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RESUMO

Fontes de selénio na dieta de vacas lactantes e seu s efeitos na producéo e
qualidade do leite, ocorréncia de mastite e paramet  ros fisioldgicos

Com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacdo de Selénio (Se) organico
na dieta de vacas lactantes sobre a producdo e qualidade do leite, ocorréncia de
mastite e parametros fisiol6gicos indicadores do estresse térmico, foram utilizadas 24
vacas em lactacdo, pluriparas, das racas Holandesa Preta e Branca e Parda Suica,
com producdo media diaria de 18 kg de leite. Os animais foram distribuidos em um
delineamento experimental de blocos pareados ao acaso. Os animais receberam duas
fontes distintas de Se, configurando os tratamentos Se inorgéanico (selenito de sédio) e
Se organico (Se levedura). O tratamento Se organico aumentou a porcentagem de
gordura, diminuiu a contagem de células sométicas e ndo alterou a porcentagem de
proteina, lactose, extrato seco desengordurado, solidos totais e producao total de leite.
Na fase pré-experimental identificou-se em cada tratamento um animal com mastite
clinica. Ao fim do experimento, 18 semanas depois, no tratamento Se inorganico houve
dois casos e no tratamento Se organico nenhum animal apresentou mastite clinica. A
mastite sub-clinica, realizada através do CMT, ndo apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos, porém ambos diminuiram a incidéncia de mastite subclinica
positiva e fortemente positiva entre as fases pré-experimental e experimental. A colheita
de amostras de leite de todos os quartos mamarios para identificacdo microbiologica
dos agentes causais da mastite demonstrou que o0s géneros Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp. e Corynebacterium sp. foram os mais prevalentes e ndo houve
diferenca entre tratamentos. A temperatura de bulbo seco e a umidade relativa do ar,
mensuradas a cada 15 minutos, oscilaram durante o periodo experimental, havendo
dias de estresse térmico moderado e sem estresse. A temperatura retal (TR),
frequéncia respiratoria (FR) e temperatura de pelame (TP) foram tomadas uma vez por
semana (as 14h) e ndo houve diferenca para a TR. O tratamento Se inorganico
diminuiu a FR e o tratamento Se organico diminuiu significativamente a TP.

Palavras-chave : Selénio levedura, estresse térmico, bovinos leiteiros, variaveis
fisiologicas.



viii

ABSTRACT

Selenium sources on lactating dairy cows diet and t heir effects on milk
production and quality, mastitis occurrence and phy siological parameters

To evaluate the effects of organic Selenium (Se) supplementation on milk production
and quality, mastitis occurence and physiological parameters indicators of thermal stress, 24
lactating dairy cows were used, pluriparous, Holstein-Friesian and Brown Swiss, with a daily
average production of 18 kg of milk. Animals were distributed in a randomized blocks
experimental design. Animals received two different Se sources, setting treatments Se
inorganic (sodium selenite) and Organic Se (selenium yeast). Organic Se treatment
increased fat percentage, decreased somatic cell count and did not change the percentage
of protein, lactose, solids not fat, total solids and total milk production. On pre-experimental
phase, in each treatment, one animal with clinical mastitis was identified. At the end of
experiment, 18 weeks later, treatment Se inorganic increased up to two cases and in
organic Se treatment none animal presented clinical mastitis. Subclinical mastitis, made
through CMT, did not show significative differences between treatments, nevertheless both
decreased the incidence of positive subclinical mastitis and strongly positive between pre-
experimental and experimental phases. Milk sampling of all mammary quarters to
microbiological identification of mastitis causative agents demonstrated that Staphylococcus
sp., Streptococcus sp. and Corynebacterium sp. genus were the most prevalent, with no
difference between treatments. Dry bulb temperature and air relative humidity, measured
every 15 minutes, showed during experimental period some days of moderate and no
stress. Rectal temperature, respiratory frequency and haircoat temperature (HT) were
measured once a week (at 2 p.m.), with no difference to rectal temperature. Treatment Se
inorganic decreased respiratory frequency and organic Se treatment decreased HT
significantly.

Keywords : Selenium yeast, thermal stress, dairy cattle, physiological variables.
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1. INTRODUCAO

A producdo de leite representa significativa parcela da economia nacional e
mundial, sendo que essa atividade vem sofrendo transformacdes no que diz respeito a
elevacdo dos indices zootécnicos, qualidade do produto, sanidade dos animais,
melhoramento genético, entre outros. No entanto, para se conseguir 0 MAaximo
desempenho animal, deve-se garantir um manejo nutricional adequado, bem como
prover um ambiente 6timo de criagao.

Segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América
— USDA (2009), o Brasil teve uma producdo de 28.890 mil toneladas de leite no ano de
2008, classificando-se na sexta colocacdo mundial (considerando a Unido Européia). A
projecdo para 2009 é de 30.335 mil toneladas, atingindo um crescimento de cerca de
5% na producéo de leite nesse ano, 0 que representa um aumento superior a 1,5 bilhdo
de litros em comparacéo a 2008.

O Brasil tem cerca de 65% de sua area em regido tropical, e o estresse calérico
€ um grande desafio a producao leiteira. Tal estresse, além de diminuir a ingestao de
alimentos e, consequentemente, a producédo dos animais, aumenta a producédo de
radicais livres, conduzindo a um estresse oxidativo. O estresse oxidativo tem um
impacto negativo principalmente nas fungbes imune e reprodutiva de vacas leiteiras,
podendo-se citar o aumento de casos de mastite, diminuicdo de fertilidade, aumento de
morte embriondria, retencdo de placenta, entre outros.

O Se, por sua vez, € componente das selenoproteinas, as quais apresentam
importantes fungbes enzimaticas, funcionando como um importante centro redutor
(principalmente na neutralizagdo de radicais livres), através da acdo da glutationa
peroxidase e do sistema tireodoxina redutase. No entanto, o teor de Se na dieta de uma
vaca € influenciado pelo meio ambiente em que a planta, que dara origem a dieta do
animal, cresce. Cozzolino (2007), afirma que ha niveis de ingestdo de Se
completamente diferentes quando se trata de regides distintas. No Brasil, os Estados de
S&o Paulo e Mato Grosso sdo os de menor concentracdo de Se no solo, onde se

constatam as maiores deficiéncias alimentares desse nutriente.



A suplementacéo de Se para bovinos leiteiros € necesséaria em qualquer fase de
crescimento ou estado fisiologico dos animais, e fontes organicas podem ser mais
biodisponiveis que fontes inorganicas devido a capacidade de utilizar vias de captacao
de peptideos ou aminoacidos, ao invés das vias normais de captagdo de ions no
intestino delgado (McDOWELL, 1996). Acredita-se que essa caracteristica do Se
organico possa se traduzir em elevagcao na producéo de leite, melhor resposta imune,
diminuicdo do estresse térmico e maior concentragdo de Se no leite.

Na saude humana, o Se tem participacdo importante na prevencao e tratamento
do cancer, problemas cardiovasculares, funcdo tireoidiana, pancreatite, doencas
neurodegenerativas e no tratamento de pacientes portadores dos virus da hepatite A, B
e AIDS (SARMENTO, 2009). Por esses motivos, vacas suplementadas com Se podem
produzir leite enriqguecido com Se, auxiliando na prevencdo e tratamento de
determinadas doencas dos seres humanos.

Apesar da relevancia do tema, no Brasil existem limitadas publicagbes sobre
fontes organicas de Se envolvendo vacas leiteiras. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos de fontes orgéanicas e inorganicas de Se na dieta de vacas
lactantes sobre a producdo e qualidade do leite (teores de Se, gordura, proteina,
lactose, extrato seco desengordurado, solidos totais e contagem de células sométicas),
ocorréncia de mastite (clinica e subclinica) e sobre os parametros fisioldgicos
indicadores do estresse térmico (temperatura retal, frequéncia respiratoria e

temperatura de pelame).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Selénio

O Se é um semimetal (ou metaldide) de nUmero atdbmico 34 e peso atdmico de
78,96 (McDOWELL, 1996). Encontra-se na mesma coluna da tabela peridédica que o
Enxofre, sendo um elemento quimico Unico no metabolismo animal se comparado a
outros elementos como o Zinco, Cobre e Cobalto (BURK, 2003). De acordo com Zanetti
et al. (1998), o Se foi descoberto em 1817, e foi por muito tempo relacionado apenas a
problemas de toxidez. Schwarz e Foltz (1957), citados por Zanetti et al. (1998), afirmam
gue a essencialidade desse elemento foi verificada quando se descobriu que o “fator 37,
gue protegia ratos da necrose multipla, era constituido por Se. A partir daquela data,
mudou-se radicalmente o enfoque a respeito do Se, que passou a ser pesquisado como
elemento essencial. Mais tarde descobriu-se que o Se agia por intermédio da glutationa
peroxidase (enzima anti-oxidante), quando se verificou que esta possuia quatro atomos
de Se e era decisiva na destruicdo dos peroxidos formados no organismo animal.
Inicialmente, as pesquisas comprovaram que a deficiéncia de Se provocava nos
ruminantes a doen¢a do musculo branco e problemas reprodutivos, como retencédo de
placenta.

O Se é um nutriente essencial na dieta de bovinos, e esta envolvido no sistema
fisiolégico do organismo através da acdo das selenoproteinas, onde destaca-se a
funcdo antioxidante exercida pela enzima glutationa peroxidase. A glutationa
peroxidase € uma metaloenzima que contém Se em sua estrutura (selenodependente),
sendo que este elemento apresenta 4g por mol de enzima (McDOWELL,1996).

Como analogo dos aminoacidos sulfurados, a forma organica de Se esta
presente como um produto direto da incorporacdo de Se em aminoacidos
(principalmente Metionina e Cisteina) no lugar do enxofre, o que difere das
metaloproteinas ou quelatos, nos quais ocorre simplesmente uma complexacdo com

grupos funcionais das proteinas (SUZUKI, 2005).



As formas organicas de Se estdo disponiveis normalmente em plantas ou como
leveduras enriquecidas, que crescem sobre um substrato contendo pouco enxofre e
muito Se, sendo basicamente SeMet. Quando incorporado a tecidos vegetais, de

acordo com Olson et al. (1975), cerca de 50% do Se encontrado € na forma de SeMet.

2.1.1 Absorgao, Excrecao e Toxidez do Selénio

A absorcdo do Se ocorre principalmente no duodeno por transporte ativo.
Quando o Se encontra-se em formas organicas, como SeMet e SeCis, ocorre um
aumento significativo da absor¢éo, chegando, segundo McDowell (1996), a 91 e 81%,
respectivamente.

A SeMet € absorvida de forma similar aos mecanismos de transporte da
Metionina. No mesmo sentido, a SeCis € absorvida igualmente a Cisteina (COMBS e
COMBS, 1986). Apés a absorcdo intestinal, SeMet e SeCis entram na corrente
sanguinea, podendo formar selenoproteinas, como a glutationa peroxidase, ou serem
incorporadas diretamente em outros tecidos, como na glandula mamaria, onde fardo
parte da fracao proteica do leite (COMBS e COMBS, 1986). McDowell (1996) afirmou
gue suplementacdo de Se organico provindo de cereais (0,5 ppm por kg MS) resultou
em 4 a 5 vezes mais de Se presente no tecido muscular quando comparado a fontes
inorganicas (selenito de sodio).

Quando ha deficiéncia dietética de Se, ou ocorre um periodo longo de estresse
oxidativo, as formas biologicas de Se apresentam-se como importante reserva organica.
De acordo com Thatcher (2006), o Se orgéanico, por ser complexado com aminoacidos,
pode ser armazenado no organismo, sendo utilizado em periodos de deficiéncia. No
entanto, quando os animais sdo suplementados com formas inorganicas de Se, estas,
se nao forem incorporadas pelos microrganismos nos pré-estdtmagos, ndo sao
armazenadas no corpo, sendo excretadas pelo animal.

As rotas primarias de excrecdo de Se sdo urina, fezes e exalagdo. Quando o Se
€ provido oralmente, ocorre maior concentracdo nas fezes, porém, se injetado, maior

concentracdo ocorrera na urina (McDOWELL, 1996). A excrecdo de excedentes de Se
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ocorre pela transformacdo do elemento em formas metiladas menos toxicas que
selenito, selenato e selenoaminoacidos, como o trimetilselendnio, dimetilselenito ou
selenoagucares (FRANCESCONI e PANNIER, 2004), e a rota que predomina, neste
caso, € a expiracdo na forma de dimetilselenito (GOFF, 2006).

A toxidez por Se pode ocorrer de duas formas: aguda e crdnica. A intoxicagao
aguda pelo Se estd associada a lesdes hepatica e renal e podem induzir a exsudato
hemorragico nos pulmdes (GOFF, 2006). Este mesmo autor afirma que teores na dieta
acima de 8 a 10mg por kg de MS podem ser téxicos, contudo, em ruminantes, a
atividade microbiana do rumen influencia a forma com que o Se chega ao intestino

delgado para absorgéo, diminuindo o risco de intoxicacdo (CRISTALDI et al., 2005).

2.1.2 Selénio nos Alimentos

A presenca de Se no sistema alimentar é influenciada pela concentracdo deste
elemento no solo, proveniente da decomposicdo de rochas vulcanicas, pelo uso de
fertilizantes com Se ou ainda pela agua. Em algumas partes do mundo, como no Brasil,
Dinamarca, Finlandia, Nova Zelandia e China, as concentraces de Se no solo séo
baixas. Outras regides (Estados Unidos, Canada, parte da Irlanda, Colémbia e
Venezuela), pelas altas concentragcdes, sdo chamadas de seleniferas (COMBS, 2001).

A remocédo do Se do solo é feita pelos vegetais e por microrganismos, 0s quais
podem depositd-lo nos tecidos e/ou converté-lo a algum metabdlito, como o
dimetilselenito. Essa mobilizacédo é influenciada pelo pH do solo, sendo que o alcalino
favorece a conversdo de Se inorganico para selenato (Se*®) que néo é fixado no solo e
o é&cido favorece o surgimento do selenito (Se**) que ndo é absorvido pela argila
presente no solo, é fortemente fixado pelo hidroxido de ferro. A disponibilidade de Se
para plantas também é afetado pela umidade do solo, numa relagéo inversa (COMBS,
2001).

As diferencas entre as fontes de Se organico e inorganico sao de grande
importancia dentro da funcao fisiolégica animal. Enquanto a forma predominante de

suplementacdo do Se é feita pelo selenito de sédio, a principal forma de ocorréncia
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natural nos alimentos € a L-selenometionina, um analogo do aminoacido metionina. Os
vegetais, as algas marinhas, as bactérias e as leveduras podem sintetizar ambos
(metionina e selenometionina), porém os animais nao o podem (BRITO, 2007).

O teor de Se nos gréos ou forrageiras depende da presenca deste oligoelemento
no solo, aonde essas plantas se desenvolveram, e podem haver variagdes pontuais
entre determinadas regides. (STEVENS, 1985). Paises ndrdicos apresentam solos
pobres em Se, resultando em forragens deficientes nesse mineral (JUKOLA et al.
1996). Estes mesmos autores relataram que a média de Se em amostras de feno na
Finlandia foi 0,014 mg por kg de MS (variou entre 0,002 a 0,048 mg por kg de MS) e em
amostras de cereais foi 0,007 mg por kg de MS (variou entre 0,002 a 0,085 mg por kg
de MS).

Nos Estados Unidos, onde ha regides consideradas seleniferas, as pastagens
podem chegar a 0,14 mg por kg de MS e os cereais a 0,66 mg por kg de MS (COMBS,
2001). De acordo com Catéania et al. (2009), nos Estados Unidos, 99% da populagcéo
tém concentragdes séricas de Se acima do necessario para maximizar a atividade da
glutationa peroxidase, portanto, a suplementacdo com Se € deshecesséaria e,
possivelmente, pode ser danosa ao organismo.

No Brasil, amostras de milho apresentaram teores de Se que variaram de 0,01 a
0,05 mg por kg de MS. Essa quantidade é considerada baixa quando comparada a
outra matéria-prima muito usada na fabricacdo de concentrados para bovinos, o farelo
de soja. Tal composto pode apresentar teores de Se que variam de 0,20 e 0,40 mg Se
por kg de MS. Quando se trata de volumosos, os teores de Se variam
consideravelmente, ficando entre 0,01 a 0,12 mg Se por kg de MS (MEYER et al.,
1995).

2.1.3 Selénio e Resposta Produtiva

As recomendacdes para suplementacao de Se para bovinos leiteiros varia entre
0,1 a 0,3 mg por kg de MS, independente da idade e estado fisioldgico do animal, ndo

sendo feito referéncia quanto a forma com que o Se é suplementado, ou seja, se o
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mesmo € de origem organica ou inorganica (NRC, 2001; GOFF, 2006). No entanto,
McDowell (1996) reportou que o0s requerimentos de Se sao maiores quando
leguminosas estdo presentes na dieta, visto que a quantidade de enxofre ingerido é
mais alta, havendo uma baixa inclusdo de vitamina E na dieta. Este mesmo autor
afirmou ainda que a elevada producdo de acidos graxos insaturados pode elevar a
concentracao de peréxidos, necessitando aumentar as concentracfes de Se na dieta
para auxiliar na acao antioxidante do organismo.

De acordo com Wang et al. (2009), os quais suplementaram 28 vacas da raca
Holandesa com 0, 0,15, 0,30 e 0,45 mg por kg de MS de Se levedura (Saccharomyces
cerevisiae CNCM 1-3060) durante 45 dias, ndao houve diferencas significativas para
producdo de gordura, proteina e lactose. Este mesmos autores constataram que 0s
animais que receberam 0,15 e 0,30 mg por kg de MS de Se levedura elevaram a
producdo de leite e a concentracdo de propionato ruminal (P<0,05), sugerindo que as
leveduras ricas em Se melhoram a flora microbiana ou auxiliam as enzimas digestivas,
visto que a ingestdo de MS destes tratamentos ndo se elevou quando comparados aos
tratamentos que receberam 0 e 0,45 mg por kg de MS de Se levedura.

Juniper et al. (2006) néo verificaram diferencas significativas para a gordura,
proteina, lactose, e CCS em vacas sendo suplementadas com 0,15, 0,27, 0,33 e 0,40
mg por kg MS de Se levedura (Saccharomyces cerevisiae CNCM [-3060) e 0,25 mg por
kg MS de selenito de sédio. Heard et al. (2007) ao suplementar 0, 4, 8, 12 e 16 mg por
dia de Se levedura (Saccharomyces cerevisiae CNCM [-3060) durante a primavera
(vacas em pico de lactagdo) ndo encontraram diferencas significativas para gordura,
proteina, lactose e CCS. No entanto, quando os mesmos animais foram avaliados no
outono (média de 238 dias em producado) os tratamentos que receberam 12 e 16 mg
por diade Se levedura produziram 5,01 e 5,00% de lactose, respectivamente. Este valor
€ significativamente maior que o produzido pelos animais que receberam 0 e 4 mg por
dia (4,85 e 4,78%, respectivamente). Os animais que receberam 8 mg por dia de Se
levedura produziram 4,95% de lactose, sendo este valor estatisticamente igual aos
demais tratamentos.

De acordo com Hemken et al. (2007), vacas da raca Holandesa que receberam

dietas com adicdo de Se levedura (Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-3060)
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apresentaram ingestdao de MS significativamente maior (22.2 kg vs 20,8 kg) quando
comparado aos animais que receberam selenito de sodio, porém a elevacdo no
consumo nao se traduziu em aumento na producédo de leite. Esses mesmos autores
afirmam que a biodisponibilidade do Se orgéanico é cerca de duas vezes maior quando
comparado ao selenito de sodio, aumentando assim a eficiéncia imunoldgica dos
animais.

Lacetera et al. (1996) verificaram aumentos significativos na producédo de leite,
de 24,5 para 27,7 kg por dia, 12 semanas pos-parto, em vacas suplementadas
diariamente com 30 mg de selenito de sddio quando comparadas a vacas nao
suplementadas. Efeito positivo da suplementacdo com Se inorganico na producédo de
leite também foi verificado por Fisher et al. (1980).

No entanto, a suplementagcdo com Se nem sempre resulta em aumento da
producdo animal. Gierus et al. (2002) verificaram que a suplementacdo de vacas de
leite com selenito de sédio influenciou o teor de Se no leite e plasma, mas ndo houve
incrementos na producéo de leite, assim como ndo houve alteragdo na composi¢ao do
leite. A atividade da glutationa peroxidase ndo aumentou significativamente além da
dose de Se considerada adequada para bovinos leiteiros, representada pelo segundo
nivel de suplementacdo neste experimento, que foi de 0,20 mg Se por kg MS (4 mg por

animal por dia).

2.1.4 Selénio e Resposta Imune

De acordo com Catania et al. (2009), no processo celular de obtencéo de energia
(cadeia respiratoria) ocorre uma sequéncia de reacdes geradoras de
eletronegatividade, onde o oxigénio € o aceptor final de elétrons. Dessa sequéncia
oxidativa resultam compostos como o0 anion superéxido, o radical hidroperoxila, o
peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila que, de forma conjunta, sdo denominados
espécies reativas de oxigénio. O termo radical livre € empregado quando um atomo ou

uma molécula apresentam um ou mais elétrons ndo pareados, constituindo-se espécies
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instaveis, com meia-vida muito curta e que reagem rapidamente com diversos alvos
celulares.

Reacfes oxidativas ocorrem, portanto, fisiologicamente no organismo, porém,
sdo contrabalancadas pela acdo de antioxidantes tanto endégenos como provenientes
da dieta. O desequilibrio no estado de o6xido-reducao, em favor das reacdes pro-
oxidativas, que causam dano celular, € chamado de estresse oxidativo. O organismo €&
dotado de mecanismos para manter o equilibrio entre compostos pré e antioxidantes.
Quando hé insuficiéncia do potencial antioxidante em contrabalancar aumentos na
formacdo de espécies reativas de oxigénio, hd danos oxidativos celulares. Dos
mecanismos de defesa antioxidante para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse
oxidativo, participam enzimas endogenas (superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase) e outras substancias disponiveis na dieta, como os carotenoides, o alfa-
tocoferol, o acido ascorbico e compostos fendlicos, entre outros. O sistema enzimatico
representa a primeira defesa antioxidante enddgena contra as espécies reativas de
oxigénio. No entanto, para impedir os danos celulares decorrentes de estresse oxidativo
persistente, o aporte exogeno de substancias com potencial antioxidante é de
fundamental interesse (CATANIA et al., 2009).

De acordo com Goff (2006), os niveis de glutationa peroxidase no soro
apresentam alta correlacdo com as concentragfes do Se dietético. Este mesmo autor
afirma que a vitamina E também pode neutralizar os peréxidos, mas a a¢édo da vitamina
E fica limitada as membranas celulares. O Se, por sua vez, pode poupar vitamina E,
capturando radicais livres antes que eles cheguem as membranas celulares.

No periodo periparturiente, menor frequéncia das infec¢des intrauterinas e na
glandula mamaria tém sido relacionadas com a suplementagéo de Se e vitamina E. Na
lactacdo, a maior incidéncia de alta contagem de células somaticas tem sido
relacionada com a deficiéncia de Se (PASCHOAL et al., 2003).

Thatcher (2006), em pesquisa realizada na Florida durante o verao, utilizou dois
tipos de dietas, uma com Se organico (Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-3060) e
outra com Se inorganico (selenito de sodio). Verificou-se que o Se organico melhorou
significativamente (P<0,05) a taxa de prenhes no segundo servi¢co, a saude uterina, a

funcdo neutrdfila e a resposta imune.
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Sanchez et al. (2007) avaliaram os efeitos da suplementacdo de selenato de
bario (1 mg de Se por kg de peso corporal via injecdo subcutanea) na resisténcia a
mastite clinica de cabras leiteiras criadas em solos pobres em Se. Foram realizados
testes microbiolégicos, o California Mastitis Test (CMT) e analises para deteccdo de
mastite clinica (formacdo de grumos no leite, rubor, edema e calor do ubere). Como
resultado, os autores ndo encontraram diferengcas na composi¢cdo do leite, porém,
encontraram incremento significativo da acdo da glutationa peroxidase, apresentando
efeitos benéficos na lactacdo subsequente. Além disso, a CCS e a incidéncia de mastite
clinica foi significativamente menor no grupo tratado com Se, concluindo que a
suplementacdo de Se é indispensavel para prevencdo de mastite, principalmente em
areas deficientes deste mineral no solo.

O processo inflamatoério da glandula mamaria pode se manifestar nas formas de
mastite clinica, com alteracfes visiveis da glandula mamaria e ou da secrecdo, ou
mastite subclinica, sem alteracfes visiveis (COSTA et al.,, 1995). Pode apresentar
natureza fisiolégica, traumatica, alérgica, metabdlica, e infecciosa, sendo esta Ultima a
mais importante, pois numerosos microrganismos tem sido isolados da glandula
mamaria (COSTA, 2001).

A prova mais utilizada para detectar a mastite clinica € o TAMIS (teste da caneca
de fundo preto). Para diagnosticacdo da mastite subclinica, recursos indiretos se fazem
necessarios. O California Mastitis Test (CMT) &€ um método de avaliacdo da quantidade
de células sométicas do leite e se baseia na atuacdo de um detergente aniénico sobre a
membrana celular, que provoca a sua ruptura, liberacdo dos acidos nucleicos e a sua
gelificacdo com o detergente (ROSENBERG, 1983).

De acordo com Fagliari et al. (1983), amostras reagentes ao CMT nos graus 1+,
2+ e 3+ concordaram com o exame bacteriologico em 22,4%, 74,4% e 85,6%,
respectivamente. A mastite subclinica € 15 a 40 vezes mais prevalente que a forma
clinica. Usualmente a mastite clinica € de longa duracéo, reduz significativamente a
producdo e leite, altera a composicdo do leite e constitui-se de importante fonte de
infeccdo de patdgenos que podem provocar a sua disseminagao no rebanho (PHILPOT;
NICKERSON, 1991). Estima-se que para cada caso clinico da enfermidade ocorram 35
casos de mastite subclinica (FONSECA e SANTOS, 2000).
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A glandula mamaria, por sua vez, é protegida por um sistema complexo de
mecanismos de defesa primario e secundario. Os mecanismos de defesa primarios sao
agueles que impedem a entrada de patdégenos pelo esfincter do teto, os quais possuem
propriedades defensivas como um mecanismo de oclusdo relativamente eficiente, a
roseta de Furstenberg, e ainda proteinas bactericidas (PRESTES et al., 2002). Os
mecanismos de defesa secundarios incluem componentes quimicos, celulares e
imunoldgicos localizados dentro da glandula mamaria (PARK e LINDBERG, 2006).

A imunidade celular & conferida pelos leucécitos que incluem: granuldcitos
(neutrdéfilos  polimorfonucleares-PMN, basofilos e eosindfilos), fagocitos, linfécitos
(células T e células B) e mondcitos (GIRAUDO, 1996). Uma vez que 0 agente
atravessou o canal do teto e alcanca a cisterna mamaria, passa a atuar especialmente
os fatores sollveis e as células fagociticas da imunidade inespecifica.

Cerri et al., (2008), estudando a influéncia de duas fontes de Se (organica e
inorganica) utilizadas na dieta de vacas da raga Holandesa (inclusdo de 0,3 mg Se por
kg de MS), observaram que ndo houve diferencas no status de Se no sangue, saude
uterina, taxa de fertilizagdo e qualidade embrionaria. No entanto, tal pesquisa foi
realizada com os animais recebendo dietas ja contendo o nivel basal de Se
recomendado, 0 que pode explicar a auséncia de resultados, visto que fontes organicas
apresentam-se mais eficientes em casos de deficiéncia crénica ou em periodos de
suplementacéo ineficiente (GIERUS, 2007).

Os principais microrganismos (agentes etioldgicos) da mastite foram
convencionalmente classificados, quanto a sua origem e modo de transmisséo, em dois
grupos: microrganismos contagiosos ou transmissiveis, transmitidos principalmente
durante a ordenha, que sdo aqueles também chamados “vaca-dependentes”, presentes
principalmente no corpo do animal com ou sem mastite; e os chamados microrganismos
ambientais, ubiquitarios, presentes no ar, cama, agua e fezes. Estdo incluidos no
primeiro grupo: Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus
aureus e outros Staphylococcus spp e Corynebacterium bovis. No segundo grupo
encontram-se: Streptococcus uberis e 0s outros estreptococos, a excecdo dos ja
citados, bactérias da familia Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Enterobacter sp,

Klebsiella sp, Serratia sp etc.), Arcanobacterium pyogenes, Pseudomonas sp e outros
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microrganismos ubiquitarios tais como fungos, principalmente leveduras e ainda algas
aclorofiladas (Prototheca sp) (MULLER, 2002).

Malbe et al. (2005) afirmaram que, para que haja uma resposta imune efetiva
contra o desenvolvimento bacteriano, vacas devem ser suplementadas com Se, ou
seja, sdo animais selenodependentes. Estes mesmos autores, visando elucidar o papel
do Se nos mecanismos de defesa da glandula mamaria contra Staphylococcus aureus,
suplementaram seis vacas com 4 mg de Se levedura (Saccharomyces cerevisiae
CNCM 1-3060) por um periodo de 8 semanas. As vacas do tratamento controle
receberam a mesma quantidade de levedura, porém, livre de Se em sua dieta. Todas
as vacas antes do inicio do experimento tinham contagem de células somaéticas
relativamente baixa (<300.000 células por mL de leite), exames bacterioldgicos
negativos e atividade da glutationa peroxidase no sangue inferior a 1,02 microkat por
grama de Hb. Os resultados desta pesquisa demonstraram que as vacas que nao
receberam suplementacdo com Se apresentaram desenvolvimento de S. aureus. Por
outro lado, 50% dos animais suplementados com Se orgéanico inibiram o crescimento
bacteriano, sendo que o efeito inibitério foi mais profundo em animais que tiveram

atividade da glutationa peroxidase acima de 4 microkat grama de Hb.

2.1.5 Selénio e Estresse Térmico

O estresse térmico, além de acarretar mudancas nas reacdes fisioldgicas e
comportamentais, também desencadeia alteragbes agudas e crbnicas nas
concentracdes plasmaticas de cortisol e hormonios tireoidianos, triiodotironina (T3) e
tiroxina (T4). Esses hormonios regulam uma variedade de processos envolvidos no
desenvolvimento, diferenciagdo, crescimento, reproducéo e adaptacdo as mudancas no
meio ambiente (ARCARO, 2005). O Se, por sua vez, tem importante papel na atividade
dos hormonios tireoidianos atraveés da selenoproteina 5’deiodinase, a qual converte o
hormdnio inativo tiroxina (T,4) para Triiodotironina (T3) em condi¢Bes de estresse térmico
(HEBRAHIMI et al., 2009).
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Lovem (1988) e Mitchell e Russo (1983) afirmam que alguns dos efeitos
deletérios da temperatura elevada € o aumento da producdo de oxigénio celular
derivado de radicais livres. Estes radicais livres, quando presentes em quantidades
maiores que as toleradas pela célula, provocam danos ao DNA, as proteinas e
peroxidacdo lipidica. Evidéncias sugerem ainda que o aumento da concentracdo de
radicais livres, provocadas pela elevacdo da temperatura ambiente, pode afetar o
desenvolvimento embrionario e causar lesédo no epitélio mamario, contribuindo para
elevacdo da contagem de células somaticas e ocorréncia de mastites, além de um
decréscimo na producéo de leite (ELVINGER et al, 1992; JOHNSON et al, 1991).

Em situacdes que os bovinos leiteiros ndo conseguem manter a homeotermia
instala-se o0 estresse térmico, o qual provoca mudancas comportamentais seguida de
alterac0es fisiologicas. Dependendo do nivel de estresse, ha diminuicdo nas secrecdes
dos hormonios do crescimento, tiroxina e trilodotironina, com consequente declinio na
producdo de leite, sobretudo nos estadios iniciais da lactacdo. Essas alteracdes
metabolicas possibilitam o equilibrio de certas funcdes orgéanicas relacionadas a
termorregulacdo, porém, podem ocorrer prejuizos aos processos de sintese e secrecao
do leite (MORAIS et al., 2008).

Segundo Silanikove (2000), o estresse caldrico atua no hipotalamo estimulando a
saciedade e inibindo a fome, o que induz o animal a reduzir o consumo de alimento.
Neste sentido, o NRC (2001) descreve que, em condices de estresse caldrico ha uma
gueda no consumo de matéria seca (MS) de até 55%, quando comparado ao consumo
em temperaturas dentro da zona de conforto, aumentando com isso de 7 a 25% as
exigéncias de mantenca. Além disso, tal estresse eleva a producéo de radicais livres no
organismo, comprometendo o sistema imune do animal, o qual leva a aumento na
ocorréncia de mastites, contagem de células sométicas entre outros (ROUSSEL, 1969).

De acordo com Armstrong (1994), a prioridade para manter a temperatura
corporal dentro dos limites normais impera sobre as func¢des produtivas, como a
lactacdo. Este mesmo autor afirmou que as respostas de vacas lactantes ao estresse
térmico incluem (1) reducdo na ingestdo de MS, producédo e porcentagem de gordura
no leite, (2) aumento das necessidades de manutencédo, (3) diminuicdo da atividade,

especialmente durante o dia, (4) aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria, (5)
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temperatura corporal elevada e (6) aumento da taxa de sudorese e aumento do
consumo de agua.

A faixa de temperatura na qual os animais encontram-se em conforto térmico é
denominada de zona de termoneutralidade. Nesta faixa, 0s animais ndo sofrem
estresse por frio ou calor e o sistema termorregulador ndo é acionado, seja para fazer
termolise (perda de calor enddgeno) ou termogénese (producdo de calor), mantendo
uma variagdo normal de temperatura corporal e de frequéncia respiratoria. O apetite €
normal, assim, o gasto de energia para manutencdo € minimo, resultando em maxima
eficiéncia produtiva. Os limites da zona de termoneutralidade séo a temperatura critica
inferior, abaixo da qual o animal entra em estresse pelo frio, e a temperatura critica
superior, acima da qual a situacao é de estresse pelo calor (BACCARI JR., 2001).

De acordo com Morais et al. (2008), animais da raca Holandesa requerem
temperaturas ambiente entre 5 e 18 °C para a maxima expressdo de seu potencial
genético. Huber (1990), por sua vez, considerou como adequadas para o conforto
térmico de vacas Holandesas em lactagdo temperatura do ar entre 4 e 26 °C. Fuquay
(1997) afirmou que para o gado europeu o valor da temperatura critica maxima entre 25
a 27 °C. Ja para Naas (1989), em funcdo da umidade relativa do ar e radiacdo solar
local, a faixa de termoneutralidade de vacas da raga Holandesa em lactacdo poderia
ser restringida em termos de temperatura do ar, entre 7 C e 21 C.

O somatério do calor metabdlico e do calor adquirido do ambiente cria fluxos de
calor variaveis que visam manter o equilibrio térmico entre os corpos. De acordo com
Silva (2000), o animal e o ambiente permutam calor nas formas sensivel (através da
radiacdo, conducado e convecc¢ao) e latente (através da vaporizacdo da agua).

A perda de calor sensivel necessita de um gradiente térmico para seu
fracionamento, e dentro da zona de conforto para bovinos leiteiros representa 75% das
perdas de calor. Em condi¢cbes de temperaturas elevadas € acionado o mecanismo de
transferéncia de calor por processos evaporativos, podendo chegar a 80% do calor total
trocado (SILVA, 2000).

Quando os mecanismos de termalise ndo séao eficientes, a soma da producéo de
calor metabdlico com a fragdo de calor absorvida do meio passa a ser maior que a

quantidade de calor eliminada pelas vias latente e sensivel e, em consequéncia, 0s
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animais passam a estocar calor, aumentando sua temperatura retal. Sob essas
condicles, a termolise evaporativa é o Unico meio efetivo de dissipacdo do excesso de
calor corporal (MAIA e SILVA, 2005).

Taxas de evaporacdo cutanea e respiratéria de vacas em lactacdo foram
medidas por Maia et al. (2008) em condi¢cbes tropicais, onde observaram que um
aumento da temperatura de 10 T para 36 € e queda da umidade relativa de 90 para
30%, fez com que aumentasse a evaporacdo respiratéria de 5 para 57 W por m® e a
evaporacdo na superficie corporal passou de 30 para 350 W por m? Estes dados
comprovam que a eliminacdo do calor latente é o principal mecanismo de perda de
energia térmica sob altas temperaturas (> 30 €), e a evaporacdo cutanea é
responsavel por 85% da perda total de calor.

Segundo Baccari Jr. (2001) as variaveis fisiolégicas mais relevantes para
determinacdo do estresse calérico de animais sdo a frequéncia respiratoria,

temperatura retal e temperatura superficial.

Frequéncia Respiratoria (FR)

A maioria das espécie de animais homeotermos utiliza a frequéncia respiratoria
como meio evaporativo de perda de calor a fim de manter a homeotermia cada vez que
a temperatura ambiente ultrapasse os limites desejaveis (BROWN-BRANDL et al.,
2003).

O aumento da frequéncia respiratoria por um periodo de tempo, caracteriza-se
por um método eficiente de perda de calor, entretanto se esse mecanismo passa a ser
exigido por um periodo prolongado, pode interferir na ingestdo de alimentos e
ruminacao, proporcionar aumento do calor endégeno em funcéo da atividade muscular
(ofegacdo), desviar energia de outros processos metabdlicos; o aumento da frequéncia
respiratoria causa diminuicdo da pressdo parcial de CO, (pCO;) no sangue,
consequentemente ocorrera diminuicdo da concentracdo de acido carboénico, resultando
em alcalose respiratoria (BENJAMIN, 1981).

Em condi¢fes de termoneutralidade, a frequéncia respiratoria normal da vaca em

lactacdo varia de 18 a 28 movimentos por minuto (mov/min) e comeca a elevar-se
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significativamente a partir da temperatura critica maior que 26 T (ANDERSON, 1988),
podendo ultrapassar os 160 mov/min. Para Hahn e Mader (1997), frequencia
respiratoria em torno de 60 mov/min indica animais em situagdo de conforto térmico,
acima de 120 mov/min estdo sob carga excessiva de calor e, em situacdes que a FR

ultrapassar 160 mov/min, 0s animais encontram-se em situagédo de emergéncia.

Temperatura Retal (TR)

O equilibrio entre o ganho e a perda de calor do organismo resulta na
temperatura corporal. Segundo Baccari Junior (2001), o calor necessario para manter a
temperatura deriva do metabolismo e da absor¢ao da radiagdo solar direta ou indireta.
Mota (1997) afirmou que o equilibrio entre 0 ganho e a perda de calor do corpo pode
ser entendido pela TR, sendo esta medida usada frequentemente como indice de
adaptabilidade fisiolégica aos ambientes quentes, pois seu aumento mostra que 0s
mecanismos de liberacdo de calor tornaram-se insuficientes para manter a
homeotermia.

McDowell et al. (1954) evidenciaram que a TR normal aceita para todas as ragas
bovinas € de 38,3 T, com alguma variacdo de acordo com a raca, idade, estagio de
lactacao, nivel nutricional e estagio reprodutivo. Segundo Kolb (1987), a TR média para
bovinos acima de um ano é de 38,5 +/- 1,5 C. Esta temperatura é mantida mediante
regulacdo cuidadosa do equilibrio entre a formacdo de calor e sua liberagcdo do
organismo. Ja Stober (1993) afirma que a temperatura retal normal da vaca leiteira, em
termoneutralidade e em repouso, varia, geralmente, entre 38,0 T e 39,5 TC.

Thatcher (2006), em pesquisa realizada na Floérida durante o verdo, utilizou dois
tipos de dietas, uma com Se organico (Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-3060) e
outra com Se inorgéanico (selenito de sddio). Este autor afirma ainda que a temperatura
retal das vacas multiparas que receberam Se organico manteve-se adequada (< 39,5

) e a producgédo de leite melhorou significativamen te durante os meses de verao.
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Temperatura de Pelame (TP)

O pelame dos animais possui fungbes adaptativas, sendo elas (1) isolamento
térmico — efeito do pelame nos processos de termolise de origem puramente fisica,
como conducdo, conveccdo e radiacdo; (2) termdlise evaporativa — esse efeito ocorre
através da formacdo de um “colchdo” de ar entre a pele Umida e o ar ambiente,
dificultando o processo de evaporacdo, processo que esta associado a conveccao; (3)
atributos termorreguladores correlacionados — caracteristicas do pelame que sao
associadas a mecanismos termorreguladores, como a associagdo entre o tipo de
pelame e as dimensdes e nivel de atividade das glandulas sudoriparas; (4) atributos
ndo termorreguladores associados — associacdo do pelame com producdo, ganho de
peso, reproducdo e outras caracteristicas néo ligadas diretamente a termorregulacéo
(SILVA, 2000).

A temperatura de superficie corporal depende, principalmente, das condi¢bes
ambientes de umidade e temperatura do ar e vento, e das condic¢des fisiolégicas, como
vascularizacdo e evaporacdo pelo suor. Assim, contribui para a manutencdo da
temperatura corporal mediante trocas de calor com o0 ambiente em temperaturas
amenas. Os bovinos dissipam calor para o ambiente através da pele por radiacao,
conducao e convecgao, ou seja, perda de calor sensivel (CUNNINGHAN, 1999).

O estresse térmico imposto pelo ambiente depende da carga térmica interna e de
fatores que governam a troca de calor. Estes ultimos sdo dependentes dos gradientes
de temperatura e de presséo de vapor da atmosfera e da resisténcia ao fluxo de calor
entre estes gradientes, e bovinos alcancam o equilibrio térmico em ambientes quentes
preferencialmente por vasodilatacdo periférica, e, entdo, por evaporacdo da agua na
respiracdo ou na superficie cutdnea (HUTCHINSON e BROWN, 1969; KOVARIK,
1973).
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3. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida entre 28 de novembro de 2008 e 01 de abril de 2009
nas dependéncias do Centro de Analise e Pesquisa Tecnologica do Agronegdcio
Bovinos de Leite, pertencente ao Instituto de Zootecnia, localizado no municipio de
Nova Odessa/SP. A regido de Nova Odessa situa-se na latitude 22 ° 46’39” Sul e
longitude 47 ° 17'45” Oeste, com altitude média de 570 m. Segundo a classificacdo de
Kdppen, o clima € do tipo CWa, tropical, com inverno relativamente seco e verdo quente
e chuvoso. A precipitagdo pluviométrica é de 1.317 mm por ano e a temperatura oscila
entre 10 T e 35 C, com meédia de 26 T. A média an ual da umidade relativa do ar é de

aproximadamente 75%.

3.1 Animais e Instalacdes

Para as avaliagdes dos tratamentos foram utilizadas 24 vacas em lactacéo, 18 da
raca Holandesa Preto e Branco, e seis Pardo Suica, com peso médio de 600 kg e
producdo meédia diaria de leite 18 kg. As 24 vacas foram pareadas pelas caracteristicas
de raca, estagio e ordem de lactagcdo, sendo formado dois grupos de animais
(tratamentos). Para tanto, procedeu-se o sorteio dos 12 animais de cada par para cada
tratamento, sendo o delineamento experimental de blocos pareados ao acaso
(Randomized Paired Design).

Durante o periodo experimental, os animais permaneceram em instalacéo do tipo
free-stall com 36 m de comprimento e 12 m de largura, laterais abertas, com corredor
central de 2,5 m, pé direito de 3,80 m, area de circulacdo de 2,90 m? por animal, piso de
concreto e telhado de duas aguas com cobertura de telha de barro. A linha de
alimentacdo compreendia toda extensdo do galpdo, que era guarnecido com seis
bebedouros de alvenaria e 28 camas de descanso (1,10 m de largura e 2,12 m de

comprimento).
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3.2 Tratamentos e Dietas

Os 24 animais utilizados foram divididos em dois grupos de 12 através de

pareamento e sorteio. Cada grupo recebeu um dos seguintes tratamentos:

1. Dieta com adicao de Selénio inorganico (Se inorganico);

2. Dieta com adicéo de Selénio organico (Se organico).

Antes do inicio do experimento foram coletadas amostras dos alimentos, as
quais foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 55 T durante 72 h. Em
seguida, todas as amostras foram moidas em peneira de 2 mm, retirando-se uma sub-
amostra para anédlise de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e
matéria mineral (MM), segundo AOAC (1990). Também foram realizadas as analises de
fibora em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) de acordo com a
metodologia proposta por Goering e Van Soest (1970).

Cada tratamento recebeu uma fonte especifica de Se misturada a mesma dieta
basal, balanceada segundo recomendacdes do NRC (2001). A dieta foi fornecida na
forma de mistura total, permitindo sempre uma sobra de 10% com o objetivo de nao
limitar o consumo voluntario. Na Tabela 1 apresentam-se o0s ingredientes e a

composicado quimica das dietas experimentais.
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Tabela 1. Ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais (valores expressos em
porcentagem da matéria-seca).

Ingredientes Dieta (%)
Silagem de milho 53,6
Milho triturado 18,4
Farelo de soja 6,0
Caroco de algodao 10,8
Nucleo proteico* 11,2

Composic¢do Quimica

MS (%) 54,56
PB (%) 17,55
EE (%) 4,70

MM (%) 7,78

FDN (%) 38,87
FDA (%) 24,94
NDT (%) 78,22
Selénio (mg por kg de MS)** 0,2778

* Composicéo do produto: matéria seca (MS) 92%; proteina bruta (PB) 40%; nutrientes digestiveis totais (NDT)
60%; extrato etéreo (EE) 1,8%; Calcio (Ca) 45 g/kg; Fosforo (P) 14 g/kg; magnésio (Mg) 10 g/kg; potassio (K)
10 g/kg; sodio (Na) 16 g/kg; enxofre (S) 12 g/kg; zinco (Zn) 520 mg/kg; cobre (Cu) 180 mg/kg; manganés (Mn)
145 mg/kg; iodo (1) 10 mg/kg; selénio (Se) 2,5 mg/kg; cobalto (Co) 10 mg/kg; ferro (Fe) 360 mg/kg; vitamina A
30000 unidades internacionais (Ul) por kg; vitamina D3 1500 Ul/kg; vitamina E 500 Ul/kg.

** No tratamento Se inorganico a fonte de selénio foi selenito de sédio (45% de Se elementar). No tratamento

Se organico o selenito de sédio foi substituido por selénio levedura — Sel-Plex® (Saccharomyces cerevisiae
CNCM 1-3060) da Alltech® (0,1% de Se elementar).

Os animais comeram, em média, 18 kg de MS por dia onde 53,7% era composto
por volumoso e 46,3% por concentrado e eram oferecidas duas vezes ao dia (as 7 e 16
h).

A guantidade de Se na dieta experimental foi, aproximadamente, 5,198 mg por
vaca por dia, onde 5 mg provieram da suplementacdo de selenito de sédio ou Se
levedura e 0,198 mg do Se presente naturalmente nos alimentos concentrados e

volumosos que compuseram a dieta.
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3.3 Coleta de Dados

3.3.1 Producéo de leite

Durante o periodo experimental, 124 dias de lactacdo, os animais foram
ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia (6 h e 30 min e as 15 h), tendo suas
producdes registradas. A sala de espera e de ordenha podem ser visualizadas nas
Figuras 1 e 2.

-

Figura 1. Sala de espera.



23

Figura 2. Sala de ordenha.

3.3.2 Determinacéo do Selénio no Leite

Para determinac&o dos teores de Se no leite foram colhidas trés amostras por
animal (inicio, meio e fim do experimento). As analises foram realizadas no Laboratério
de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias/lUNESP
— Jaboticabal, e os teores totais de Se no leite foram determinados nas amostras
segundo procedimento previamente desenvolvido e descrito por Silva et al. (2001),
empregando-se o forno com radiagdo micro-ondas modelo Multiwave 3000 Microwave
Reaction System, Anton Paar GmbH — Graz (Austria) equipado com vasos de PTFE-
TFM (politetrafluoretileno, modificado) para mineralizagcdo das amostras.

A uma aliquota de 5,0 g da amostra de leite foi adicionado 2,0 mL de H202 (30%
m/m) e 4,0 mL HNOs concentrado suprapur (Merck) P.A. (para analise), e em seguida
submetida a digestdo em aparelho de micro-ondas conforme programa de aguecimento

abaixo (Tabela 2).
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Tabela 2. Programa de aquecimento empregado na digestdo acida de leite assistida por radiagdo micro-
ondas.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min) Ventilagéo
1 90 10 (1) fraca
2 130 15 (1) fraca
3 1400 15 (3) forcada

Apos a digestdo, as amostras foram diluidas a 25 mL com &agua ultrapura, as
concentracdes de Se foram determinadas pelo instrumento espectrédmetro de absor¢cao
atbmica equipado com modulo de forno de grafite (GF-AAS) Thermo Electron
Corporation modelo Series Solar, equipado com amostrador automatico e corretor de
fundo realizado por lampada de deutério, conforme parametros abaixo descritos
(Tabela 3). Foram usados tubos de grafite protegidos piroliticamente com aquecimento
longitudinal.

Como fonte de radiacdo foi utilizada l|ampada de catodo oco (HCL)
monoelementar para a deteccdo de Se e o comprimento de onda selecionado foi 196,0
nm e largura da fenda 0,5 nm.

Foi usada mistura de solu¢gbes de modificadores quimicos (1000 mg por L) de Pd
e Mg a qual foi preparada a partir de solucdo estoque de 10.000 por L de Pd (NO3), e
Mg(NO3), acidificada em 10 % de HNOs.

Tabela 3. Pardmetros de operagdo do GF-AAS na determinacdo de Selénio nas amostras de leite bovino.

Fluxo de gas
Fase Temperatura ( °C) Rampa (°C s'l) Tempo (S) argonio (L min 'l)
Secagem 1 a0 20 3 0,3
Secagem 2 130 1 40 0,3
Pirdlise 1400 100 8 0,3
Atomizacao 2500 0 3 0

Limpeza 2600 0 3 0,3
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3.3.3 Composicéo e Contagem de Células Sométicas do Leite

Semanalmente (tercas-feiras) foram colhidas amostras individuais de leite para a
determinacdo dos componentes (gordura, proteina, lactose, extrato seco
desengordurado e sdlidos totais) e CCS. As concentracbes de gordura, proteina,
lactose, extrato seco desengordurado e sélidos totais foram determinadas por absorcao
infravermelha utilizando-se o equipamento Bentley 200* (BENTLEY INSTRUMENTS,
1998). A CCS foi determinada por citometria de fluxo, utilizando-se o equipamento
Somacount 300* (BENTLEY INSTRUMENTS, 1998).

3.3.4 Mastite e Identificagdo Microbioldgica

Por um periodo de quatro dias antes do inicio do experimento (24 a 27 de
novembro de 2008) e na ultima semana experimental (23 a 26 de marco de 2009),
foram realizados os exames de TAMIS (caneca de fundo telado), de acordo com a
metodologia proposta por Radostitis (1994), e o California Mastitis Test (CMT), através
da metodologia descrita por Schalm e Noorlander (1957), para deteccdo da mastite
clinica e subclinica, respectivamente.

Nos mesmos dias foram colhidas amostras de leite assepticamente de todos os
guartos mamarios para identificacdo microbiolégica dos agentes causais da mastite.
Antes da colheita o quarto era lavado com agua e solucéo desinfetante, seco com papel
toalha descartavel e submetido a antisepsia com algoddo embebido em alcool iodado
(1000 mL de alcool 70% : 20 mL iodo 2,5%). A seguir, o leite (2 a 5 mL) era colhido e
congelado em frascos estéreis para analise.

As amostras foram cultivadas em &gar sangue contendo 5% de sangue
desfibrinado de carneiro, incubadas em aerobiose a 37 °C por 72 h com leituras as 24,
48 e 72 h, agar MacConkey, e incubadas a 37 °C por 48 h e 4gar Sabouraud dextrose
incubados a temperatura ambiente por 7 dias, para identificagcdo de fungos e leveduras.
As técnicas microbioldgicas para a identificacdo das bactérias foram empregadas

conforme descrito por Murray et al. (1999). Para identificacdo dos géneros
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Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e Corynebacterium sp. foi utilizada a prova da
catalase e o método de coloragdo de gram.

Para identificacdo da mastite clinica e subclinica e dos agentes causais da
mastite foram considerados 10 animais de cada tratamento, totalizando 20 animais e 10

pares.

3.3.5 Variaveis Climaticas

A temperatura de bulbo seco (TBS) e a umidade relativa do ar (UR) foram
registradas por meio de dois registradores digitais automaticos (Testo®, modelo
Testostor® 171 - Figura 3), posicionados um em cada tratamento, com intervalos de 15

minutos durante todo periodo experimental.

[ : ]
{testostor” 171 g
 E——.

—

Figura 3. Registrador digital utilizado nas medidas de temperatura e umidade
relativa do ar no interior do free-stall.

A variacdo média da TBS e da UR nas diferentes horas do dia e tratamentos
podem ser analisadas na Figura 4.
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Figura 4. Média da temperatura de bulbo seco (TBS) e umidade relativa do ar (UR) registrada a cada
hora nos tratamentos Se inorganico e Se organico no periodo de 29 de novembro de 2008 a 01 de abril
de 2009 em Nova Odessa/SP.

As 7 h os valores médios de TBS nos tratamentos Se inorganico e Se organico
foram, respectivamente, 21,07 € e 21,05 C, e fora m as menores temperaturas
observadas. Das 7 h as 14 h houve aumento da TBS, que chegou a 29,19 € e 29,18
T nos tratamentos Se inorganico e Se organico, respectivamente. Apos as 14 h a TBS
voltou a diminuir gradativamente até as 7 h.

A temperatura minima média observada durante todo o periodo experimental nos
dois tratamentos foi 15,95 C, e a temperatura maxi ma média encontrada nas mesmas
condicOes, 35,25 C. Estes dados atestam que 0s ani mais passaram por situacdes de
estresse por calor em determinados dias e horérios e, por outro lado, houve momentos
de termoneutralidade. No entanto, como a diferenca de TBS entre tratamentos foi muito
baixa, tais variagfes climéaticas ndo influenciaram nas respostas das demais variaveis
analisadas.

Com relacédo a UR, observou-se valores similares entre os tratamentos. No
entanto, durante o dia houve variacdes acentuadas, e o pico de umidade deu-se entre
as 5 h (80% para o tratamento Se organico e 83% para o tratamento Se inorganico), e
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0s menores valores ocorreram as 13 h (52% para o tratamento Se organico e 54% para
o tratamento Se inorgéanico) e 14 h (54% para o tratamento Se organico e 52% para o
tratamento Se inorganico).

A partir dos valores de TBS e UR foi calculado o indice de Temperatura e

Umidade (ITU), utilizando-se a equacéo descrita por McDowell e Johnson (1971):

ITU =ts - 0,55 (1-UR) (ts-58) (eq. 1)

Em que:

ts = temperatura de bulbo seco, em graus Fahrenheit (°F);

0,55 = constante;

1 = constante;

UR = umidade relativa do ar, expressa em valor decimal;

58 = constante.

Na Figura 5 sdo apresentados os valores meéedios do ITU a cada hora nos

diferentes tratamentos.
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Figura 5. Valores médios do indice de temperatura e umidade (ITU) registrado a cada hora nos
tratamentos Se inorganico e Se organico e o ITU normal de acordo com Wiersma (1990) citado por
Armstrong (1994).

O ITU demonstrou-se mais elevado nos horarios que compreendem das 10 as 21
h. Entre tratamentos o ITU apresentou pouca diferenca, sugerindo que este fator néo
influenciou as demais variaveis analisadas na pesquisa.

Durante o periodo experimental, houve dias de ITU elevado, seguidos de dias
mais amenos. Tais variacbes super ou subestimam médias finais do ITU. Para
aumentar a precisdo e acuracia das analises, a TBS e UR foram aferidas a cada 15
minutos durante os 124 dias da pesquisa e geraram um total de 11.902 valores de ITU
(dois foram descartados em virtude dos dados estarem sendo descarregados dos data
loggers). Observou-se com esses resultados que, segundo a classificacdo proposta por
Wiersma (1990) e citada por Armstrong (1994), em 51,08% das vezes (6.077
observacdes) os animais estavam em ambientes 6timos, ou seja, ITU abaixo de 72. Em
39,20% das analises (4.666 observacdes) o estresse era considerado ameno (ITU entre
72 e 78) e em 9,72% dos casos (1.159 observacgfes) os animais estavam sujeitos ao

estresse moderado (ITU entre 78 e 88). Em nenhum momento da pesquisa 0s animais
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passaram por situacdes de estresse severo (89 a 98), e perigo (acima de 98), que esta

associado a morte do rebanho.

3.3.6 Variaveis Fisiologicas

Para avaliar os efeitos do Se orgéanico na dieta sobre o conforto térmico dos
animais foram tomadas a frequéncia respiratoria e as temperaturas de pelame e retal,
as 14 h, uma vez por semana (nos mesmos dias em que eram coletadas as amostras
de leite).

A frequéncia respiratéria (FR) foi aferida visualmente por meio da contagem de
movimentos do flanco direito de todos animais, durante 20 segundos. Depois de
registrada a FR em 20 segundos, os valores foram multiplicados por trés para se obter
o valor referente a um minuto.

A temperatura retal (TR) foi obtida através de termdmetro clinico digital (Figura
6), durante aproximadamente um minuto. Tal procedimento era realizado em todos os
animais, a seis centimetros de profundidade, e com o bulbo metélico do termdmetro em

contato com a mucosa retal.

Figura 6. Termémetro clinico veterinario utilizado para afericdo da TR.
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A TP foi mensurada a uma distancia de 0,5 m da cabeca, do dorso, da canela e
do Ubere, de todos os animais, por meio de termdémetro de infravermelho digital da

marca Fluke®, o qual pode ser visualizado na Figura 7, abaixo.

Vista lateral

Figura 7. Vista lateral e frontal do termémetro infravermelho digital
utilizado para afericdo da temperatura de pelame.

O calculo da TP foi realizado por meio da média ponderada de cada local aferido
(Figura 8), atribuindo-se peso de 10% para a cabeca, 70% para o dorso, 12% para a

canela e 8% para o Ubere, conforme metodologia descrita por Pinheiro et al. (2005).
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Figura 8. Locais de afericdo da temperatura de pelame (TP).

3.4 Anélise Estatistica

A andlise estatistica paramétrica, tal como a andlise da variancia, tem como
suposicdo a homogeneidade de variancias entre os grupos (ou amostras) a serem
comparados. Para testar a homogeneidade das variancias entre as distribuicbes das
variaveis para os dois tratamentos (Se inorganico e Se organico), adotou-se o Teste de
Levene (CONAGIN et al., 2009) com 95% de confianga . O Teste de Levene tem como
hip6tese nula Hy: 01 = 07 e hipétese alternativa Hy: 01 # 0o.

A andlise da variancia tem como suposicao a existéncia de distribuicdo normal
dos dados. Para testar a normalidade da distribuicdo dos dados das variaveis adotou-se
o Teste de Anderson-Darling (AD) que é um teste de aderéncia para modelos
continuos. A hipétese nula considera que existe normalidade na distribuicdo (Ho: Y tem
distribuicdo normal e H,: Y ndo tem distribuicdo normal), portanto variaveis em que a
estatistica AD apresentar valor de probabilidade (P) maior que 5% o teste é ndo

significativo e néo rejeita-se a hip6tese de normalidade.
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Os resultados referentes aos teste de homogeneidade e normalidade das
diferentes variaveis estudadas podem ser analisados no ANEXO.

O teste de Wilcoxon para dados pareados € um teste ndo paramétrico que nao
requer suposicdes sobre a distribuicdo dos dados. O Teste de Wilcoxon se baseia na
diferenca entre dois pares de medianas. Testou-se as hipdteses nula de Hp: mediana
Se inorganico = mediana Se organico e a hipotese alternativa de H,: mediana Se
inorganico # mediana Se organico, com 95% de confianca.

A comparacdo entre os efeitos médios dos tratamentos sobre a producdo e a
qualidade do leite e as variaveis fisiologicas foi realizada pelo teste F (com 95% de
confianca) da analise da variancia, considerando o modelo estatistico para o
delineamento de blocos pareados ao acaso (One-way Blocked ANOVA) com medidas
repetidas no tempo. Para tanto foram verificadas as suposi¢cdes da existéncia de
normalidade da distribuicdo e homogeneidade das variancias (ANEXO). Quando ndo
ocorreu normalidade dos dados foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para
dados pareados, conforme Conagin et al. (2009).

No modelo estatistico (equacdo 2) para o delineamento em blocos pareados
(One-way Blocked ANOVA) os pares tém efeitos aleatérios, ndo hé interagdes e ndo ha
repetices. Quando o tratamento possui apenas dois niveis, o teste F é similar ao teste
t pareado para testar a hipétese nula (Ho: u; = uz) tendo como hip6tese alternativa Hy:
us # Up.

Vi =u+Ti+ Bt g (eq. 2)

Onde, y; € a producéo total de leite para o tratamento i e para o par j, parai=1a
2eparaj=1a9;u(média) € a constante associada ao modelo, 1; é o efeito fixo do
tratamento i; Bj € o efeito aleatorio do par j; e €j € o erro experimental suposto NID (O,
o°) isto é, os desvios sdo normais e independentemente distribuidos com média 0 e
variancia o conforme Montgomery (2004).

Para avaliacdo da ocorréncia de agentes infecciosos da glandula mamaria e
variaveis qualitativas de mastite clinica e subclinica foram considerados 20 animais (10
de cada tratamento). O teste utilizado foi o qui-quadrado (x?) em nivel de significancia
de 5%.

As andlises estatisticas foram realizadas no software Minitab, versao 13.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 24 animais que iniciaram a pesquisa, quatro foram descartados devido a
problemas sanitarios (trés do tratamento Se inorganico e um do tratamento Se
organico). Dessa forma, trés pares foram excluidos das analises estatisticas,

totalizando 9 pares analisados durante os 124 dias de pesquisa.

4.1 Producéao de Leite

A variavel producao de leite apresentou normalidade na distribuicdo dos valores
pelo teste de Anderson-Darling e homogeneidade da variancia pelo teste de Levene a
5% de probabilidade (anexo). Em funcdo disso, realizou-se o teste F da analise da
variancia para comparar os efeitos dos tratamentos sobre a producéo de leite. Na
Tabela 4 sdo apresentados os valores das médias, medianas, desvios-padrdo (DP),
erros médios e probabilidade (P) da variavel producéo de leite registrada (sem corre¢cao
para gordura) e producéo de leite corrigida para 4% de gordura nos dois tratamentos
durante os 124 dias de pesquisa.
Tabela 4. Producéo de leite registrada (PL registrada) e corrigida para 4% de gordura (PL 4% de

gordura) de vacas recebendo selenito de sédio (Se inorganico) e selénio levedura (Se organico) durante
0s 124 dias experimentais.

Variavel Tratamento N Média Mediana DP Erro médio P
PL Se inorganico 9 2247,3 ns 2147,8 295,4 98,4
registrada . 0,95
Se orgéanico 9 2251,9 ns 2299,1 286 95,3
Se inorgénico
PL 4% de g 9 2233,8 ns 2134,9 293,6 97,8 039
gordura . ,
Se organico 9 2302,6 ns 2350,8 292,4 97,4

ns: N&o significativo pelo Teste F a 5% de probabilidade.

A producdao de leite registrada foi 2.247,3 kg e 2.251,9 kg para os tratamentos Se

inorganico e Se organico, respectivamente, sendo o resultado do teste F nao
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significativo a 5% de probabilidade (P<0,95). Portanto, ndo rejeitou-se a hipotese nula
de igualdade das médias de producdo total de leite. Diferencas nado significativas
também foram observadas para producéo de leite corrigida para 4% de gordura (2233,8
kg e 2302,6 kg de leite para os tratamentos Se inorganico e Se organico), sendo o valor
de P<0,39.

Juniper et al. (2006) avaliaram a suplementacdo da mesma cepa de levedura
utilizada nesta pesquisa (Saccharomyces cerevisiae CNCM [-3060) nos niveis de 0,15,
0,27, 0,33 e 0,40 mg por kg de MS, além de um tratamento com suplementacdo com
selenito de sddio (0,25 mg por kg MS), e néo verificaram diferencas significativas na
producéo de leite diaria, sendo, respectivamente, 31,3, 31,5, 30,4, 31,0 e 30,6 kg.

Wang et al. (2009), em estudo realizado na China, suplementaram 28 vacas da
raca Holandesa com 0, 0,15, 0,30 e 0,45 mg de Se por kg de MS provindo de levedura
(Saccharomyces cerevisiae CNCM [-3060) durante 45 dias e constataram maior
producédo (P<0,05) dos tratamentos que receberam 0,15 e 0,30 mg de Se por kg MS
quando comparados aos animais que receberam 0 e 0,45 mg de Se por kg de MS.
Efeito positivo da suplementacdo com Se na producdo de leite também foi verificado
por Thatcher (2006), que comparou as mesmas fontes de Se utilizadas nesta pesquisa.

Juniper et al. (2008), por sua vez, buscando estudar a tolerancia de vacas
leiteiras a suplementacédo de Se organico (Saccharomyces cerevisiae CNCM [-3060)
verificaram que a producgédo de leite diaria foi de 31,1 kg para os animais que receberam
3,4 mg Se por dia e 31,4 kg para os animais suplementados com 134,1 mg Se por dia
(10 e 20 vezes mais que 0s niveis maximos permitidos pela Unido Européia e pelo US
Food and Drug Administration, respectivamente), nao diferindo significativamente entre
Si.

Essa divergéncia de resultados ocorre pelo fato das pesquisas serem
desenvolvidas em diferentes regides mundiais, onde a concentracdo de Se no solo e,
consequentemente, nas plantas, € diferente. Além disso, existe divergéncias com
relacdo a fonte e quantidade de Se suplementar, dietas basais utilizadas, genética dos
animais, estagios de lactacdo, ambientes de producdo, entre outros fatores, que

contribuem para elevar a discordancia dos resultados.
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4.2 Qualidade do Leite

4.2.1. Selénio no Leite

A variavel Se no leite apresentou homogeneidade da variancia pelo teste de
Levene, mas ndo apresentou normalidade na distribuicdo pelo teste de normalidade de
Anderson-Darling a 5% de probabilidade.

Em funcéo da falta da normalidade, embora apresentando homogeneidade das
variancias, optou-se por ndo transformar os valores das varidveis e nem retirar 0os
outliers da analise e, por isto, o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para dados
pareados para comparar os efeitos dos tratamentos sobre a variavel Se no leite foi
aplicado (Tabela 5).

Tabela 5. NUumero de observagdes (N), média, desvio padrdo (DP), mediana, diferencas das medianas
(DM), nimero de observag8es utilizadas para aplicacdo do teste de Wilcoxon (N Teste), estatistica de
Wilcoxon (EW), probabilidade (P) e mediana estimada das diferencas (MED) da variavel selénio no leite
(Se leite) de animais recebendo selenito de sodio (Se inorganico) e Selénio levedura (Se organico).

Teste de Wilcoxon Pareado

Média Mediana DM

A pp : . NTeste EW P MED
(ug L™ (gL  (ugLh

Variavel Tratamento N

Se inorganico 27 6,499 3,829 554
Se leite 1,66 ns 27 223 0,421 1,208
Se organico 27 5,467 3,848 3,88

ns: ndo significativo pelo Teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade.

A variavel selénio no leite ndo foi afetada pelas dietas experimentais, sendo os
valores das medianas 5,54 ug por L e 3,88 ug por L para os tratamentos Se inorganico
e Se Organico, respectivamente. Esses resultados contestam o0s encontrados por
Juniper et al (2006), que ao suplementarem diariamente 40 vacas durante 35 dias com
Se levedura (Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-3060) e selenito de sédio, na dose de
4,28 e 2,25 mg por animal, encontraram maior concentracdo de Se no leite para o

tratamento que recebeu Se levedura.
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De acordo com a meta-analise desenvolvida por Ceballos et al. (2009), os
rebanhos americanos suplementados com 6 mg por dia de Se organico apresentam
maior concentracdo de Se no leite 75 dias ap6s o inicio das suplementacdo quando
comparado com animais suplementados com Se inorganico. No entanto, esses autores
concluiram que existiu grande variagdo na concentracdo de Se no leite entre os
trabalhos analisados. As principais fontes de variagcdo foram o local onde as pesquisas
foram conduzidas, o estagio de lactacdo dos animais, as fontes e doses de Se

suplementar e, principalmente, a metodologia de determinacéo de Se no leite.

4.2.2 Soélidos do leite e CCS

As variaveis gordura e extrato seco desengordurado (ESD) apresentaram
homogeneidade da variancia pelo teste de Levene a 5% de probabilidade. No entanto,
as demais variaveis (proteina, lactose, solidos totais e CCS) ndo apresentaram.
Nenhuma das variaveis de qualidade do leite apresentaram normalidade na distribuicdo
pelo teste de normalidade de Anderson-Darling a 5% de probabilidade.

Em funcdo da falta da normalidade em todas as variaveis e da falta de
homogeneidade das variancias para as variaveis proteina, lactose, sélidos totais e
CCS, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para dados pareados, para
comparar os efeitos dos tratamentos sobre as variaveis de qualidade do leite. Os

resultados obtidos por este teste podem ser observados na Tabela 6.
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Tabela 6. NUumero de observacgdes (N), média, desvio padrdo (DP), mediana, diferencas das medianas
(DM), nimero de observagdes utilizadas para aplicagdo do teste de Wilcoxon (N Teste), estatistica de
Wilcoxon (EW), probabilidade (P) e mediana estimada das diferengas (MED) das variaveis de qualidade
do leite de animais recebendo selenito de sodio (Se inorganico) e Selénio levedura (Se organico).

Teste de Wilcoxon Pareado

Variavel Tratamento N Média DP Mediana DM N Teste EW P MED

Se inorgéanico 171 4,07 0,66 3,96
Gordura (%) - 0,19* 171 5742,50 0,01 -0,135
Se organico 171 4,17 0,62 4,15

; Seinorganico 171 3,09 0,25 3,11
Proteina (%) 0,11 ns 169 7077,50 0,8 -0,005
Se orgénico 171 3,09 0,35 3,00

Se inorgénico 171 452 0,26 4,60
Lactose (%) 0,07 ns 170  7708,00 0,49 0,020
Se organico 171 451 0,19 453

Sélidos Seinorganico 171 12,62 0,89 12,56
Totais (%) Se organico 171 12,72 0,97 1281

-0,25 ns 171 6447,50 0,16 -0,125

Se inorgénico 171 855 0,39 8,55
ESD (%) -0,06ns 170 7061,50 0,74 -0,015
Se orgénico 171 855 0,42 8,60

CcCS Se inorgénico 171 7,32 166 7,54
(logo/mL) Se organico 171 6,93 2,65 6,54

1,00* 168  8652,00 0,01 0,470

O sinal * indica significancia para diferenca das medianas (DM) pelo Teste de Wilcoxon a 5% de
probabilidade e ns é nao significativo.

De acordo com o Teste de Wilcoxon para dados pareados ao acaso, ndo houve
diferencas significativas para as diferencas das medianas para as variaveis proteina
(3,11% e 3,00%), lactose (4,60% e 4,53%), solidos totais (12,56% e 12,81%) e extrato
seco desengordurado (8,55% e 8,60%) entre o tratamento Se inorganico e Se organico,
respectivamente. Auséncia de efeito da suplementacdo dietética de Se organico
(Saccharomyces cerevisiae CNCM [-3060) na porcentagem de proteina e lactose
concordam com pesquisas realizadas Wang et al. (2009), Paschoal (2007), Heard et al.
(2007) e Juniper et al. (2006). De toda literatura consultada, nenhuma apresentou o
efeito de fontes de Se sobre a porcentagem de solidos totais e extrato seco
desengordurado.

Os animais suplementado com Se organico elevaram significativamente (P<0,01)
a porcentagem de gordura do leite quando comparado aos animais que receberam a
fonte inorganica de Se, e as medianas foram 4,15% e 3,96%, respectivamente. Essa
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elevacdo da concentracédo lipidica do leite dos animais alimentados com Se organico
pode estar ligada a diminuicdo da CCS e dos casos de mastite clinica e sub-clinica
positiva e fortemente positiva (++ e +++) que ocorreu nesse tratamento (Tabela 7 e
Figuras 9 e 10). Segundo Duncan et al. (1991), animais com baixa incidéncia de mastite
apresentam maior teor de gordura no leite devido a menor acdo enzimatica de lipases
de origem leucocitaria, a qual aumenta em condi¢cdes de estresse imune.

O tratamento Se organico apresentou diminui¢céo (P<0,01) da CCS (log,) quando
comparado ao tratamento Se inorganico (6,54 e 7,54, respectivamente). Esse resultado
€ de grande relevancia a producao leiteira, visto que a CCS é usada como parametro
de saude da glandula mamaria, pois estd correlacionada positivamente com a
ocorréncia de mastites e, consequentemente, com a qualidade do leite.

O fato que pode explicar a diminuicdo da CCS é a maior capacidade neutroéfila
contra agentes infecciosos causadores da mastite no tratamento que recebeu Se
organico (IBEAGHA et al., 2009), visto que, de acordo com Ortman e Peharson (1999),
quando o Se encontra-se em formas orgéanicas, como SeMet e SeCis, ocorre um
aumento significativo da absorcédo (91 e 81%, respectivamente), quando comparado a
fontes inorganicas como o selenito e o selenato de sadio.

Vérios estudos (SILVESTRE et al., 2007; PASCHOAL et al., 2003; WEISS et al.,
1990) tém reportado diferengas estatisticas entre a concentracdo de Se no sangue ou
plasma e ocorréncia de mastites, atividade neutrofila e CCS. Corroborando com esses
resultados, Sanchez et al. (2007) constataram diminuicdo na CCS do leite de cabras ao
suplementarem selenato de bario (1 mg de Se por kg de peso corporal via injecao
subcutanea) nos animais criados em solos pobres em Se.

Diferencas nao significativas da CCS para diferentes fontes e doses de Se foram
reportadas por Heard et al. (2007), Paschoal (2007) e Juniper et al. (2006). No entanto,
a falta de efeito da suplementacdo de Se nestas pesquisas se deve, possivelmente, ao

baixo numero de células somaticas no inicio dos experimentos.
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4.3 Ocorréncia de Mastite

4.3.1 Mastite Clinica

A porcentagem de mastite clinica observada em relacdo ao niumero de animais e
guartos mamarios de cada vaca em cada tratamento entre os dias 24 a 27 de novembro
de 2008 (fase pré-experimental) e 23 a 26 de marco de 2009 (Ultima semana

experimental) sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Ocorréncia de mastite clinica (%), realizada pelo teste TAMIS, em 20 vacas em lactacdo e 80
guartos mamarios na semana pré-experimental e na Ultima semana da fase experimental (182 Semana).

ANIMAIS QUARTOS MAMARIOS
Tratamento Pré-experimental 18%* Semana  Pré-experimental 18% Semana
_ ) TAMIS 1 (10,0%) 2 (20,0%) 1 (2,5%) 2 (5,0%)
Se inorgéanico
Total 10 10 40 40
TAMIS 1 (10,0%) 0 (0,0%) 1 (2,5%) 0 (0,0%)
Se organico
Total 10 10 40 40

Na fase pré-experimental 10,0% dos animais de ambos o0s tratamentos
apresentavam mastite clinica. Este valor € superior ao preconizado e aceito
internacionalmente (maximo de 3% do rebanho tratado por més), porém é inferior ao
relatado por Costa et al. (1995), que ao examinarem 574 vacas em 28 propriedades
localizadas nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais constataram que 17,45% dos
animais tinham mastite clinica. Com relagcdo ao numero de quartos mamarios infectados
observou-se que 2,5% destes estavam infectados na fase pré-experimental.

As andlises realizadas na Ultima semana experimental revelaram que o
tratamento Se inorgénico passou para dois animais e dois quartos mamarios com
mastite clinica. Todos os animais suplementados com Se organico, por sua vez,
estavam livre de mastite clinica na ultima semana da fase experimental, o que evidencia
a importancia de fontes mais biodisponiveis na resposta imune dos animais.

A diminuicdo dos casos de mastite clinica do tratamento Se organico pode ser

explicada pela prevencdo da fungcdo dos neutrofilos, através da acdo antioxidante do
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Se. De acordo com Sordillo e Aitken (2009), sinais de infec¢cdes da glandula mamaria
fazem com que neutrofilos e macréfagos saiam da circulagdo sanguinea e entrem no
tecido mamario para combater os patdgenos. A fagocitose dos agentes infecciosos
pelas células de defesa causam um aumento acentuado na producao de O, celular, que
€ altamente toxico. Quando h& presenca de quantidades adequadas de Se circulante
estes metabdlitos toxicos as células sdo neutralizados por enzimas antioxidantes,
principalmente a glutationa peroxidase, elevando a capacidade fagocitaria do
organismo. Por outro lado, em situa¢cdes de deficiéncia de Se, ocorre um acumulo de O,
gue pode causar lesbes ou até mesmo a lise celular.

Resultados semelhantes foram relatados por Weiss et al. (1990), que
suplementou vacas leiteiras com niveis crescentes de selenito de sédio e constatou
aumentos significativos na concentracdo de Se no sangue e diminuicdo da incidéncia
de mastite clinica e CCS.

Cabras leiteiras que receberam selenato de bério via injecdo subcutanea
apresentaram menor incidéncia de mastite clinica que o grupo ndo suplementado com
Se (SANCHEZ et al., 2007). Esses mesmos autores concluiram que a suplementacio
de Se é indispensavel para prevencdo de mastite em caprinos, principalmente em areas
deficientes desse mineral no solo.

Resultados discordantes foram relatados por Costa et al. (1997), que nao
observaram diferenca significativa entre o tratamento com Se (1,8 mg selenito de sodio
por animal por dia) e o grupo controle (sem suplementagcéo) na incidéncia de mastite
clinica (diagnosticada por meio da prova de TAMIS), mastite subclinica (diagnosticada
pelo teste CMT) e infec¢cbes intramamarias. No entanto, esses resultados podem ser
explicados pela suplementagdo diaria relativamente baixa de Se, visto que
recomendam-se até 5 mg de Se por animal. Segundo Paschoal et al. (2003) a
suplementacédo diaria com 5 mg de selenito de sddio, iniciada 30 dias entes do parto,
diminui em 38 % a prevaléncia de mastite clinica nas 12 semanas de lactagao.

Estima-se que o descarte de leite no Brasil pela incidéncia de mastite foi de 3,8
bilhdes de litros no ano de 2009. Esse montante, se multiplicado ao preco pago ao
produtor durante os meses de outubro de 2008 a outubro de 2009 (CEPEA, 2009), que

foi de R$ 0,66, gerou um prejuizo superior a 2,5 bilhdes de reais. Isso demonstra a
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importancia da reducdo do processo inflamatério identificada nos animais

suplementados com Se organico.

4.3.2 Mastite Sub-clinica

O numero de quartos mamarios de 20 vacas com mastite sub-clinica fracamente
positiva, positiva e fortemente positiva (+, ++ e +++, respectivamente) ou sem mastite
(negativo) nos tratamentos Se inorganico e Se organico, aferidos nos dias 24, 25, 26 e
27 de novembro de 2008 (fase pré-experimental), através do California Mastitis Test

(CMT), podem ser analisados na Figura 9.

@ Se inorganico/Pré-experimental H Se organico/Pré-experimental
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Figura 9. Numero de quartos mamarios com (+, ++ e +++) ou sem (Negativo) mastite sub-clinica nos
tratamentos Se inorgénico e Se orgéanico aferidos na fase pré-experimental através do California Mastitis
Test (CMT).

Comparando os quartos mamarios dos dois grupos de animais na fase pré-
experimental o teste de qui-quadrado néo foi significativo. Portanto ndo se rejeita a
hipotese de independéncia entre os dois grupos de animais e o0s niveis de CMT,
demonstrando que os quartos mamarios dos dois grupos de animais estavam nas

mesmas condi¢des de sanidade.



44

Como pode ser analisado na Figura 9, 15 quartos maméarios dos animais do
tratamento Se inorganico e 12 do tratamento Se organico apresentaram CMT negativo
nos quatro dias de afericdo da fase pré-experimental. Na mesma época de afericdo
observou-se que o teste CMT fracamente positivo, representado por +, identificou 75
guartos mamarios dos animais do tratamento Se inorganico e 88 do tratamento Se
organico. A mastite sub-clinica positiva (++) apresentou valores pré-experimentais de
50 e 41 quartos mamarios infectados para os tratamentos Se inorgéanico e Se organico,
respectivamente. Para a mastite fortemente positiva (representada por +++) os valores
foram, respectivamente, 20 e 11 casos para 0s tratamentos Se inorganico e Se
organico.

Na Figura 10 pode-se observar o efeito da suplementacdo de Se organico e
inorganico na saude da glandula mamaria, representada pela ocorréncia de mastite
subclinica.

@ Seinorganico/18 semanas B Se orgénico/18 semanas
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Figura 10. Nimero de quartos mamarios com (+, ++ e +++) ou sem (Negativo) mastite sub-clinica nos
tratamentos Se inorganico e Se organico aferidos na décima oitava semana experimental (18 semanas)
através do California Mastitis Test (CMT).

O efeito da suplementacdo de Se organico e inorganico demonstrou que ambos

os tratamentos apresentaram diferencas significativas entre os valores das fases pré-
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experimental e experimental dentro de cada grupo. Ou seja, o teste de qui-quadrado foi
significativo (P<0,05), rejeitando-se a hipotese de independéncia da ocorréncia de
mastite nos niveis negativo, +, ++ e +++.

O grupo Se inorganico teve um acréscimo de 20% nos casos de CMT negativo
entre as fases pré e experimental, passando de 15 para 18 quartos mamarios livres de
mastite subclinica. O tratamento Se organico, por sua vez, diminuiu de 12 casos
negativos na fase pré experimental para 5 apos a suplementagédo (58,3%). O leite
obtido de quartos mamarios de animais sadios contém de 50 a 200 mil células por mL
de leite, podendo variar de acordo com a extensdo da infeccdo e do tipo de
microrganismo envolvido no processo inflamatorio.

Com relacdo a mastite subclinica fracamente positiva (+), 0 grupo Se inorganico
apresentou aumento de 38,6% e o Se organico de 28,4% entre as duas fases
pesquisadas. Zanetti et al. (1998) concluiram que a suplementacao diaria via oral com 5
mg de selenito de sodio por animal, no ultimo més de gestacdo, aumentou
significativamente o nivel sérico do mineral nas vacas leiteiras, reduzindo a incidéncia
de mastite subclinica diagnosticada por intermédio do teste CMT quando comparado
aos animais que nao receberam suplementacdo. Além disso, os bezerros filhos de
vacas suplementadas apresentaram niveis séricos de Se 66% superiores aos de
bezerros filhos de vacas nao suplementadas.

Houve diminuicdo de 50 tetos infectados com mastite subclinica positiva (++)
para 20 no tratamento Se inorganico, representando uma diminuicdo de 60% entre as
fases pré-experimental e experimental. Considerando o mesmo nivel de mastite e
periodo, o tratamento Se organico diminuiu de 20 casos para 10, totalizando 50% de
diminuicao.

Com relacdo a mastite subclinica +++ observou-se diminuicdo de 20 para 10
tetos entre as fases pré-experimental e experimental para o tratamento Se inorganico,
totalizando 50% de diminui¢do. O tratamento Se organico, por sua vez, diminuiu 81,8%
0s casos de mastite subclinica fortemente positiva (de 11 para 2 tetos infectados).

Em estudo recente, Ibeagha et al. (2009) afirmaram que a suplementacéo de Se,
principalmente na forma organica, promove aumento na acdo neutrofila e,

consequentemente, melhora a resposta imune dos animais através da fagocitose
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intracelular, sendo essa a explicacdo da diminuicdo dos casos de mastite subclinica ++

e +++ (positiva e fortemente positiva, respectivamente).

4.3.3 Microbiologia do Leite

Na Tabela 8 sdo apresentadas as frequéncias de isolamentos dos principais
géneros de microrganismos nas amostras de leite colhidas dos quartos mamarios nos
diferentes tratamentos, durante as fases pré-experimental (dias 24, 25, 26 e 27 de
novembro de 2008) e Ultima semana experimental (23, 24, 25 e 26 de marco de 2009).
Tabela 8. Resultado microbiolégico de 304 amostras de leite coletadas na fase pré-experimental (Pré-

exp.) e 306 na ultima semana experimental (18 semanas) de 20 vacas da raca Holandesa suplementadas
com selenito de sédio (Se inorganico) e selénio levedura (Se organico), durante o periodo experimental.

Se inorgéanico Se organico

Resultado Microbiologico Pré-exp. 18 semanas Pré-exp. 1 8semanas
Negativo 79 72 93 72
Positivo 77 81 55 80
Staphylococcus sp. 43 43 36 41
Streptococcus sp. 23 ** 11 13 17
Corynebacterium sp. 8 ** 22 5* 17
Staphy sp./Strepto sp. 1 1 1 3
Staphy sp./Coryne sp. 0 0 0 2
Strepto sp./Coryne sp. 0 1 0 0
Strepto sp./Bacilo 1 0 0 0
Levedura 1 0 0 0
Bacilo 0 3 0 0
Total 156 153 148 152

*P<0,13; **P<0,01.

Comparando a incidéncia de infeccdo dos quartos mamarios dos dois grupos de
animais na fase pré-experimental o teste de qui-quadrado néo foi significativo. Portanto
nao se rejeita a hipétese de independéncia entre os dois grupos de animais,
demonstrando que os quartos mamarios dos dois tratamentos Se inorganico e Se

organico estavam nas mesmas condi¢cdes de sanidade antes do inicio do experimento.
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O numero de quartos mamarios com resultado microbiolégico negativo (sem
presenca de agentes infecciosos no leite) diminui em ambos os tratamentos entre a
fase pré-experimental e décima oitava semana, ndo havendo diferenca estatistica entre
si. Por consequéncia, o niumero de casos positivos subiu de 77 para 81 e 55 para 80
guartos mamarios nos tratamentos Se inorganico e Se organico, respectivamente. De
acordo com Salman et al. (2009), o aumento nos casos de infecgcBes microbiolégicas
deve-se ao fato da suplementacdo diaria de Se abaixo do necesséario, sendo
recomendado pelos autores 10 mg por animal (0,6 mg de Se por kg de MS), que € o
dobro do suplementado nesta pesquisa.

Os principais géneros encontrados nas 609 amostras de leite dos dois
tratamentos foram: Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e Corynebacterium sp. Estes
géneros sdo de grande importancia para a bovinocultura leiteira j& que apenas 0s
géneros Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. acumulam juntos um prejuizo de cerca
de US$ 2 bilhdes por ano nos EUA (BECKER et al., 2009).

Os quartos mamarios que apresentaram infec¢des simultaneas pelos géneros
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.; Staphylococcus sp. e Corynebacterium sp.;
Streptococcus sp. e Corynebacterium sp. e Streptococcus sp. e bacilos foram baixas
(menor que 1% em média) tanto na fase pré-experimental como na décima oitava
semana de pesquisa. Esse fato evidencia que na maioria das vezes os tetos sdo
infectados por apenas um género de microrganismo. A quantidade de isolamentos de
leveduras (0,3%) e bacilos (1,0%) foi baixo para o tratamentos Se inorganico e nao
existiu no tratamento Se organico.

Na Figura 11 estdo ilustrados os resultados relativos aos isolamentos dos trés
géneros infecciosos mais encontrados nas amostras de leite na semana pré-

experimental e Ultima semana da fase experimental.
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Figura 11. Frequéncia (%) de Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e Corynebacterium sp. isolados de
304 amostras de leite coletadas na fase pré-experimental e 306 na Ultima semana experimental (18
semanas) de 20 vacas suplementadas com selenito de sédio (Se inorganico) e selénio levedura (Se
orgéanico) durante o periodo experimental.

N&o houve diferencas significativas no isolamento do género Staphylococcus sp.
entre e dentro de tratamentos nas fases pré-experimental e experimental. No entanto,
notou-se uma diminuicdo de 4,8% na ocorréncia desse género para o tratamento Se
inorganico e 28,8% para o tratamento Se orgéanico. Esse resultado vai ao encontro ao
relatado por Malbe et al. (2005) na Finlandia, os quais constataram que 50% das vacas
suplementadas com 4 mg por dia de Se organico (Saccharomyces cerevisiae CNCM I-
3060) apresentaram inibicdo no crescimento de Staphylococcus aureus, concluindo que
a presenca de quantidades adequadas de Se orgéanico na dieta de vacas leiteiras &
indispensavel para que haja atividade antimicrobiana no leite.

O tratamento Se organico ndo alterou a ocorréncia de Streptococcus sp. entre as
duas fases analisadas. Por outro lado, o tratamento Se inorganico diminui a incidéncia
desse género de 29,9% para 13,6% entre as fases pré-experimental e Ultima semana
de pesquisa, sendo este valor significativo estatisticamente (P<0,01).

O género Corynebacterium sp. apresentou elevacdo de 73,5% nos isolamentos
da décima oitava semana quando comparado a fase pré-experimental no tratamento Se

inorganico, sendo essa diferenca significativa (P<0,01). O tratamento Se orgéanico
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também apresentou crescimento (P<0,12) nos isolamentos de desse género nas duas
fases estudadas, passando de 9,1% para 19,3%.

Segundo Chaneton et al. (2008), determinadas enzimas tém acdo bactericida
especifica sobre diferentes agentes etiolégicos causadores da mastite. Isso pode
explicar a diminuicdo nos isolamentos de Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. e 0
aumento dos casos de Corynebacterium sp. entre as fases pré-experimental e

experimental.

4.4 Variaveis Fisiologicas

A variavel FR nédo apresentou homogeneidade da variancia pelo teste de Levene
a 5% de probabilidade. As demais variaveis fisiologicas (TR e TP) apresentaram
homogeneidade da variancia. Nenhuma das variaveis fisiologicas apresentou
normalidade na distribuicédo pelo teste de Anderson-Darling (P<0,05).

Em funcéo da falta de normalidade em todas as variaveis, optou-se por aplicar o
teste ndo paramétrico de Wilcoxon para dados pareados para comparar os efeitos dos
tratamentos sobre as variaveis fisioldgicas. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 9.
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Tabela 9. Numero de observagdes (N), média, desvio padrdo (DP), mediana, diferencas das medianas
(DM), nimero de observacdes utilizadas para aplicacdo do teste de Wilcoxon (N Teste), estatistica de
Wilcoxon (EW), probabilidade (P) e mediana estimada das diferengas (MED) das variaveis frequéncia
respiratéria (FR), temperatura retal (TR) e temperatura de pelame (TP) de animais recebendo selenito de
sédio (Se inorgéanico) e selénio levedura (Se organico).

Teste de Wilcoxon Pareado

Variavel Tratamento N Média DP Mediana DM N Teste EW P MED

FR Seinorganico 153 58,04 17,26 57,00 a
(mov/min)

-3,00 * 135 3580,0 0,03 -1,500
Se orgénico 153 59,90 14,77 60,00b

Seinorganico 153 38,98 0,59 39,00 a
TR () -0,05ns 140 4559,0 0,435 -0,050
Se orgénico 152 39,08 0,55 39,05a

Se inorganico 153 35,88 1,33 36,22b
TP (T) 0,14 * 152 7272,0 0,01 0,230
Se orgénico 153 35,65 1,48 36,08a

O sinal * indica significancia para diferenca das medianas (DM) pelo Teste de Wilcoxon a 5% de
probabilidade e ns é ndo significativo.

O Teste de Wilcoxon para dados pareados mostrou que houve reducéo (P<0,01)
na temperatura de pelame dos animais do tratamento Se organico quando comparado
aos do tratamento Se inorganico. A Figura 12 demonstra a variacao da TP aferida as 14
h, uma vez por semana, durante os meses de dezembro de 2008 e marco de 2009. Os
valores de ITU correspondem aos mesmos horarios de afericdo da TP. Durante as 17

semanas analisadas pode-se verificar dias com elevado (81) e baixo (73) ITU.
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Figura 12. Temperatura de pelame e indice de temperatura e umidade (ITU) médio aferidos as 14 h nas
diferentes semanas experimentais.

A FR de ambos os tratamentos encontrou-se acima dos niveis considerados
normais para vacas adultas, que situa-se em torno de 24 mov/min em conforto térmico
(18 ) segundo Randall et al. (1997), o que sugere a necessidade de utilizacdo da
termdlise respiratoria visando manter a homeotermia. Observou-se que a FR dos
animais do tratamento Se inorganico (57 mov/min) foi estatisticamente menor que a dos
animais do tratamento Se organico (60 mov/min).

A TR, por sua vez, foi estatisticamente igual entre os tratamentos Se inorganico
(39,00 C) e Se orgénico (39,05 ). De acordo com Baccari Jr. (1990), a tem peratura
corporal dos bovinos varia conforme a idade, raca e o estado fisiolégico, sendo os
valores considerados normais para vacas lactantes os que situam-se entre 38,8 e 39,5
T. Nesse sentido, pode-se afirmar que em ambos os tratamentos a TR manteve-se
dentro dos niveis 6timos, o que significa que as perdas de calor latente e sensivel foram

suficientes para manter a homeotermia.
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5. CONCLUSOES

Nao houve diferencas entre tratamentos para a producéo de leite, percentual de
proteina, lactose, sélidos totais, extrato seco desengordurado e teor de Se no leite.
Porém, o tratamento Se organico proporcionou aumentos significativos no percentual
de gordura do leite, diminuicdo da contagem de células somaéticas, incidéncia de
mastite clinica e subclinica (++ e +++) e reducédo de isolamentos de Staphylococcus sp.
em 28,8% entre as fases pré-experimental e experimental. Esses resultados
demonstram a importancia da utilizacdo de fontes organicas de Se na dieta de vacas
lactantes na reducdo de processos inflamatérios da glandula mamaria e,

consequentemente, na producao de leite com maior teor de gordura e menor CCS.
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ANEXO

Nas Tabelas 10, 11, 12 e 13 s&do apresentados os resultados dos testes de
homogeneidade e normalidade das variaveis Producéo de Leite, Componentes do Leite
(gordura, proteina, lactose, solidos totais, extrato seco desengordurado e contagem de
células somaticas), Selénio no Leite e Variaveis Fisiolégicas (frequéncia respiratoria,
temperatura retal e temperatura de pelame).

O valor da probabilidade P sendo maior que 5%, ndo se rejeita a hipétese nula
da existéncia de homogeneidade e normalidade.

Tabela 10. Teste de normalidade e homogeneidade da variavel producdo de leite registrada (PL
registrada) e corrigida para 4% de gordura (PL 4% de gordura).

Teste de Levene para Homogeneidade Teste de Anderson-Darling para
das Variancias Normalidade
Variavel Estatistica de Levene (W) Valor de P Estatistica AD Valor de P
PL registrada 0 0,992 0,271 0,63
PL 4% gordura 0,003 0,956 0,302 0,539

Tabela 11. Teste de normalidade e homogeneidade das variaveis gordura, proteina, lactose, sélidos
totais, extrato seco desengordurado (ESD) e contagem de células somaticas (CCS).

Teste de Levene para Homogeneidade Teste de Anderson-Darling para
das Variancias Normalidade

Variavel Estatistica de Levene Valor de P Estatistica AD Valor de P
Gordura 1,71 0,192 3,246 0
Proteina 28,624 0 2,012 0
Lactose 6,148 0,014 5,779 0
Sélidos Totais 7,84 0,005 1,246 0

ESD 0,725 0,395 1,102 0,007

CCS (log>) 27,537 0 3,754

o
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Tabela 12. Teste de homogeneidade das variancias e normalidade da variavel Selénio no leite (Se leite).

Teste de Levene para Teste de Anderson-Darling
Homogeneidade das Variancias para Normalidade
Variavel Estatistica de Valor de P Estatistica AD Valor de P
Levene
Se leite 0,005 0,944 1,523 0,001

Tabela 13. Teste de homogeneidade das variancias e normalidade das variaveis fisioldgicas frequéncia
respiratoria (FR), temperatura de pelame (TP) e temperatura retal (TR).

Teste de Levene para Homogeneidade das Teste de Anderson-Darling para
Variancias Normalidade
Variavel Estatistica de Levene Valor de P Estatistica AD Valor de P
FR 3,903 0,049 1,431 0
TR 0,659 0,417 9,743 0

TP 0,001 0,972 1,418 0,001
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

