresse aumenta a
sintese de GSH para que esta atue junto com a GSH-Px nos hidroperdxidos lipidicos
produzidos pelos radicais livres. A GSH-Px funciona convertendo a glutationa reduzida
(GSH) a glutationa oxidada (GSSG), removendo H,0O, (peréxido de hidrogénio) e
formando agua: 2GSH + H,0, — acdo GSH-Px — GSSG + 2H,0 (SURAI, 2006).
Todos os tratamentos foram eficientes em manter o equilibrio antioxidante frente a
inoculacdo do SRBC, inclusive a relacio GSH/GSSG indica que ndo houve
desequilibrio entre antioxidantes e pro-oxidantes, pois a relacdo continuou alta.

Ressalta-se que apos o estresse sonoro ao final do experimento também nao
ocorreram alteragcdes na maioria dos parametros estudados, sendo que apenas 0 MDA e
a-Tocoferol tiveram seus valores modificados. A concentragdo de MDA, como ja foi
explicado acima, aumentou significativamente no grupo SI66, evidenciando uma
possivel acdo pro-oxidante da fonte inorganica de selénio. O grupo SO66 apresentou a
menor média para concentragdo de MDA o que sugere que 0,66 ppm de selénio
organico atue mais adequadamente no sistema antioxidante. Os valores de vitamina E

apos o estresse mostram que a fonte organica de selénio ¢ mais eficiente em economizar
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a-Tocoferol que a fonte de inorganica, e que quanto maior a inclusdo de selénio maior
sera a economia. Isto demonstra o efeito aditivo ou cooperativo que existe entre o
selénio e a vitamina E o que ja& ¢ bem estabelecido na literatura (FINCH e TURNER.
1996; MARIN-GUZMAN et al., 1997; SURALI, 2003).

CONCLUSAO

Para caes adultos em manuten¢ao ambas as fontes de selénio sdo eficientes em
manter o status antioxidante do animal. Nao hé beneficios no status antioxidante apos a
suplementagdo de selénio o que sugere que 0,11 ppm de Se é adequado para caes em
manuten¢do. O selenito de sodio acima de 0,66 ppm na dieta possui agdo pro-oxidante

quando caes adultos sdo expostos a pequenos estresses.
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CAPITULO 4

IMPLICACOES
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IMPLICACOES

Pelos resultados obtidos nas condi¢des do presente trabalho, embora nao
respaldados pela estatistica classica com niveis de significancia menor que 5%, mas
apresentando varias tendéncias (P<0,10) de efeitos dos tratamentos, pode-se inferir que
o selénio possui agdo na proliferacao de linfocitos e monocitos como apresentado no
capitulo 3, o que pode ser explicado pela influéncia do selénio no receptor de
interleucina 2 (IL-2R) que possui a fungdo de ativar os linfocitos. O fato de nao haver
na literatura métodos de separacdo celular, envolvendo gradientes de separagdo
especificos para células caninas e, at¢ mesmo, de mensuracdo das analises propostas
padronizadas para caes, dificultou a execu¢do das analises laboratoriais, além de que
para estes testes seria interessante um nimero maior de repeticdes por tratamento
devido a variacdo individual de cada animal. Considerando-se as respostas
antioxidantes, pode-se destacar uma diminuicdo das concentragdes de MDA sérico de
todos os cdes ao longo do experimento, & medida que os animais se adaptaram aos
manejos experimentais.

Os caes utilizados neste estudo sdo saudaveis e receberam dietas
nutricionalmente balanceadas e completas ao longo de toda sua vida, o que pode ter
contribuido para que ndo houvesse diferenga entre os tratamentos. A maioria dos
estudos que evidenciam as diferencas entre as fontes e os niveis de selénio nos
parametros estudados provocam a deficiéncia de selénio no proprio animal ou em
geragdes anteriores. Provavelmente, os cdes deste estudo possuiam reservas de selénio
em seu organismo, o que poderia ter sido verificado por meio do teste de
biodisponibilidade e coleta de amostras de sangue, pelo e sémen para determinagdo
deste micro mineral. O organismo dos cdes que receberam dietas com baixas doses de
selénio podem ter mobilizado o selénio estocado para que todas as demais funcdes
fisiologicas se mantivessem adequadas frente a situagdes de estresse. Os animais que
receberam dietas com doses maiores de selénio podem ter aumentado a excre¢do de
selénio ou entdo, os estoques de selénio no organismo.

Estudos com selénio, ou outros elementos tracos sdo de grande importancia, pois

estes poderdo ser o diferencial quando animais forem submetidos a estresses graves.
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Porém, a avaliagdo destes minerais e as metodologias empregas necessitam de maior

padronizagdo para que os resultados apresentem maior confiabilidade.



