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CONDIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Inimeras pesquisas tém demonstrado a importancia dos elementos tracos na
alimentacdo de seres humanos e animais. Até recentemente, os elementos tracos, ou
micro minerais, eram adicionados as dietas ou suplementados apenas para corrigir
deficiéncias nutricionais. Hoje, sdo vistos como importantes nutrientes que além de
atuarem na manutencao dos processos metabodlicos, potencializam aspectos de satde e
producdo. Pouco se sabe sobre as funcdes, o metabolismo, a biodisponibilidade e a
exigéncia de elementos tragos, como o selénio, para cdes e gatos. No entanto, sabe-se
que este ¢ essencial, e sua ingestdo dietética ideal esta relacionada com o aumento da
longevidade e com a prevengao de doencas em animais e seres humanos (TODD et al.,
2006).

O interesse primario pelo selénio na nutrigdo ocorreu devido a seus efeitos
toxicos. A descoberta por Schwarz e Foltz (1957) de que ¢ um mineral essencial,
nutricionalmente, modificou as pesquisas sobre o selénio, pois ao invés de se
preocuparem com seu efeito toxico, pesquisadores comegaram a se concentrar no seu
papel metabolico e nas conseqiiéncias de sua deficiéncia (ROTRUK et al., 1973).

O selénio (Se) estd amplamente distribuido nos tecidos animais, ainda que
presente em pequenas quantidades em alguns o6rgdos ou tecidos (NRC, 2006).
Entretanto, altas concentragdes de selénio na maioria das espécies sdo encontradas no
figado e rins, os tecidos com maiores concentracdes de selénio sdo os musculos
(LEVANDER, 1986). As quantidades de selénio nos ingredientes dos alimentos para
caes e gatos podem variar muito; as concentracdes deste mineral nos tecidos vegetais
dependem da regido geografica da fonte e da concentracao de Se no solo (SURAI, 2002;
NRC, 2006). Ja nos tecidos animais sua concentracdo depende dos niveis de selénio da
dieta (TODD e HENDRIKS, 2005).

Hoje, o selénio ¢ considerado de extrema importancia na nutrigdo humana e
animal. Os estudos do uso de selénio na medicina curativa e preventiva sdo bastante

promissores. Entretanto, mais estudos sdo necessarios, principalmente no que diz



respeito aos niveis adequados de ingestao diaria, aos limites maximos de seguranga em

cdes e gatos e aos mecanismos de agdo do selénio no organismo animal (NRC, 2006).
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Selénio na natureza

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

E um mineral muito difundido na crosta terrestre e sua concentracdo nos solos
pode variar de 0,1 a 2 ppm (LYONS et al., 2007). O selénio presente nos solos ¢
conseqiiéncia do intemperismo do contetido de rochas fosfatadas, sedimentares e igneas,
da atividade vulcéanica e da queima de combustiveis fosseis (FRANKENBERGER e
BENSON, 1994). O teor e a forma de selénio nos solos dependem do pH, do potencial
redox e da composi¢do mineral do meio, além da fertilizacdo artificial e das chuvas
(LYONS et al., 2007). Por isso, a concentracdo deste mineral nos tecidos vegetais ¢ tao
variavel. Uma mesma espécie vegetal cultivada em solos diferentes apresenta distintos
teores de selénio e mesmo espécies diferentes cultivadas em um mesmo solo apresentam
concentragdes distintas deste mineral, pois cada planta absorve e armazena o selénio de
forma variada.

No solo o selénio encontra-se principalmente em sua forma inorganica; nas
plantas o que predomina ¢ a forma organica como selenometionina ou selenocisteina, e
esta ¢ a principal maneira que os animais o ingerem na natureza (COMBS e COMBS,
1986). O selénio e o enxofre possuem estrutura quimica semelhante e, possivelmente,
utilizam caminhos metabolicos similares, utilizando até as mesmas enzimas. A
selenometionina e a selenocisteina s3o moléculas analogas as moléculas de metionina e
cisteina, respectivamente. Na cadeia quimica dos selenoaminoécidos o selénio ocupa o

mesmo lugar que o enxofre ocuparia em uma molécula de aminoécido (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura molecular da metionina, selenometionina, cisteina e selenocisteina,
o atomo de selénio (Se) ocupa o mesmo lugar que o de enxofre (S) (Adaptado
JACQUES, 2001).

O selénio ¢ considerado um dos mais controversos elementos tragos. Por um
lado ¢ toxico em altas concentragdes, e por outro, sua deficiéncia causa problemas
relacionados ao aumento na susceptibilidade a varias doencas em humanos e animais, e

afeta negativamente a producao e reproducao animal (LYONS et al., 2007).

2.2. Deficiéncia, intoxicacao e niveis adequados

A falta de selénio resulta em diversas sindromes patoldgicas, que podem variar
de acordo com a espécie e o status de vitamina E. Necrose de figado em ratos, diatese
exsudativa e fibrose pancredtica em frangos, doenca do musculo branco (distrofia
muscular) em bezerros e cordeiros, e eventual morte em todas as espécies sdo exemplos
destas sindromes (HENRY e AMMERMAN, 1995).

A deficiéncia de selénio em cdes e gatos ndo parece ser um grande problema,
uma vez que a maioria desses animais € alimentada com ragdes comerciais que,
provavelmente, contenham niveis adequados de selénio (SIMCOCK et al., 2005).
Porém, estudos mostram sintomas de deficiéncia em cdes, como a degeneracdo dos
musculos esqueléticos e cardiacos, fraqueza muscular, edema subcutaneo, anorexia,
depressao, coma e mineralizagao renal (VAN VLEET, 1975).

Os sinais de intoxicagdo por selénio em cdes e gatos, também sdo improvaveis
de ocorrer naturalmente (CASE et al., 1998). O maior risco de intoxicacdo por selénio
em animais de companhia ¢ o uso de tabletes suplementares de selénio destinados a
humanos. Os sintomas de intoxicacao incluem necrose do miocardio, hepatite e nefrite
toxica. A intoxicagdo por selénio ¢ caracterizada pelo odor de alho na respiracdo, queda

de pélo, excesso de salivagdo, cegueira, paralisia e morte (HILL e ALDRICH, 2003).



Dentre os fatores que afetam a toxicidade do selénio se incluem a forma quimica
administrada, o tempo de exposi¢do ou administracdo, a quantidade ingerida, a natureza
dos outros ingredientes da dieta e a susceptibilidade dentre as espécies animais
(MCDOWELL, 1992).

Niveis elevados de enxofre e proteinas na dieta podem diminuir a severidade da
ingestdo excessiva de selénio. O Food and Drug Administration (FDA) regula o uso de
selénio na alimenta¢do animal, sendo permitido o limite méximo de 0,3 ppm na
suplementagdo (MATEOS et al., 2004). Enquanto ndo ha regulamentagdes especificas
para Pet Foods admite-se este mesmo valor na nutricdo de cdes e gatos (HILL e
ALDRICH, 2003).

Os efeitos da sua toxicidade em humanos e em animais de producdo geralmente
ocorrem na faixa de 5 ppm (KOLLER e EXON, 1986, citados por TOOD e
HENDRIKS, 2005), no entanto alguns alimentos para caes e gatos contém por volta 6
ppm de selénio (SIMCOCK et al., 2005). Ndo se sabe ao certo quais sdao os niveis
adequados de exigéncia de selénio para cdes e gatos; estes parecem tolerar doses bem
mais altas do que as demais espécies. Na Tabela 1 estdo relatados os niveis indicados

pela AAFCO (2004) e NRC (2006).

Tabela 1. Niveis de Se recomendados pela AAFCO (2004) e NRC (2006) para caes

Referéncia Unidadena  Crescimento  Adultosem  Reprodugdo Maximo
MS (4000 kcal ~ (minimo) manutengao (minimo)
EM/kg) (minimo)
AAFCO (2004) mg/kg 0,11 0,11 0,11 2,00
NRC (2006) mg/kg 0,21 * * *

*Nao ha dados a respeito, apenas recomendam um valor adequado de 0,35 mg/kg MS para

crescimento, adultos em manutengdo e reprodugdo (NRC, 2006).

2.3. Metabolismo do selénio

A importancia e o papel do selénio em manter o funcionamento metabdlico
normal s3o bem reconhecidos, ¢ a ingestao dietética 6tima promove a longevidade e a
preven¢ao de doengas tanto em humanos como em animais.

As formas de selénio ingeridas pelos animais dividem-se em duas categorias:

. PO As . s ~ . A e . 2
inorganicas e organicas. As formas inorganicas sdo os sais de selénio: selenido (Se™),



selenito (Se™) e selenato (Se™®). As plantas absorvem o selénio inorganico do solo e os
convertem em selénio orginico na forma de selenoaminodcidos, como a
selenometionina e selenocisteina, que serdo incorporadas em proteinas (SIMCOCK et
al., 2002).

A selenometionina ¢ a principal forma de selénio encontrada em plantas, seguida
da selenocisteina e do selenito e os animais ndo podem sintetiza-la, sendo obtida
obrigatoriamente da dieta. Os animais obtém o selénio dos cereais e graos ou de tecidos
de outros animais, dependendo do seu habito alimentar (TODD e HENDRIKS, 2005).

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

O mecanismo pelo qual o selénio € absorvido determina sua taxa de absor¢ao; as
fontes organicas e inorganicas ndo sdo absorvidas pelo mesmo mecanismo. A maior
parte do selenito ¢ absorvida no duodeno por difusdo passiva, enquanto o selenato ¢
ativamente absorvido no ileo por co-transporte com ions de sddio. O selénio oriundo da
selenometionina também € absorvido no intestino delgado, com maior taxa de absor¢do
no duodeno. Sua absor¢do ocorre pelo sistema sddio dependente, e divide o mesmo
mecanismo com a metionina, assim como a selenocisteina que compete com a cisteina,
lisina e arginina (JACQUES, 2001).

A selenometionina ¢ rapidamente acumulada no figado e nos musculos. O
selénio organico encontrado na forma de selenometionina ¢ metabolizado da mesma
maneira que a metionina (WOLFRAM, 1999; BURK et al., 2003), e ¢ rapidamente
utilizado como substrato por enzimas que usam metionina. A selenometionina parece
ser mais disponivel do que a metionina (MARKHAM et al., 1980).

Uma vez absorvido, o selénio da dieta de origem orgénica ou inorgéanica possui
diferentes destinos, resultando no estoque, sintese de selenoproteinas ou excregdo
(Figura 2). Todas as formas de selénio sd@o convertidas em tnica forma de selénio, o
hidreto de selénio (H,Se), e depois sdo encaminhadas para possiveis destinos

(FRANKENBERGER e BENSON, 1994; SIMCOCK et al., 2002).



Figura 2. Possiveis caminhos metabolicos do selénio (adaptado de JACQUES, 2001).

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

As formas organicas de selénio sdo mais absorvidas que as formas inorgénicas
(MCDOWELL, 1992). Selenometionina e selenocisteina podem ser incorporadas no
corpo das proteinas como, por exemplo, em musculos, no lugar da metionina e da
cisteina (TODD e HENDRIKS, 2005), mas também sofrem o processo de metilagdao
(NAKAMURO et al., 2000).

Pehrson (1993) define que a maior vantagem em se suplementar animais com
selénio organico nao estd na maior absor¢do, pois as formas inorganicas também sao

bem aproveitadas e suprem as deficiéncias. A maior vantagem estd na melhoria do



status antioxidante que, muitas vezes, ndo ¢ atingido com a suplementagdo de selénio
inorganico. Em ratos, tanto a fonte inorganica de selenito de sddio quanto as fontes
organicas selenometionina e selenocisteina foram absorvidas acima de 90% (NRC,
2006).

O selénio ¢ carreado no plasma, associado a albumina e selenoproteina P até os
tecidos alvos, estd associado as proteinas no organismo sendo primeiramente
encontrado nos musculos e tecidos rico em proteinas e pouco encontrado no tecido
adiposo. Os niveis sanguineos respondem as mudangas nas concentracdes das dietas
(HILL e ALDRICH, 2003). Nos tecidos ¢ armazenado principalmente como
selenocisteina e selenometionina e sua concentracdo nos diversos 0rgdos varia com o
consumo.

As formas organicas sao melhores incorporadas nos tecidos do que as formas
inorganicas, e isto se torna mais evidente quando se aumenta os niveis de selénio
presentes na dieta. Whanger e Butler (1988) encontraram diferenca significativa de
selénio acumulado no tecido entre os dois tipos de fontes quando adicionados de 1,0 a
4,0 mg de selénio por kg de ragdo, porém com niveis mais baixos (0,2 mg de selénio por
kg) ndo houve diferenga. Parece que certas formas de selénio, como por exemplo, a
selenometionina, possui acdo mais eficaz evitando e reparando danos nos tecidos
quando comparada ao selenito (SURAI, 2003). A principal via de excre¢do do selénio €
pela urina, mas também podem ocorrer perdas pelo pulmao e fezes. As perdas fecais sdo

constituidas do selénio ndo absorvido.

2.4. Biodisponibilidade do selénio

O selénio ¢ encontrado em muitos ingredientes usados em alimentos para caes,
especialmente em graos de cereais (0,3 mg de Se/kg, em média), carne bovina, peixes
(2,0 mg de Se’kg, em média) e aves, que possuem quantidades apreciaveis de selénio
(HILL e ALDRICH, 2003; NRC, 2006). Devido a esta grande variabilidade da
concentragdo de selénio nos ingredientes, os alimentos para cdes e gatos sdo
frequentemente suplementados e as fontes mais comumente usadas estdo apresentadas

na Tabela 2.



Tabela 2. Principais fontes de selénio utilizadas na industria PetFood

Fontes de Se % de Se Referéncia
Selenito de Sodio (Se™) 45,6 NRC (2006); HILL e ALDRICH (2003)
Selenato de Sodio Desidratado 21,4 NRC (2006)
Selenometionina 43 HILL e ALDRICH (2003)
Selénio organico variavel HILL e ALDRICH (2003)

Ha certas dificuldades para se estabelecer a biodisponibilidade do Se de
ingredientes dos alimentos, pois n3o hd um critério universal que quantifique esta
variavel. Acredita-se que o selénio de produtos de origem animal tenha menor
biodisponibilidade (10-25%) do que os de origem vegetal (80%) (MATEOS et al.,
2004). Porém, outros estudos indicam que o selénio de produtos de origem animal
apresenta 60-90% de biodisponibilidade contra 25% de origem vegetal (HENRY e
AMMERMAN, 1995).

A biodisponibilidade de selénio dos alimentos Pet Food suplementados com
selenito de sddio, em estudos com frangos, foi em média de 20% (WEDEKIND et al.,
1997). Em estudo subseqiiente, Wedekind et al. (1998) encontraram que a
biodisponibilidade de Se foi de 27% para produtos de origem animal, 47% para
produtos de origem vegetal, 30% para ragdes enlatadas e 53% para ragdes extrusadas.
Estes valores sdo menores do que aqueles encontrados por Wen et al. (1995), usando
ratos como modelos para fontes de origem animal (NRC, 2006).

As fontes organicas possuem maior biodisponibilidade de selénio, pois podem
ser estocadas no organismo (TODD e HENDRIKS, 2005). Wang e Lovell (1997)
encontraram valores de biodisponibilidade muito altos para fontes orgéanicas, sendo a
biodisponibilidade destas fontes 2 a 3 vezes maior do que a do selenito de sodio. A
concentragdo de selénio nos tecidos, principalmente musculos ¢ maior quando os
animais sao alimentados com fontes organicas do que quando alimentados com fontes
inorganicas. Porém, a atividade da GSH-Px parece ndo se alterar quando se compara os
dois tipos de fontes (WHANGER e BUTLER, 1988).

A biodisponibilidade do selénio ¢ afetada por varios fatores, podendo-se citar as
formas (selenito, selenometionina e selenocisteina, entre outros), a espécie animal € o
tipo de alimento que contém o selénio (YU et al., 2006). Outros fatores que afetam a
biodisponibilidade sdo: o estado fisioldgico, a nutri¢do prévia, o critério utilizado para

avaliacdo e a solubilidade da fonte testada (MATEOS et al., 2004).
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Além das diferencas entre as fontes de selénio, ha ainda, a interagdo com
determinados minerais e aminoacidos, como enxofre e metionina, os diferentes
processamentos pelos quais passam as matérias-primas e o processamento (extrusao) do
alimento final que podem modificar a biodisponibilidade deste mineral (TODD et al.,
2006).

InteracOes metabodlicas ocorrem entre o selénio e ions metalicos, como o ferro,
cobre, zinco, cddmio, mercurio, prata, arsénico e outros. O selénio pode ser usado para
diminuir os efeitos toxicos de ions metalicos; sdo poucas as informagdes sobre a
interferéncia desses minerais na biodisponibilidade do selénio, porém, sabe-se que o
cobre diminui a atividade da GSH-Px no sangue, figado, rins e testiculos (HENRY e
AMMERMAN, 1995).

2.5. Importancia do selénio na nutrigdo de caes

Em células de mamiferos, a primeira linha de defesa antioxidante ¢ o sistema de
enzimas superoxido desmutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e a catalase. A
importancia da enzima dependente de selénio, a GSH-Px, tem recebido muita atencao, e
recentemente, o papel do selénio neste € em outros aspectos da nutri¢gdo tem atraido
consideraveis pesquisas (MAHAN, 1999). O Selénio ¢ componente essencial da enzima
GSH-Px (ROTRUCK et al., 1973) e o nivel de atividade desta enzima no figado ou
sangue total sdo indicativos do suprimento de selénio do organismo. A GSH-Px protege
as membranas celulares dos radicais livres e outros danos oxidativos, desativando a
formagdo de perdxidos durante a oxidagdo dos lipideos da membrana celular. O sitio
ativo da GSH-Px contém selenocisteina, um aminoéacido raro no qual o atomo de
enxofre da cisteina foi substituido pelo atomo de selénio (MCDOWELL, 1992). De
fato, o selénio € o unico micro mineral a ser especificado no codigo genético como Se-
cisteina e é agora reconhecido como o 21° aminoacido (RAYMAN, 2002, citado por
MATEOS, 2004).

Outra fun¢do importante do selénio ¢ na producdo e regulacdo do nivel de
atividade dos hormonios da tiredide. O selénio, na forma de selenocisteina, €é
componente das iodotironina-deiodinases, enzimas responsaveis pela ativacdo dos

horménios da tiredide (NRC, 2006). Estas deiodinases convertem a tiroxina (T4) em
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triodotironina (T3), a forma ativa do hormonio tireoideano. Esta conversao ocorre, em
sua maior parte, nos tecidos periféricos, incluindo o figado e rins (SURAI, 2002).

Ha relagdo entre a presenca de hormonios tireoideanos e a concentragcdo de
selénio sobre a taxa de crescimento do pélo, textura e pigmentacdo da pele. A
concentracdo de selénio na dieta afeta o crescimento do pélo em caes da raca Beagle,
em que tanto as baixas concentracdes quanto as altas concentragdes reduziram a taxa de
crescimento do pélo. A concentra¢do dietética Otima para o crescimento do pélo em
Beagles adultos saudaveis varia de 0,12 a 1,03 mg/kg (YU et al., 2006).

O selénio atua ainda em diversas outras selenoproteinas de mamiferos, algumas
com atividades enzimdticas (redox) e outras com propriedades estruturais e de
transporte (MCKENZIE et al., 2002, citado por MATEOS et al., 2004). Algumas destas

selenoproteinas estdo descritas no Quadro 1.

Quadrol: Selenoproteinas de Mamiferos

Glutationa peroxidase Selenofosfato sintetase-2
GSH-Px (citosolica, cGSH-Px)
GSH-Px (gastrointestinal, GI-GSH-Px)

GSH-Px (extracelular ou plasma, pGSH-Px) Funcdes ndo determinadas
GSH-Px (phospholipid hydroperoxide, PHGSH- | Selenoproteina P

Px) Selenoproteina P12

lodotironina deiodinases Selenoproteina W

Tipo I (figado, rins, tiredide) Selenoproteina R

Tipo II (cérebro) Selenoproteina T

Tipo III (inativada) Selenoproteina X

Tioredoxina redutases Selenoproteina N

Tioredoxina redutase (TrX) 15-kDa  selenoproteina das T
Tioredoxina redutase Mitocondrial células

Adaptado de Kohrle et al. (2000), citados por Jacques (2001).

Juntamente com a vitamina E, o selénio ¢ necessirio para o correto

funcionamento do sistema imune do animal. O efeito imunomodulatério deste mineral
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ocorre por trés mecanismos: 1) efeitos antiinflamatorios; 2) sistema antioxidante; e 3)
propriedades citostaticas e anticancerigena. Doses suplementares de selénio melhoram a
resposta imunoldgica e protegem contra certas infec¢des virais conferindo adicionais
beneficios a saude (MCKENZIE et al., 2002 citado por MATEOS et al., 2004); sua
deficiéncia pode afetar tanto a imunidade natural quanto a imunidade adquirida
(SURAL 2003).

O selénio também atua na manuten¢do normal do sistema reprodutivo, estudos
mostram que a infertilidade em machos esta associada com o estresse oxidativo. O
sistema antioxidante ¢ muito importante para manter a integridade da membrana
espermatica e suas propriedades fisiolodgicas necessarias para o sucesso da fertilizagdo e
motilidade dos espermatozdides. Os espermatozdides possuem membranas ricas em
acidos graxos poliinsaturados, que as tornam fluidas e flexiveis; mais uma vez faz-se
presente a GSH-Px, que atua também nos testiculos fornecendo a defesa antioxidante e
o suporte estrutural especifico. O selénio organico ¢ mais eficiente em melhorar a
morfologia espermatica do que as fontes inorganicas (SURAI, 2002; SURALI, 2003).

O selénio também protege o organismo contra a intoxicacdo por substincias
potencialmente toxicas, como cadmio, prata, chumbo e mercurio, e tem recebido muita
atencdo, pois possui propriedades anticancerigenas, atuando na preven¢do do cancer. O
aumento de quantidades de selénio pode ser indicado em rac¢des para cdes idosos, ja que
o cancer ¢ uma das primeiras causas de morte nessa faixa etaria (HILL e ALDRICH,

2003).

2.5.1. Selénio e o sistema antioxidante

O sistema antioxidante protege o organismo da formacao de radicais livres; essa
prote¢do ocorre por meio de antioxidantes presentes por todo o corpo. Antioxidante ¢é
qualquer substancia que, quando presente em baixa concentragdo comparada a do
substrato oxidavel, regenera o substrato ou impede significativamente a oxidag¢do do
mesmo de maneira eficaz (HALLIWELL ¢ GUTTERIDGE, 1989; SIES ¢ STAHL,
1995).

Os antioxidantes podem ser de origem endogena, quando produzidos no préprio
organismo e dividem-se em enzimaticos (glutationa peroxidase, superdxido desmutase e

catalase) e ndo enzimaticos (glutationa, peptideos de histidina, ubiquinona, bilerrubina e
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outros), ou podem ser de origem exogena como no caso das vitaminas C e E, B-
carotenos, flavondides, curcumina, polifendis, tanino, entre outros, € sdo obtidos por
meio da alimentagdo. Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e reducao
das lesdes causadas pelos radicais livres nas células.

Os radicais livres sdo moléculas organicas ou inorganicas que contém um ou
mais elétrons ndo pareados, por esta razdo sdo moléculas muito instaveis, com meia
vida curtissima e quimicamente muito reativas (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Podem
ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana ¢ o seu alvo celular
(proteinas, lipideos, carboidratos € DNA) esta relacionado com o seu sitio de formagao
(ANDERSON, 1996; YU ¢ ANDERSON, 1997). Os radicais livres sao atomos ou
moléculas produzidas continuamente durante os processos metabdlicos e atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas,
desempenhando fungdes relevantes no metabolismo. Algumas situagdes geradoras de
radicais livres incluem: ativagdo de fagocitos (neutrofilos, macrdéfagos, monodcitos e
eosinodfilos) por micro-organismos, alguns xenobioticos, radiagdo ionizante, isquemia e
exercicio fisico extenuante (BENZI, 1993; PEREIRA, 1994; YU, 1994).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo exemplos de radicais livres e
podem ser geradas de forma endogena durante o metabolismo celular, ou de forma
exdgena, como por exposi¢cdo ao alcool, fumo, drogas, raios ultravioleta, estilo de vida,
entre outros. As principais EROs distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila
(HO"), superdxido (O,), hidroperoxila (HOO"), alcoxila (RO’), peroxila (ROO),
peroxinitrito (ONOO") e os nio-radicalares: oxigénio singleto ('O,), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e acido hipocloroso (HOCI) (JORDAO et al., 1998; HALLIWELL,
1992). Para se defender destas espécies reativas de oxigé€nio, as células aerdbicas
desenvolveram vérios mecanismos de defesa.

O primeiro mecanismo de defesa ¢ formado pelas enzimas antioxidantes
superoxido desmutase, catalase e a enzima glutationa peroxidase; esta ultima, como ja
citada anteriormente, ¢ dependente de selénio e atua por todo o organismo. A atividade
enzimatica de GSH-Px ¢ um dos meios de controle do organismo dos niveis de perdxido
de hidrogénio (H,O,) e hidroperoxidos lipidicos, oriundos do ataque de espécies

radicalares (COHEN e HOCHSTEIN, 1963; MEISTER e ANDERSON, 1983).
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O principal problema ¢ que o H,O, atravessa facilmente as membranas celulares
e ao receber mais um elétron, normalmente proveniente do ferro ou do cobre, origina o
radical hidroxila. Este ultimo ¢, entre as EROs, uma das mais reativas, pois necessita
somente de mais um elétron para se estabilizar. Estas espécies reativas de oxigénio para
se estabilizarem devem doar ou receber elétrons de uma ou outra molécula, tornando
esta ultima uma espécie também radicalar e, a conseqiiéncia disto, ¢ a oxida¢do dos
fosfolipidios de membranas celulares e subcelulares, do DNA e das proteinas (DURAN
e CADENAS, 1987).

A GSH-Px funciona convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa
oxidada (GSSG), removendo H,O, (perdxido de hidrogénio) e formando dgua: 2GSH +
H,O, — acdo GSH-Px — GSSG + 2H;0. Além disso, a GSH-Px converte
lipoperdxidos em alcool e outras substancias inertes: ROOH + 2GSH— acdo GSH-Px
— GSSG + H,0 + ROH (SURAL 2006).

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

Com funcdo antioxidante o selénio ¢ também componente essencial das
selenoproteinas P e W. A selenoproteina P além de func¢do antioxidante tem a funcdo de
transportar o selénio até o figado e ¢ a selenoproteina mais abundante no plasma
sanguineo (BURK et al., 2003). A selenoproteina W possui a¢do antioxidante e ¢

encontrada nos musculos cardiacos e esqueléticos (BECKETT e ARTHUR, 2005).
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O selénio age no sistema antioxidante sendo componente das selenoproteinas e
atua indiretamente ou diretamente evitando o estresse oxidativo. O selénio pode atuar
ainda, economizando a vitamina E, esta tem a capacidade de impedir a propagagdo das
reacdes em cadeia induzidas pelos radicais livres nas membranas biologicas.

Ebeid (2009) avaliou os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de selénio
organico (0O-controle, 0,lppm, 0,2ppm e 0,3ppm de seleno levedura) no status
antioxidante de galos sob condi¢des de estresse térmico. Os animais que receberam
dietas suplementadas com 0,3 ppm de Se apresentaram diminuicdo nos niveis
plasmaticos de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) mostrando que a
suplementagdo com selénio levedura melhorou o status antioxidante dos animais.

A utilizagdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos ¢ mecanismo de defesa contra os radicais livres que podem ser empregados
nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na medicina, sendo que,
muitas vezes, os proprios medicamentos aumentam a geracdo intracelular desses

radicais (DOROSHOW, 1983; HALLIWELL et al., 1995; WEIJL et al., 1997).

2.5.2. Selénio e o sistema reprodutor

A selecao racial ¢ a criacdo comercial de cdes vém sendo cada vez mais
aperfeicoadas pelos criadores no Brasil e no mundo, exigindo assim, maior eficiéncia do
sistema reprodutor. O uso limitado do sémen congelado na espécie canina faz com que
empresas de nutri¢do animal busquem novos mercados no setor Pet Food; um desses
mercados ¢ a produgdo de alimentos para animais reprodutores. Para que estas ragdes
sejam eficientes € necessario conhecer e entender quais nutrientes e/ou ingredientes sao
importantes para o adequado funcionamento deste sistema.

O selénio demonstrou ser, entre todos os minerais indicados como essenciais um
dos elementos mais importantes quando se trata de reproducdo. Os antioxidantes sao
importantes para manter a mitocondria intacta. Esta organela estd localizada na peca
intermediaria do espermatozoide e ¢ responsavel pela motilidade e também pela maior
flexibilidade da membrana e fluidez. Para que realize estas propriedades, a mitocondria
necessita altos niveis de acidos graxos poliinsaturados. Entretanto, niveis altos destes
acidos tornam a célula mais vulnerdvel a oxidacdo e a producdo de radicais livres

(SURAL 2002).
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A enzima glutationa peroxidase também estd presente no sistema reprodutor,
primeiro por sua a¢do antioxidante, pois durante a formac¢do e maturacido espermatica ¢
vital para protecdo da membrana lipidica dos espermatozoides, para que ndo sofram
perioxidagdo pelos radicais livres, que causa ruptura da membrana e morte do
espermatozdide. Uma segunda funcao desta enzima no sistema reprodutor, ¢ a sua
funcdo estrutural, por meio da selenoproteina glutationa peroxidase hidroperdxido
fosfolipidica (PH-GSH-Px) que, além de sua a¢do antioxidante, ¢ estrutura fixa da peca
intermediaria dos espermatozdides, estando presente na membrana e nas mitocondrias,
além de estar presente também na cabega do espermatozoide (SURAI, 2006). Quando
ha deficiéncia de selénio, hd menor sintese de PH-GSH-Px e, como consequéncia, a
gametogénese do macho fica comprometida e os espermatozoides apresentam diversos
problemas morfolégicos como cabeca e caudas livres, deformagdes na cabega e pega
intermediaria inclusive com ruptura estrutural, diminui¢gdo do numero de
espermatozdides por ejaculado (oligozooespermia) e aumento na morte de
espermatozdides (ALVIM e SOUZA, 2005).

O selénio ¢ necessario para o desenvolvimento testicular e espermatogénese em
varias espécies animais (COMBS e COMBS, 1986; BEHNE et al., 1996; SURAI et al.,
2001). As enzimas selenodeiodinases (Tipo I, II e IIl iodotironina deiodinases)
controlam o metabolismo dos hormoénios da tiredide, essenciais para o desenvolvimento
normal e funcionalidade dos testiculos em ratos (SURAI, 2006).

Uma dicta deficiente em selénio acarreta em diminuigdo no numero de
espermatozdides normais por ejaculado e diminui a motilidade e a capacidade de
fertilizacdo (BEHNE et al., 1982). Trabalhos com touros mostram que o selénio se
concentra nos testiculos e epididimo e neles exerce importantes fun¢des metabolicas,
como um antioxidante, atuando na formacdo dos espermatozoides e na maturagdo
espermatica (ALONSO et al., 1997), confirmando as ac¢des do selénio.

Em aves a inclusdo de selénio na dieta aumentou a atividade da glutationa
peroxidase no figado, espermatozdides e plasma seminal (SURAI et al., 1998). Em
experimento onde galos foram submetidos a dietas contendo 0,28 ppm de selénio
(controle), suplementadas com selenito de sédio ou seleno levedura (0,2 ppm), os
animais suplementados com seleno levedura apresentaram sémen de melhor qualidade,

com menor nimero de anormalidades espermaticas, seguidas pelos suplementados com
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selenito de sddio e os nao suplementados (EDENS, 2004). Os autores concluiram que o
seleno levedura foi a forma mais efetiva de suplementacdo de selénio para manutenc¢ao
da integridade dos espermatozdides.

Ebeid (2009) avaliou os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de selénio
organico (0O-controle, 0,Ippm, 0,2ppm e 0,3ppm de seleno levedura) no status
antioxidante e na qualidade seminal de galos sob condi¢cdes de estresse térmico. Os
animais suplementados com 0,3 ppm de Se apresentaram aumento no numero de
espermatozdides e melhora na motilidade, além de apresentarem diminui¢ao nos niveis
de TBARS e melhora na atividade da glutationa peroxidase, mostrando que a
suplementagdo com seleno levedura melhorou o status antioxidante dos animais.

A associacdo entre selénio e vitamina E na nutricdo animal ¢ bem conhecida,
especialmente nas suas fungdes sinérgicas como antioxidantes. A vitamina E tem efeito
direto sobre o espermatozodide, protegendo-o contra danos oxidativos e também
ajudando a melhorar a motilidade espermatica e a capacidade de fertilizagdo. Marin-
Guzman et al. (1997) demonstraram a importancia da suplementacdo do selénio na
fertilidade de suinos. Machos foram alimentados com dietas contendo 0 ou 0,5 ppm de
Se e/ou 0 ou 200 UI de vitamina E/kg para avaliar os efeitos sobre a qualidade do
sémen. Os espermatozoides dos animais alimentados com 0,5 ppm de selénio tiveram
maior motilidade do que aqueles com 200 UI de vitamina E/kg. Houve, também, menor
nimero de espermatozdides anormais e a eficiéncia da fertilizagdo dos machos
suplementados com selénio foi maior. Esses resultados sugerem que tanto o selénio
como a vitamina E sdo importantes nutrientes para aumentar a fertilidade de
reprodutores. O selénio age na espermatogénese e na manuten¢do da qualidade do

sémen, enquanto a vitamina E funciona primariamente como antioxidante.

2.6. Suplementacéo de selénio nos alimentos para cées

A forma mais antiga de suplementacdo de selénio ¢ por meio das formas
inorganicas, onde ha grandes riscos de intoxicacdo, interacdes negativas, efeitos pro-
oxidantes e baixa eficiéncia de transferéncia para os tecidos. Em contraste, as formas
orgdnicas contribuem para o sistema antioxidante, tem baixa toxicidade e alta
biodisponibilidade com a habilidade de aumentar as reservas de selénio nos tecidos

comparado as fontes inorganicas (SURAI, 2002).
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Muitas publicagdes demonstram as diferencas na biodisponibilidade do selénio
em diferentes matérias-primas, contudo, ha poucas publicacdes comparando fontes
orgénicas e inorganicas.

O conhecimento do valor nutritivo dos alimentos associado ao conhecimento das
necessidades nutricionais sdo indispensaveis para formulacao de ragdes balanceadas e
sdo fundamentais para os estudos de nutricdo animal. Conhecimentos basicos sobre
aproveitamento e biodisponibilidade sdo necessarios para que nutricionistas possam ter
em maos informagdes precisas a respeito dos ingredientes em uso. Entretanto, poucas
informacodes existem a respeito do valor nutritivo dos ingredientes para caes e gatos e, a
grande parte dos trabalhos cientificos avalia o efeito do ingrediente na dieta, ndo
considerando a digestibilidade do ingrediente em si, de modo que informagdes
primordiais a formulagdo adequada de dietas para animais de estimagdo ndo vem sendo
estudadas.

Uma vez que o selénio possui tantas fun¢des que melhoram a satde e
longevidade dos animais de estimacdo, torna-se necessario conhecer e entender sobre as
fontes de selénio que sdo usadas na formulacdo de ragdes Pet e seus efeitos no
organismo, podendo talvez alcangar um aproveitamento 6timo deste mineral, tanto pelo
animal quanto pela industria.

O capitulo 2, denominado “BIODISPONIBILIDADE E FUNCOES
ANTIOXIDANTES DE FONTES DE SELENIO EM DIESTAS PARA CAES”
apresenta-se de acordo com as normas para publicagdo no Journal of Animal Science.
Os objetivos do trabalho foram comparar a biodisponibilidade de duas fontes de selénio
(selenito de sodio e selénio levedura), normalmente utilizadas nas ragdes de caes e
gatos, e seus efeitos no status antioxidante de caes.

O capitulo 3, denominado “FONTES DE SELENIO E SEUS EFEITOS NAS
CARACTERISTICAS E NO STATUS ANTIOXIDANTE DO SEMEN DE CAES”
apresenta-se de acordo com as normas para publica¢do no Journal of Animal Science.
Os objetivos do trabalho foram comparar os efeitos de duas fontes de selénio (selenito
de sodio e selénio levedura), normalmente utilizadas nas racdes de cdes e gatos, nas

caracteristicas seminais € no status antioxidante do plasma seminal.
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BIODISPONIBILIDADE E FUNCOES ANTIOXIDANTES DE FONTES DE
SELENIO EM DIESTAS PARA CAES

RESUMO O objetivo do trabalho foi comparar a biodisponibilidade ¢ os efeitos
antioxidantes de fontes de selénio na forma organica e inorganica em dietas para caes.
Foram utilizados 24 cdes machos da raca Beagle distribuidos em trés tratamentos:
controle (TC-0,11 ppm de Se), inorganico (T1-0,30 ppm de Se na forma de selenito de
sodio) e organico (TO-0,30 ppm de Se na forma de seleno levedura). O experimento
seguiu um delineamento em blocos casualizados com medidas repetidas no tempo, os
animais foram blocados por idade. Os animais foram mantidos por 10 dias em gaiolas
metabolicas e submetidos a coleta total de fezes e urina, e mais 70 dias em baias para
demais analises. Nas amostras de ragdo, fezes, urina e pélos foram feitas analises de
selénio. No sangue total foi determinada a atividade da GSH-Px e no 11° dia do
experimento foi realizada a curva pos-prandial de absorcao de selénio, até doze horas
apds a ingestdo das dietas. O status oxidativo e a capacidade antioxidante foram
avaliados no soro sanguineo através da metodologia de TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbitrico) e a capacidade antioxidante total (TAC), respectivamente. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P<0,05). Para as varaveis ingestao de Se, excrecdo de Se nas fezes e retengdo de
Se o os animais do TC apresentaram menores valores quando comparados aos animais
do TI e TO (P<0,05). Ndo houve diferenca para a excrecdo urindria e
biodisponibilidade. Houve efeito de periodo para a concentracdo de selénio no plasma
sanguineo ocorrendo aumento para todos os animais. As concentragdes de Se no pélo
dos animais dos grupos TI e TO foram maiores que as do TC ao final do experimento
(P<0,05). A area abaixo da curva do Se plasmatico dos animais TO foi maior do que as
dos demais, mostrando uma maior absor¢do. Os animais do TO e TI apresentaram maior
atividade da GSH-Px, porém ndo houve diferenca significativa para os valores de
TBARS. Para o TAC houve efeito de periodo, sendo que os maiores valores ocorreram
aos 80 dias de experimento. Ambas as fontes de selénio nas dosagens empregadas
mostraram-se benéficas nos parametros avaliados em relagdo a concentragdo minima
recomendada pela AAFCO em alimentos para caes.

Palavras-chave: selénio, disponibilidade, GSH-Px, antioxidante, TBARS, caes
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BIOAVAILABILITY OF SELENIUM SOURCES AND THEIR ANTIOXIDANTS
FUNCTION IN DIETS TO DOGS

ABSTRACT The aim of this study was to compare the bioavailability of organic and
inorganic selenium sources and their antioxidants functions in diets to dogs. Twenty-
four male dogs were used and distributed in three treatments: control (TC-0,11 ppm of
Se), inorganic (TI-0,30 ppm of sodium selenito) and organic (TO-0,30 ppm of Sel-
Plex®). The experimental design was in a randomized blocks, the blocking factor was
age. The experimental period was 80 days, the selenium balance trial was conducted at
the first 10 days then the animals were transferred to kennels and the experiment lasted
more 70 days. Feces, hair, urine, blood plasma and food were analyzed for selenium

concentrations. The GSH-Px was determined in whole blood and at the 11"

day a curve
of selenium plasmatic absorption was conducted, the samples of blood plasma were
obtained each 2 hours after feeding per 12 hours. The methodologies to access oxidative
stress and antioxidant capacity were TBARS and total antioxidant capacity,
respectively. The results were performed by analysis of variance and the means were
compared by Tukey test (P<0.05). For Se intake, fecal excretion of Se and Se retention,
dogs from TC group showed lower values then TI and TO animals. There were no
difference for urinary excretion of Se and Se bioavailability. For Se concentration in
blood plasma the animals showed a higher value within 80 days even for animals from
TC group. The concentration of selenium in hair increased within 80 days for animals
from the TI and TO group. TO group had the major area under the curve differing
statistically from the others groups showing a better absorption. The supplemented
groups had the better values for GSH-Px activity. However, there were no significant
differences among treatments for TBARS. For TAC there were no differences among
the treatments, but during the experimental time the TAC values increased. The results
from these studies suggest that both organic and inorganic selenium sources may be

used for pet nutrition with similar efficiency.

Keywords: selenium, availability, GSH-Px, antioxidant, TBARS, canine
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INTRODUCAO

O selénio ¢ um elemento traco essencial & satide dos animais e seres humanos. E
componente da enzima glutationa peroxidase e atua ativamente no sistema antioxidante.
Este mineral participa, também, de outras metaloenzimas com funcdes antioxidantes
como as selenoproteinas P e W, atua no sistema imune, ¢ responsavel pela ativacao dos
hormdnios da tiredide, possui agdo anticarcinogénica e age no sistema reprodutivo
(SURAL, 2006).

O selénio (Se) ¢ um mineral amplamente distribuido nos tecidos animais, ainda
que presente em pequenas quantidades em alguns 6rgdos ou tecidos (NRC, 2006). As
quantidades de selénio nos ingredientes dos alimentos para caes e gatos podem variar
muito; as concentragdes deste mineral nos vegetais dependem da regido geografica e da
concentracdo de Se no solo (NRC, 2006; SURAI, 2002). Ja nos tecidos animais sua
concentracdo depende dos niveis de selénio da dieta (TODD e HENDRIKS, 2005).
Devido a esta grande variabilidade da concentracdo de selénio nos ingredientes, os
alimentos para caes e gatos sdo frequentemente suplementados.

A forma mais antiga de suplementagdo de selénio ¢ por meio das formas
inorgénicas, onde ha grandes riscos de intoxicacdo, interacdes negativas, efeitos pro-
oxidantes e baixa eficiéncia de transferéncia para os tecidos (THOMSON, 1998). Em
contraste, as formas organicas contribuem para o sistema antioxidante, tem baixa
toxicidade e alta biodisponibilidade com a habilidade de aumentar as reservas de selénio
nos tecidos comparado as fontes inorganicas (SURAI, 2002).

Uma vez que o selénio possui tantas fun¢des que melhoram a saide e
longevidade dos animais, torna-se necessario conhecer e entender sobre as fontes de
selénio usadas na formulacdo de racdes Pet e seus efeitos no organismo, buscando
alcancar um aproveitamento 6timo deste mineral pelo animal. Os objetivos do trabalho
foram os de avaliar a biodisponibilidade de duas fontes de selénio (selenito de sédio e

seleno levedura) e avaliar seus efeitos no sistema antioxidante de caes.
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MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP -
Univ Estadual Paulista, Campus de Botucatu, sob o protocolo de numero 82/2008-
CEUA, estando de acordo com os principios éticos na experimentag¢ao animal adotados

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Local e animais

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
UNESP - Univ Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, no Laboratério de Pesquisa
em Nutri¢do e Doengas Nutricionais de Caes ¢ Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”. Foram
utilizados vinte e quatro caes adultos da raca Beagle, machos, em mantenga, com idades
entre um e dez anos, em boas condig¢des corporais, clinicamente sadios, desverminados
e vacinados. O experimento seguiu um delineamento em blocos completos casualizados

com medidas repetidas no tempo. Os animais foram blocados por idade.

Dietas

As ragdes experimentais diferenciaram-se apenas pela inclusdo das fontes de
selénio avaliadas (selenito de sodio e Sel-Plex®). As dietas foram formuladas para que
seus niveis nutricionais € suplementagdo vitaminico-mineral atendessem as
recomendacdes nutricionais para cades em manutengao da Association of American Feed
Control Official (AAFCO, 2004), com excecdo dos teores de selénio. Na Tabela 1 estdo
mostradas as porcentagens de inclusdo dos ingredientes em cada ra¢do e suas
respectivas composi¢des bromatologicas.

Os animais foram submetidos a trés tratamentos: tratamento controle, sem
adicdo de selénio (todo o selénio proveniente dos ingredientes); tratamento inorganico,
controle + selenito de sodio, como fonte inorganica; e tratamento organico, controle +
Sel-Plex® (Alltech, Inc., EUA), como fonte organica. Os valores analisados de selénio
nas fontes utilizadas foram: Selenito de s6dio com 448,0 mg de selénio por grama do

produto e Sel-Plex® com 1138,7 mg de selénio por quilograma do produto.
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A quantidade de racdo administrada foi calculada de acordo com o valor
energético da racdo e a necessidade energética do animal (NRC, 2006). As quantidades
foram fornecidas para que os animais mantivessem o escore corporal ideal (EC ideal =
5). Os animais foram pesados semanalmente e a quantidade de ragdo ajustada caso
ocorresse aumento ou redugdo de peso. O alimento foi oferecido duas vezes ao dia,

sempre nos mesmos horarios, e a 4gua foi fornecida a vontade.

Tabela 1. Inclusao dos ingredientes nas ragdes € composicao bromatologica analisada.

Ingrediente % Inclusdo

Controle Inorgénico Organico
Milho, grao 49,40 49,40 49,40
Farelo de soja, 45% 19,95 19,95 19,95
Protenose, 60% 17,94 17,94 17,94
Oleo de visceras de aves 7,50 7,50 7,50
Oleo de peixe 2,00 2,00 2,00
Fosfato bicalcico 1,35 1,35 1,35
Calcario calcitico 0,59 0,59 0,59
Sal comum (NaCl) 0,40 0,40 0,40
Cloreto de potassio 0,30 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,15 0,15 0,15
Antifingico' 0,10 0,10 0,10
Antioxidante” 0,01 0,01 0,01
L-Lisina 0,002 0,002 0,002
Suplemento mineral® 0,1 0,1 0,1
Suplemento vitaminico® 0,2 0,2 0,2
Selenito de sodio (g)’ - 0,3 -
Selénio levedura (g)6 - - 135
Composi¢do bromatoldgica analisada
Matéria Seca (%) 93,73 92,85 93,62

Valores expressos em 100% de matéria seca
Proteina bruta (%) 26,12 26,79 25,87
Extrato etéreo acido (%) 12,22 12,38 12,06
Energia metabolizavel (kcal/kg)’ 3.578 3.578 3.578
Concentracdo de selénio (ppm) 0,11 0,30 0,30

"'Mold-Zap AS, Alltech, Inc., EUA

2Anti0x—RC, Alltech, Inc., EUA

3 Adigdo por quilograma de dieta: Ferro 150 mg, Cobre 15 mg, Manganés 7 mg, Zinco 150 mg,
Iodo 2 mg.

* Adigdo por qullograma de dieta: Vit A 15000 UI, Vit D 1000 UL, Vit. E 35 UI, Tiamina 4 mg,
Riboflavina 5 mg, Acido pantoténico 20 mg, Niacina 30 mg, Piridoxina 4 mg, Acido folico 0,30
mg, Vit. B12 0,04 mg e Colina 1500 mg.
> Selenito de sodio com 448,0 mg de selénio por grama do produto.

% Sel-Plex® (Alltech, Inc., EUA) com 1138,7 mg de selénio por quilograma do produto.
"Valores calculados (NRC, 2006).
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Adaptacdo

Uma rag¢do comercial foi fornecida aos animais por oito semanas antes da
introducdo das ragdes experimentais. Esta ragdo teve como fun¢do igualar a condi¢do
nutricional dos animais e continha 0,10 ppm de selénio. A fonte de selénio desta ragao
era o selenito de s6dio. O peso dos animais e a ingestdo de alimento também foi

controlada por todo periodo de adaptacao.

Periodo experimental e analises

O experimento teve duracao de oitenta dias. Nos primeiros dez dias os caes
foram alojados em gaiolas metabodlicas individuais em ago inoxidavel, com dimensdes
de 90 cm x 80 cm x 90 cm, equipadas com aparato para coleta separada de fezes e urina
para realizagdo do ensaio de biodisponibilidade por coleta total, segundo protocolo da
AAFCO (2004). No 11° dia os cdes foram transferidos para baias cimentadas de 6 m*
distribuidos em érea coberta e solario onde permaneceram até o fim do experimento.

Ensaio de Biodisponibilidade do Selénio

O ensaio de biodisponibilidade do selénio contou com dois periodos, a
adaptacao (1° ao 5° dia), onde os animais foram colocados em gaiolas metabolicas
individuais para adaptagdo a dieta e as gaiolas, e o periodo de coleta total - CT (6° ao
10° dia), quando foram colhidas fezes e urina. O consumo alimentar foi registrado
diariamente, pesando-se as quantidades oferecidas e recusadas de alimento a cada
refeigao.

As fezes foram colhidas integralmente duas vezes ao dia, as 08h00 e 17h00,
pesadas e acondicionadas em sacos plasticos individuais, previamente identificados,
fechados e armazenados em freezer (-15°C) para posterior analise. A urina foi recolhida
duas vezes ao dia, em recipientes plasticos colocados sob o funil coletor da gaiola,
contendo um mililitro de acido sulfurico 1N para evitar perdas de nitrogénio e
proliferacdo de bactérias. Logo apos a colheita foi mensurado o volume de urina
produzida, que posteriormente foi armazenada em garrafa plastica identificada e
mantida em freezer (-15°C) até realizacdo das andlises laboratoriais.

As amostras de fezes de cada cdo foram descongeladas e homogeneizadas
originando um pool de fezes, que foram secas em estufa de ventilagdo forcada a 65°C

por 72 horas, para promover a pré-secagem. Posteriormente, foram moidas em moinho
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tipo faca, com peneira de crivos de 1 mm. As amostras de urina foram descongeladas e
homogeneizadas. As fezes e wurinas foram enviadas para o Laboratorio de
Espectrometria Atomica Aplicado do Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP-
Botucatu-SP onde foram realizadas as analises de selénio. Com base nos resultados
laboratoriais obtidos foram calculados os coeficientes de biodisponibilidade das fontes
de selénio avaliadas. Estes célculos foram realizados com a seguinte formula (CBSeap =

coeficiente de biodisponibilidade aparente do selénio):

Se ingerido (g) — (Se excr fezes (g) + Se excr urina (g)) o

CBSeap = 100

Se ingerido (g)

Curva pos-prandial de absorcéo plasmatica de selénio:

As curvas foram realizadas nos dias 11 e 12 do experimento; foi colocado um
cateter na veia cefalica de cada animal no dia anterior ao inicio da curva. Apds o jejum
de 24 horas, uma amostra de sangue (TO) foi coletada antes do fornecimento da ragio;
logo apos esta coleta a quantidade diaria total da racdo foi fornecida ao animal e 30
minutos apos o animal ingerir todo o alimento, foi coletada mais uma amostra de sangue
(T1). Apos duas horas do fornecimento da racdo foi coletada terceira amostra (T2) e, a
partir desse ponto a cada duas horas era feita a coleta de uma nova amostra de sangue.
Os pontos foram: TO- antes do fornecimento da ragdo; T1— 30 min apos o fornecimento
da racdo; T2— 2 horas apds o fornecimento da ragdo; T3— 4 horas apos o fornecimento
da racdo; T4— 6 horas apds o fornecimento da ragdo; T5— 8 horas apos o fornecimento
da ra¢do; T6— 10 horas apds o fornecimento da racdo; e T7— 12 horas apos o
fornecimento da ragao.

Apbs a coleta o sangue foi transferido para o tudo de ensaio com uma gota de
EDTA e o plasma separado apds centrifugagcdo durante dez minutos em 3000 rpm. As
amostras foram analisadas quanto aos teores de selénio.

Determinacdo da quantidade de selénio: As determinagdes de selénio foram
feita no laboratério de Espectrometria Atdmica Aplicado do Departamento de Quimica
e Bioquimica/UNESP-Botucatu-SP utilizando a técnica de espectrometria atdmica e o
método por atomizagdo em forno de grafite (SILVA et al, 2007, MORAES et al., 2009).
As amostras analisadas para as concentragdes de selénio foram: pélos, fezes, urina e
plasma sanguineo. O pélo e plasma sanguineo foram coletados no inicio € no fim do

experimento, como descritos a seguir.
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Coleta de pélos

No primeiro e no ltimo dia do experimento uma area de 6 x 6 cm” foi tosada
rente a pele na regido dorso-lateral. O pélo foi armazenado para a determinagdo da
deposicdo de selénio. Apds quinze dias da primeira coleta de pélo, a regido foi
novamente tosada para que os pélos crescessem apenas sob influéncia das ragdes dos
tratamentos.

Outros parametros analisados no sangue e soro

Além da determinacdo de selénio no plasma sanguineo, também foram
realizadas analises de glutationa peroxidase, substancias reativas ao acido tiobarbiturico
e capacidade antioxidante total. As amostras de sangue foram coletas nos dias 0, 40 e
80. Os caes foram mantidos em jejum por 12 horas e coletados aproximadamente 15 ml
de sangue de cada cdo, em seringas sem anticoagulantes. Tubos de ensaio ¢ microtubos
plésticos foram devidamente identificados para a separacao do sangue de acordo com as
analises.

Glutationa peroxidase: esta enzima foi analizada no sangue total através do kit
RANSEL- Glutationa Peroxidase RS505, fabricado por RANDOX Laboratories, Reino
Unido. A metodologia ¢ baseada nos trabalhos de Paglia e Valentine (1967).

Substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS): A lipoperoxidacao da
membrana plasmatica dos espermatozoides foi determinada pelo método
espectrofotométrico dos TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico), descrito
por Buege e Aust (1978) e Paya et al. (1992), o qual baseia-se na quantificagdo do
complexo formado pela reagdo de duas moléculas de acido tiobarbitirico com uma de
malonaldeido (MDA), formando um cromogeno de coloragdo résea, o qual ¢
quantificado em comprimento de onda de 532 nm. Os resultados de mensuragdo de
lipoperoxidagdo foram expressos em nmol de MDA/ml mediante curva padrao de MDA
realizada ao espectrofotometro. A curva padrao utilizada para a determinagdo do
TBARS obedeceu a equacdo: [MDA] (nmol/ml) = (Abs — 0,0369)/0,0098 (R*=0,9979),
onde Abs ¢ a leitura da absorbancia.

A metodologia de Buege ¢ Aust (1978) quantifica a lipoperoxidacdo espontanea
(LE), onde a quantidade de MDA presente na amostra ¢ medida, j& a metodologia de

Paya et al. (1992) quantifica a lipoperoxidagdo induzida ou catalisada pelo ferro (LCF),
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o ferro estimula a oxidagao e esta reagdao tem por objetivo medir todo o potencial que a
amostra tem em gerar o radical.

Capacidade antioxidante total (TAC): o TAC foi determinado no soro
sanguineo. Para esta analise foi utilizado o kit SIGMA CS0709 desenvolvido para a
avaliacdo da capacidade antioxidante dos fluidos biologicos, representando
indiretamente as concentragdes e interagdes entre os antioxidantes de baixo e alto peso
molecular e enzimas. O kit fornece todo o material necessario para a analise (MILLER e
RICE-EVANS, 1997; RICE-EVANS, 2000; PROTEGGENTE et al., 2002; HUANG et
al., 2005).

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ¢ as
médias entre grupos e dentro dos grupos ao longo do tempo foram comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, com o auxilio do procedimento GLM
do SAS (2002). Para as varidveis GSH-Px, TBARS e TAC o nivel de significancia
considerado foi de 10%. A area abaixo da curva foi calculada por meio do software

GraphPad Prism 5.0, pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Na Tabela 2 estdo os valores de ingestdo de selénio, excregdo fecal, excrecao
urinaria, reten¢ao de selénio e biodisponibilidade. Os animais do tratamento controle
ingeriram menos selénio, uma vez que a ragdo controle nao foi suplementada com fonte
de selénio e o teor deste mineral era de 0,11 ppm, enquanto o teor de selénio dos demais
tratamentos era de 0,30 ppm. A ingestdo energética entre os grupos foi a mesma
(P>0,05). A excregao fecal foi minima, o que era esperado, ja que a excregdo de selénio
ocorre principalmente pela via urindria. Os animais dos tratamentos suplementados com
selénio apresentaram maior excre¢do fecal comparados aos animais do tratamento
controle. A excre¢do urinaria deste mineral foi semelhante entre os grupos (P>0,05). No
entanto foi verificada maior retencdo de selénio nos grupos organico € inorganico em
relacdo ao grupo controle, ndo havendo diferenca entre os grupos que receberam fontes

deste mineral (P>0,05).
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Tabela 2. Média e erro padrao dos valores de ingestdo de selénio, excrecao fecal e
urindria, retencdo de selénio e biodisponibilidade.

Parimetros Tratamentos

Controle Inorgénico Organico
Ingestao Se (ug/dia) 25,7+0,7° 60,3£2,0° 62,9+2,6°
Ingestio Se (ug/PM/dia) 4,0+0,03° 10,0+0,1° 9,9+0,08"
Excrecdo Se fezes (ng/dia) 2,0+0,1° 6,0+0,6" 6,0+0,4"
Excregéo Se fezes (ng/PM/dia) 0,23+0,01° 1,0+£0,07* 1,0+0,05%
Excrecdo Se urina (ng/dia) 3,0+1,1 2,4+0.4 2,4+0.4
Excrecdo Se urina (ug/PM/dia) 0,46+0,2 0,39+0,06 0,37+0,06
Retencdo Se (pg/dia) 22,7+1,2° 57,9+1,9° 60,5+2,5
Retengdo Se (ug/PM/dia) 3,5+0,2° 9,6+0,1" 9,5+0,1*
Biodisponibilidade (%) 88,5+4,3 96,1+0,6 96,3+0,6

2> Médias seguidas de letras mintisculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si, pelo Teste
de Tukey (P<0,05). PM = peso metabdlico em kg (PM=PV"” | onde PV=peso vivo em kg).

Na Tabela 3 estdo apresentadas as concentragdes de selénio no plasma sanguineo
no inicio e fim do experimento. Nao houve interacdo entre tratamento e periodo e nem
efeito de tratamento (P>0,05), apenas observou-se efeito de periodo (P<0,05), sendo que

a concentracao de selénio no plasma sanguineo foi maior ao final do experimento.

Tabela 3. Média e erro padrao das concentragdes de selénio no plasma sanguineo e no
pélo nos dia 0 e 80 do experimento.

Dias de Experimento

0 80 Médias
Se plasma sanguineo (pg/L)
Controle 30,8+1,1 53,3£3,9 42,0+3,5
Inorgénico 34,1+1,9 56,1+4,0 45,1+3,6
Organico 35,5+1,5 54,8418 452427
Médias 33,5+1,0° 54,7+1,9°
Se pélo (ng/kg)
Controle 44,6+1,0° 53,5+1,6%8 49,1+1,5
Inorganico 45,9ﬂ:0,9b 133,5+3,8** 89,7+11,5
Organico 46,1+0,8" 136,0+2,9** 91,1£11,7
Médias 45,5+0,5 107,7+8,2

= \Médias seguidas de letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si (P<0,05).

A concentracdo de selénio no pélo também esta apresentada na Tabela 3, houve
efeito de tratamento, periodo e interagdo entre tratamento e periodo (P<0,05). Os
animais dos grupos que receberam dietas suplementadas com selénio apresentaram
maior concentragao de selénio no pélo ao longo do experimento.

Na Tabela 4 podemos observar os valores da curva pos-prandial de absorcao

plasmatica de selénio a cada 2 horas. Nao houve interagdo de tratamento e periodo e
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nem efeito de tratamento (P>0,05), apenas sendo observado o efeito de periodo
(P<0,05). No Figura 1 estdo mostradas as curvas pds-prandiais de absor¢ao plasmatica

de selénio para cada tratamento.

Tabela 4. Médias e erro padrdo das concentragdes de selénio plasmatico antes da
alimentacdo e ap6s 0, 1/2, 2, 4, 6, 8, 10, 12 horas da alimentagao.

Tempo (h) Se (ng/L)
Controle Inorgénico Organico Médias
0 1,7+0,2 1,9+0,2 1,8+0,2 1,8+0,1"
172 12,1+0,4 12,7+0,5 12,4+0,7 12,4+0,39
21,5+0,2 22,6+0,7 24,5+1,5 22,9+0,6"
4 32,3+0,5 32,4+0,9 34,2+1,4 33,0+0,6"
6 42,8+0,6 43,9+1,0 44,1+1,4 43,6+0,6"
8 52,940,4 53,240,8 55,8£1,8 54,0+0,7¢
10 62,1+£0,5 62,8+0,7 64,2+1,5 63,1+0,6"
12 72,4+0,6 72,7+0,7 74,8£1,6 73,3+£0,6*
Médias 37,2429 37,829 39,0+3,0

M¢édias seguidas de letras maiusculas diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo
Teste de Tukey (P<0,05).

Controle
-& |norganico
-+ Organico

Concentracado de Se (mcg/L)

0 LJ LJ

0 2 4 6 8 10 12 14
tempo (h)

Figura 1. Concentragdes plasmaticas de selénio 0, 1/2, 2, 4, 6, 8, 10, 12 horas apos a
ingestdo da racao
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Na Tabela 5 estao apresentados as concentracdes médias e maximas da absorcao
de selénio durante a curva pos-prandial e area abaixo da curva. Houve diferenca
significativa para a area abaixo da curva (P<0,01), mostrando uma maior area para o

tratamento organico que diferiu dos demais.

Tabela 5. Concentracdo plasmatica de selénio pds prandial média e maxima e area
abaixo da curva dos grupos controle, inorganico e organico.

Selénio Tratamentos

Controle Inorganico Organico
Concentragdo média (ug/L) 37,56 38,11 39,15
Concentragdo maxima (pg/L) 72,39 72,70 74,76
Area abaixo da curva 502,8° 510,0° 527,1*
CV' (%) 66,56 65,50 65,45

"' CV = coeficiente de variacdo. “* Médias seguidas de letras mintsculas diferentes, na mesma
linha, diferem entre si, pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Os parametros de oxidagdo plasmaticos estdo apresentados na Tabela 6. Nao
houve interagdo entre tratamento e periodo (P>0,10), nem efeito de periodo ou
tratamento para lipoperoxidacao espontanea (TBARS LE) durante o experimento.
Houve efeito de periodo para a lipoperoxidacao catalisada pelo ferro, sendo que aos 40
dias de experimento os animais apresentaram menores concentragdes de TBARS nas
amostras (P<0,10). Para lipoperoxidacao catalisada pelo ferro ndo houve efeito de
tratamento e interagdo entre tratamento e periodo (P>0,10).

Quanto a capacidade antioxidante total (TAC) foi observado efeito de periodo
(P<0,10) para TAC, com os maiores valores observados aos 80 dias de experimento
mostrando que os animais aumentaram a capacidade antioxidante. Mas ndo houve efeito
de tratamento e interagao de tratamento e periodo (P>0,10).

Houve interacdo entre tratamento e periodo para GSH-Px (P<0,10), a atividade
da GSH-Px dos animais do tratamento organico e inorganico foi superior ao do
tratamento controle (P<0,10) aos 80 dias. Dentro do tratamento controle, a atividade a

GSH-Px foi diminuindo com o decorrer do experimento.
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Tabela 6. Média e erro padrao dos valores de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) na lipoperoxidacdo espontanea (TBARS LE) e na lipoperoxidagdo catalisada pelo
ferro (TBARS LCF), capacidade antioxidante total (TAC) no soro sanguineo e atividade da
glutationa peroxidase (GSH-Px) no sangue total.

Parametros Dias de Experimento
0 40 80 Meédias
TBARS LE (nmol de MDA/ml)
Controle 8,8+0,9 9,0+0,7 11,1£0,9 9,7+0,5
Inorgénico 9,4+0,8 9,3+0,7 9,4+0,7 9,3+0,4
Organico 8,4+0,3 8,4+0,6 8,3+0,8 8,3+0,3
Meédias 8,8+0.4 8,9+0,4 9,6+0,5
TBARS LCF (nmol de MDA/ml)
Controle 14,7+1,4 13,0£1,0 16,1£1,1 14,6+0,7
Inorganico 16,0+1,8 12,8+0,7 13,9+0,8 14,2+0,7
Organico 13,6+0,9 12,8+0,7 13,1+0,7 13,1+0,5
Médias 14,7+0,8° 12,9+0,4° 14,4+0,6"
TAC (eq/TROLOX mM)
Controle 0,253+0,03 0,257+0,03 0,246+0,02 0,252+0,01
Inorganico 0,215+0,02 0,185+0,02 0,280+0,03 0,227+0,02
Organico 0,249+0,03 0,200+0,03 0,245+0,02 0,231+0,02
Meédias 0,239+0,02° 0,214+0,02° 0,257+0,01°
GSH-Px (U/g de Hb)
Controle 456,5+48,1* 407,7+18,0™ 362,9+18,5™ 409,0+19,1
Inorgénico 437,0+£23,8 430,7+15,8 446,3+26,6" 438,0+12,5
Organico 443,04£35,4 462,7+£12,6 518,5+22,2" 474,7+15.4
Meédias 445,5+£20,5 433,749,8 442.,6+18,2

Médias seguidas de letras maitisculas diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (P<0,10).
Médias seguidas de letras minusculas diferentes, numa mesma linha, diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (P<0,10).

DISCUSSAO

Com relagdo a ingestdo diaria de selénio os animais dos tratamentos que
receberam dietas suplementadas apresentaram maior ingestao em relagdo ao tratamento
controle (P<0,05). A retencdo de selénio foi maior nos animais dos tratamentos
suplementados, apontando uma maior biodisponibilidade do selénio de ambas as fontes
estudadas. Mahan e Parret (1996) estudando duas fontes de selénio (Sel-Plex® e
selenito de sodio) em trés concentragdes (0,1ppm, 0,3ppm e 0,5ppm) para suinos
encontraram que a retencdo aumenta quando aumenta a dosagem, € que nas mesmas
dosagens as fontes possuem comportamento diferente, a orgadnica apresentou os
melhores valores de retengdo em comparacao a inorganica.

Com relagao as fontes, ndo houve diferenga para a biodisponibilidade, contudo,

muitos estudos mostram que a fonte organica de selénio possui maior
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biodisponibilidade do que a fonte inorganica (WANG e LOVELL, 1997; MATEOS et
al., 2004; TODD e HENDRIKS, 2005), neste experimento as duas fontes apresentaram
valores semelhantes para biodisponibilidade que ndo diferiram do tratamento controle.
O selénio dos ingredientes (tratamento controle) apresentou biodisponibilidade 10%
inferior comparado com as fontes inorganica e organica. Ha certas dificuldades para se
estabelecer a biodisponibilidade do Se de ingredientes e dos alimentos, pois ndo ha
critério universal que quantifique este mineral. Wang e Lovell (1997) encontraram
valores de biodisponibilidade muito altos para fontes organicas, sendo a
biodisponibilidade destas fontes duas a trés vezes maior do que a do selenito de sdodio.

A excrecdo de selénio na urina ndo diferiu entre os tratamentos. O esperado era
encontrar menor quantidade de selénio na urina dos animais do grupo controle, ja que o
selénio estava em baixas concentragdes na ragdo. Shiobara et al. (1998) mostraram que
a urina ¢ a principal via de excre¢do de selénio e que nao ha diferencas entre as fontes,
sugerindo que ambas as fontes possuem eficiéncia similar no organismo; porém a
excrecdo depende da quantidade de selénio administrada na dieta. Os valores de
excre¢do urinaria apresentados neste experimento podem ser interpretados como valores
de excre¢dao minima obrigatoria do selénio, uma vez que o tratamento controle apresenta
quantidades de selénio proximas a quantidade minima deste mineral.

Os valores da Tabela 3 mostram que todas as fontes de selénio utilizadas foram
eficientes em aumentar a quantidade de selénio no plasma sanguineo ao longo do
experimento. Mesmo os animais ndo suplementados com selénio, cuja ragao tinha 0,11
ppm de Se, tiveram seus teores de selénio aumentados isso indica que hd um controle
homeostatico do Se plasmatico. Outra possibilidade ¢ que a biodisponibilidade do
selénio da ragdo controle parece ser maior comparada a do selénio da ragdo de
adaptacdo ja que os valores de selénio no plasma sanguineo aumentaram inclusive nos
animais do tratamento controle.

O selénio da racdo controle ¢ oriundo dos ingredientes vegetais presentes na
dieta, sendo considerado selénio organico. Talvez, o elevado teor de selénio presente no
plasma sanguineo dos cdes que receberam o tratamento controle se deva a dois fatores:
por este selénio ser de origem organica e mais biodisponivel, e também, pelo fato destes
animais ndo terem sido submetidos a um periodo de deficiéncia de selénio. Scott et al.

(1998) encontraram concentracdes mais altas de selénio no plasma sanguineo de
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homens suplementados com ambas as fontes de selénio, quando comparados a homens
que ndo receberam suplementagao.

Iwanier e Zachara (1995) avaliaram a suplementacdo de selénio em homens,
utilizando dois tratamentos, um com 200ug/dia de selénio organico e outro com
200ug/dia de selenito de so6dio. A concentragao de selénio no plasma sanguineo apos
duas semanas foi, maior em homens que receberam o selénio organico. Assim
permaneceu até a oitava semana, quando a fonte de selénio inorganico alcangou os
mesmos patamares que a organica. Este estudo mostrou que o selénio organico eleva a
quantidade de selénio nos tecidos mais rapidamente que o selenito de soédio e concorda
com outros estudos (THOMSON et al., 1989; BUTLER et al., 1991). No presente
estudo ndo foi avaliada a concentragdo de selénio no plasma sanguineo durante o
experimento, apenas no inicio e na décima segunda semana. Os animais de todos os
tratamentos apresentaram aumento na concentracdo de selénio. Yu et al. (2006)
avaliaram as concentragdes de selénio em soro sanguineo e encontraram que estas
concentragdes nao se alteram com niveis entre 0,09 e 0,5 ppm de selénio na dieta.

A concentracdo de selénio no pélo aumentou (P<0,05) nos animais que
receberam ra¢do suplementada com as fontes organicas e inorganicas em comparacao
aos animais do grupo controle. O selénio presente no pélo ¢ dependente do acimulo
deste elemento durante meses, ¢ pode indicar a longo prazo o status de selénio no
organismo (COTTRILL, 2002). Existe uma correlagdo positiva entre o selénio presente
no pélo e o selénio presente no sangue (CHRISTODOULOPOULOS et al., 2003). Salbe
et al. (1990) em experimento com ratos, encontraram diferencas na concentragdo de
selénio no pélo para fontes utilizadas. Os ratos que receberam a fonte organica
apresentaram maiores concentragdes de selénio no pélo.

Shiobara et al. (1998) avaliaram a concentragdo de selénio no pélo de ratos
utilizando cinco tratamentos (controle — deficiéncia de selénio; selenito de s6dio com
niveis adequados de Se; selenito de sédio com Se em excesso; selenometionina com
niveis adequados; e selenometionina com Se em excesso) e verificaram que os niveis de
selénio no pélo diminuiram com a deficiéncia e aumentaram com o aumento da
quantidade utilizada na ragdo. Porém, verificaram que animais que receberam fonte
organica em excesso apresentaram niveis muito mais elevados de selénio do que os

animais que receberam selenito de s6dio em excesso € que os animais com excesso de
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selenito na dieta apresentaram niveis semelhantes aos que estavam em deficiéncia de
selénio. No estudo de Shiobara et al. (1998), os animais passaram por um periodo de
adaptacdo com deple¢do de selénio.

Yu et al. (2006) mostraram que o crescimento do pélos em caes Beagle adultos ¢
dependente da concentracdo de selénio na dieta. Porém, tanto baixas concentracdes de
selénio (0,04 a 0,09 mg/kg da dieta) quanto altas concentracdes (5,04 mg /kg da dieta)
reduzem a taxa de crescimento do pélo. Estes autores sugeriram que a quantidade 6tima
de selénio na dieta para a satde do pélo esta entre 0,12 a 1,03 mg de Se/kg.

Quanto a curva de absor¢do plasmatica de selénio ndo foram encontrados na
literatura dados que justificassem o comportamento dos animais do tratamento controle,
pois estes apresentaram a mesma curva que os animais dos demais tratamentos. A area
abaixo da curva do tratamento organico foi maior do que a dos demais tratamentos,
mostrando que a fonte organica ¢ melhor aproveitada. As doze horas de coleta nao
foram suficientes para avaliar o pico da concentracao de selénio, sugerindo que curvas
com maior nimero de pontos precisam ser estudadas para o melhor entendimento da
absor¢do do selénio. Porém deve ser levado em consideracdo se o selénio presente no
plasma sanguineo ¢ a melhor forma para avaliar a absor¢ao de selénio, uma vez que o
plasma sanguineo tende a manter a homeostase do organismo.

Neste estudo ndo foram encontrados efeitos positivos das fontes e nem da dose
utilizada em comparacdo ao controle para as caracteristicas TBARS e TAC. Porém, as
duas fontes aumentaram a atividade da GSH-Px ao final do experimento. Muitos
trabalhos mostram que a atividade desta enzima ¢ alterada quando se aumenta a
quantidade de selénio na dieta (BUTLER et al., 1991; IWANIER e ZACHARA, 1995),
porém a atividade da GSH-Px diminui quando o selénio ¢ fornecido em excesso na dieta
(Shiobara et al., 1998).

Mahan e Parret (1996) estudando duas fontes de selénio (Sel-Plex® e selenito de
sodio) em trés concentracdes (0,1ppm, 0,3ppm e 0,5ppm) para suinos encontraram que a
atividade da GSH-Px aumentou com o aumento das concentracoes de selénio, mas nao
encontraram diferenca significativa entre as fontes. A concentragdo de selénio nos
tecidos, principalmente musculos ¢ maior quando os animais sdo alimentados com

fontes organicas do que quando alimentados com fontes inorganicas, porém, a atividade
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da GSH-Px parece ndo se alterar quando se compara os dois tipos de fontes
(WHANGER ¢ BUTLER, 1988).

Ebeid (2009) avaliou os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de selénio
organico (0-controle, 0,1ppm, 0,2ppm ¢ 0,3ppm de Sel-Plex®) no status antioxidante de
galos sob condi¢des de estresse térmico. Os animais suplementados com 0,3 ppm
apresentaram diminui¢do nos niveis plasmaticos de TBARS e melhora na atividade da
glutationa peroxidase no sangue total, mostrando que a suplementacdo com Sel-Plex®
melhorou o status antioxidante dos animais.

Em um estudo realizado na China em solos deficientes em selénio, seres
humanos foram divididos em 12 grupos que receberam suplementagdo de selénio
organico e inorganico nas quantidades de 0, 15, 30, 45, 60 ou 75ug de Se/dia para cada
fonte. Os que receberam o selénio organico alcancaram a atividade maxima da enzima
GSH-Px no sangue total com menor (37ug de Se/dia) quantidade de suplementagdo de
selénio do que os que receberam o selénio inorganico (66 ng de Se/dia). A fonte
organica foi duas vezes mais efetiva em manter a atividade maxima desta enzima do que
a fonte inorganica e o aumento de sua atividade foi diretamente proporcional a ingestao
de selénio (XIA et al., 2005).

No presente estudo ndo foram observadas diferengas nos valores TBARS e
TAC. Estes valores mantiveram-se praticamente inalterados, mostrando que nem a fonte
e nem a quantidade de selénio fornecida aos animais foram eficientes em melhorar o
status antioxidante. Isto pode ter ocorrido, pelo fato dos animais ndo terem enfrentado
periodo de estresse intenso, ndo exigindo maior acdo do sistema antioxidante que se
manteve constante durante o experimento.

Sdo poucos os estudos que avaliam o estresse oxidativo no plasma sanguineo de
animais saudaveis ¢ muitos relacionam a concentracio de TBARS com diversas
doengas, tendo respostas positivas com a suplementagdo de selénio tanto em sua forma
organica quanto inorganica. Neste estudo foram utilizados animais saudaveis que
sempre foram alimentados com racdes que possuiam niveis adequados de todos os
minerais ¢ vitaminas. Outro ponto a ser considerado ¢ o fato de que ndo ha na literatura
dados sobre os parametros normais dos valores de TBARS e da capacidade antioxidante
total para caes adultos; além do fato de que esses valores podem ser alterados pela

temperatura ou qualquer fator do ambiente.
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CONCLUSAO

Ambeas as fontes de selénio sdo biodisponiveis e sua suplementacao (0,3 ppm) na
dieta melhora a saide dos caes, desta forma, as duas fontes de selénio podem ser
utilizadas nas ragdes de cdes. O selénio na forma orgénica ¢ absorvido mais rapidamente

e melhora a atividade antioxidante no organismo.
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FONTES DE SELENIO E SEUS EFEITOS NAS CARACTERISTICAS E NO
STATUS ANTIOXIDANTE DO SEMEN DE CAES

RESUMO O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de fontes de selénio na
qualidade do sémen de caes. Foram utilizados 24 caes distribuidos em 3 tratamentos:
controle (TC-0,11 ppm de Se), inorganico (TI-0,30 ppm de selenito de s6dio) e organico
(TO-0,30 ppm de Sel-Plex®). O delineamento foi em blocos casualizados com medidas
repetidas no tempo, sendo os animais blocados pela idade e concentracdo espermatica
por ml (CONC). O experimento durou 80 dias e as coletas de sémen para volume
(VOL), motilidade (MOT), vigor (VIG), CONC e numero total de espermatozoides no
ejaculado (NTE) ocorreram a cada 20 dias. As coletas de plasma seminal (PS) para
determinagdo da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px), espécies reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) e capacidade antioxidante total (TAC) foram realizadas
nos dias 0, 40 e 80, junto com as de sémen para morfologia espermdtica (ME) e
integridade de membrana. A quantidade de selénio no PS foi determinada nos dias 0 e
80. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e médias comparadas pelo teste
de Tukey (P<0,05). Para VOL, MOT e VIG nao houve diferenga entre tratamentos. Para
CONC houve diferenca significativa entre tratamentos. Aos 60 dias os animais TO
(P<0,05) apresentaram diferenca dos animais TC, mas ndo dos animais do TI; aos 80
dias cdes TO apresentaram maior CONC os dos demais tratamentos. Os animais do TO
apresentaram maiores NTE aos 40 e 80 dias que os do TC, mas ndo dos TI. Aos 80 dias
os caes do TO apresentaram maior porcentagem de membranas integras comparado com
os TI e TC. Quanto a ME, ndo houve diferenca entre os tratamentos para defeitos
maiores, os caes do TO apresentaram menores porcentagens de defeitos menores em
relacdo ao TC. Para defeitos totais (DT) os cdes do TI e TO apresentaram menores
porcentagens de DT do que do TC. Houve apenas efeito de periodo para a concentracao
de Se no PS. Nao houve diferenca entre tratamentos para GSH-Px e TBARS. Houve
efeito de periodo e de tratamento para TAC, os animais do TO apresentaram os
melhores resultados. Estes resultados indicam que para cdes em reprodugdo o uso de
seleno levedura melhora as caracteristicas reprodutivas.

Palavras-chave: selénio levedura, selenito de sodio, antioxidante, plasma seminal,

GSH-Px
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SELENIUM SOURCES AND THEIR EFFECTS ON SEMEN
CHARACTERISTICS AND ANTIOXIDANT STATUS IN DOGS

ABSTRACT The aim of this study was to evaluate two sources of selenium on semen
quality. Twenty-four male dogs were used and distributed in three treatments: control
(TC-0,11 ppm of Se), inorganic (TI-0,30 ppm of sodium selenito) and organic (TO-0,30
ppm of Sel-Plex®). The experimental design was in a randomized blocks, the blocking
factors were age and spermatic concentration per ml (CONC). The experimental period
were 80 days and the semen samplings for volume (VOL), motility (MOT), vigor
(VIG), CONC and total sperm count per ejaculate (TSC) were obtained each 20 days.
The glutathione peroxidase activity (GSH-Px), thiobarbituric reactive substances and
total antioxidant capacity were obtained from seminal plasma in days 0, 40 and 80,
together with semen collection for sperm morphology and membrane integrity. The
selenium concentration in seminal plasma was determined at the first and the last
experimental days. The results were performed by analysis of variance and the means
among and into the treatments were compared by Tukey test (P<0.05). There were no
significant differences among treatments for VOL, MOT and VIG. At day 60, the
animals of TO group showed significant difference between TC, but not between TI for
CONC, at day 80 TO group showed higher CONC than the others two groups (P<0.05).
At days 40 and 80 TO group showed higher TSC than the others groups, but it did not
differ statistically from TI, only from TC. For membrane integrity, TO groups had the
best values, it differed statistically from TI and TC (P<0.05). There were no significant
differences among treatments for major defects (P>0.05), but for minor defects the TO
group showed better results than TC (P>0,05), and ha similar results of TI group
(P<0.05). For total defects, both TO and TI differed statistically from TC (P<0.05).
There were no differences among treatments for selenium concentration in seminal
plasma, neither for GSH-Px and TBARS. For TAC, TO group showed better values
than the others groups, but it did not differ statistically from TI, only from TC. The
beneficial effects of selenium yeast on reproduction characteristics of dogs suggest that
organic selenium from selenium yeast may be a superior form of Se for dogs in
reproduction.

Keywords: selenium yeast, sodium selenite, antioxidant, seminal plasma, GSH-Px
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INTRODUCAO

O selénio possui diversas fungdes no organismo entre elas estdo: ser componente
essencial da enzima glutationa peroxidase atuando ativamente no sistema antioxidante;
participar de muitas selenoproteinas, como por exemplo, a selenoproteina P ¢ W; atuar
no sistema imune; estar relacionado com a ativagao dos hormonios da tiredide; possuir
acdo anticarcinogénica; e também agir no sistema reprodutivo (SURAI, 2006).

O selénio demonstrou entre todos os minerais indicados como essenciais ser um
dos mais importantes na reprodugdo. E necessario para manter a integridade da
membrana espermatica e suas propriedades fisiologicas fundamentais para o sucesso da
fertilizacdo e motilidade dos espermatozoides, pois ¢ componente da enzima glutationa
peroxidase (SURAI, 2002).

Além da presenca da glutationa peroxidase com fun¢do antioxidante no sitema
reprodutivo, também estd presente a glutationa peroxidase hidroperoxido fosfolipidica
(PH-GSH-Px) que, além da agdo antioxidante, possui fungdo estrutural, fazendo parte na
membrana celular e das mitocondrias na peca intermediaria dos espermatozdides
(SURAI, 2006). Atua, principalmente, protegendo a mitocondria, organela que esta
localizada na pega intermedidria e ¢ responsavel pela motilidade, pela flexibilidade e
fluidez da membrana. Para que realize estas propriedades, a mitocondria necessita altos
niveis de 4cidos graxos poliinsaturados, que tornam a célula mais vulneravel a oxidacao
e a produgdo de radicais livres (SURAI, 2002).

Na deficiéncia de selénio, ha menor sintese de PH-GSH-Px, comprometendo a
gametogénese. Como conseqliéncia, os espermatozoides apresentam diversos problemas
morfolégicos como cabegca e caudas isoladas, deformagdes na cabega e pega
intermediaria, inclusive com ruptura estrutural, diminuicdo do numero de
espermatozdides por ejaculado e aumento na morte de espermatozdides (ALVIM e
SOUZA, 2005). Este trabalho tem o objetivo de avaliar a influéncia das fontes de

selénio nas caracteristicas seminais e nos niveis de oxidagdao do s€émen de caes.

MATERIAL E METODOS
Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP -

Univ Estadual Paulista, Campus de Botucatu, sob o protocolo de numero 82/2008-
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CEUA, estando de acordo com os principios €ticos na experimentacao animal adotados

pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Local e animais

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
UNESP - Univ Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, no Laboratério de Pesquisa
em Nutri¢do e Doengas Nutricionais de Caes ¢ Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”. Foram
utilizados vinte e quatro caes adultos da raca Beagle, machos, em mantenga, com idades
entre um e dez anos, em boas condigdes corporais, clinicamente sadios, desverminados
e vacinados. O experimento seguiu um delineamento em blocos completos casualizados
com medidas repetidas no tempo. Os animais foram blocados por idade e concentragdo

espermatica por mililitro.

Dietas

As ragdes experimentais diferenciaram-se apenas pela inclusdo das fontes de
selénio avaliadas (selenito de sodio e Sel-Plex®). As dietas foram formuladas para que
seus niveis nutricionais € suplementagdo vitaminico-mineral atendessem as
recomendacdes nutricionais para cdes em manuten¢do da Association of American Feed
Control Official (AAFCO, 2004), com excecdo dos teores de selénio. Na Tabela 1 estdo
mostradas as porcentagens de inclusdo dos ingredientes em cada ra¢do e suas
respectivas composi¢des bromatologicas.

Os animais foram submetidos a trés tratamentos: tratamento controle, sem
adicdo de selénio; tratamento inorganico, controle + selenito de sodio, como fonte
inorganica; e tratamento organico, controle + Sel-Plex® (Alltech, Inc., EUA), como
fonte organica. Os valores analisados de selénio nas fontes utilizadas foram: Selenito de
sodio com 448,0 mg de selénio por grama do produto e Sel-Plex® com 1138,7 mg de
selénio por quilograma do produto.

A quantidade de ra¢do administrada foi calculada de acordo com o valor
energético da racdo e a necessidade energética do animal (NRC, 2006). As quantidades
foram fornecidas para que os animais mantivessem o escore corporal ideal (EC ideal =

5). Os animais foram pesados semanalmente e a quantidade de ragdo ajustada caso
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ocorresse aumento ou redugdo de peso. O alimento foi oferecido duas vezes ao dia,

sempre nos mesmos horarios, e a 4gua foi fornecida a vontade.

Tabela 1. Inclusdo dos ingredientes nas ragdes € composicao bromatologica analisada.

Ingrediente % Inclusao

Controle Inorgénico Organico
Milho, grao 49,40 49,40 49,40
Farelo de soja, 45% 19,95 19,95 19,95
Protenose, 60% 17,94 17,94 17,94
Oleo de visceras de aves 7,50 7,50 7,50
Oleo de peixe 2,00 2,00 2,00
Fosfato bicalcico 1,35 1,35 1,35
Calcario calcitico 0,59 0,59 0,59
Sal comum (NaCl) 0,40 0,40 0,40
Cloreto de potassio 0,30 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,15 0,15 0,15
Antifungico' 0,10 0,10 0,10
Antioxidante’ 0,01 0,01 0,01
L-Lisina 0,002 0,002 0,002
Suplemento mineral’® 0,1 0,1 0,1
Suplemento vitaminico® 0,2 0,2 0,2
Selenito de sodio (g)’ - 0,3 -
Selénio levedura (g)° - - 135
Composi¢do bromatoldgica analisada
Matéria Seca (%) 93,73 92,85 93,62

Valores expressos em 100% de matéria seca
Proteina bruta (%) 26,12 26,79 25,87
Extrato etéreo acido (%) 12,22 12,38 12,06
Matéria mineral (%) 5,48 5,53 5,72
Energia metabolizavel (kcal/kg)’ 3.578 3.578 3.578
Concentracdo de selénio (ppm) 0,11 0,30 0,30

"'Mold-Zap AS, Alltech, Inc., EUA

2Anti0x—RC, Alltech, Inc., EUA

3 Adigdo por quilograma de dieta: Ferro 150 mg, Cobre 15 mg, Manganés 7 mg, Zinco 150 mg,
Iodo 2 mg.

* Adicio por quilograma de dieta: Vit A 15000 UL, Vit D 1000 UI, Vit. E 35 UI, Tiamina 4 mg,
Riboflavina 5 mg, Acido pantoténico 20 mg, Niacina 30 mg, Piridoxina 4 mg, Acido f6lico 0,30
mg, Vit. B12 0,04 mg e Colina 1500 mg.

> Selenito de sodio com 448,0 mg de selénio por grama do produto.

% Sel-Plex® com 1138,7 mg de selénio por quilograma do produto.

"Valores calculados (NRC, 2006).
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Adaptacdo

Uma rag¢do comercial foi fornecida aos animais por oito semanas antes da
introducdo das ragdes experimentais. Esta ragdo teve como fun¢do igualar a condi¢do
nutricional dos animais e continha 0,10 ppm de selénio. A fonte de selénio desta ragao
era o selenito de sddio e o peso dos animais e¢ a ingestdo de alimento também foi
controlada por todo periodo de adaptagdo. Ainda neste periodo, os cdes foram
condicionados ao manejo de coleta de sémen, de forma que eram manipulados duas

vezes por semana e o ejaculado era descartado.

Periodo experimental e anélises

O periodo experimental foi de 80 dias. A coleta de sémen foi realizada por
manipulagdo digital do pénis em tubo graduado com funil acoplado. Nos dias 0, 20, 40,
60 e 80 o sémen foi coletado e mantido em banho-maria a 37°C. As andlises realizadas
no sémen foram:

Volume: mensuragdo realizada por meio da visualizagdo direta no tubo
graduado.

Motilidade e vigor espermatico: as avalia¢des foram realizadas segundo método
descrito por Krause (1966), onde uma gota de sémen foi colocada sobre lamina
aquecida (38-40°C) e recoberta por laminula. A motilidade foi classificada numa escala
de 0 a 100% e o vigor através de um escore de 0 a 5 (Colégio Brasileiro de Reprodugao
Animal -CBRA, 1996), com utilizagdo de microscdpio com aumento de 100x.

Concentragdo espermatica: foi determinada por meio da contagem em cadmara
de Neubauer, com dilui¢do de 1:20. O niimero de espermatozoides foi expresso por ml.

Numero total de espermatozdides no ejaculado: é a concentragdo espermatica
por ml multiplicada pelo valor do volume.

Nos dias 0, 40 e 80 do periodo experimental foram realizadas as analises:

Morfologia espermatica: foi realizado um esfregaco por animal, fixado em
formol salino por 10 minutos (CUNHA, 1997) e a coloragdo feita pelo método de
Karras modificado (PAPA et al., 1986). Foram avaliadas 100 células de cada esfregaco
e os resultados expressos em porcentagem, registrados individualmente. A classificagao

da patologia espermatica foi feita segundo Oetllé e Soley (1988). As patologias foram
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divididas em defeitos maiores (correlacionados negativamente com a fertilidade do
animal) e menores (ndo associados com a fertilidade do animal).

Integridade de membrana: foi realizada por meio de sondas fluorescentes. A
coloragdo fluorescente foi realizada de acordo com a técnica descrita por Harrison e
Vickers (1990), e adaptada por Cunha et al. (1996). Apds 10 minutos da diluicdo do
sémen, uma gota do material foi depositada entre ldmina e laminula e analisada em
microscopio de epifluorescéncia com objetiva de 40x. Foram contadas 200 células e
classificadas como: células com membrana integra (células coradas em verde
fluorescente) e células com membrana lesada (células coradas em vermelho ou em
verde fluorescente e vermelho). O resultado foi dado em porcentagem de células
integras e lesadas.

Nos dias 0, 40 e 80 do periodo experimental, o sémen foi coletado e seu plasma
seminal separado em centrifuga refrigerada por 15 minutos a 10.000g. ApoOs este
procedimento as amostras de plasma foram congeladas a -20°C até o momento das
analises de glutationa peroxidase e andlises de estresse oxidativo: espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) e capacidade antioxidante total (TAC).

Glutationa peroxidase: O kit RANSEL- Glutationa Peroxidase RS505,
fabricado por RANDOX Laboratories, Reino Unido, foi utilizado para esta analise. A
metodologia foi baseada nos trabalhos de Paglia e Valentine (1967).

Substancias reativas ao cido tiobarbiturico (TBARS): A lipoperoxidac¢ao da
membrana plasmatica dos espermatozoides foi determinada pelo método
espectrofotométrico dos TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico), descrito
por Buege e Aust (1978) e Paya et al. (1992), o qual baseia-se na quantificacdo do
complexo formado pela rea¢do de duas moléculas de acido tiobarbiturico com uma de
malonaldeido (MDA), formando um cromoégeno de coloragdo rosea, o qual ¢
quantificado em comprimento de onda de 532 nm. Os resultados de mensuracdo de
lipoperoxidacao foram expressos em nmol de MDA/ml mediante curva padrdo de MDA
realizada ao espectrofotdometro. A curva padrdo utilizada para a determinacdo do
TBARS obedeceu a equagio: [MDA] (nmol/ml) = (Abs — 0,0369)/0,0098 (R*= 0,9979),
onde Abs ¢ a leitura da absorbancia.

A metodologia de Buege e Aust (1978) quantifica a lipoperoxidacdo espontianea

(LE), onde a quantidade de MDA presente na amostra ¢ medida, ja a metodologia de
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Paya et al. (1992) quantifica a lipoperoxida¢ao induzida ou catalisada pelo ferro (LCF),
o ferro estimula a oxidagdo e esta reagdo tem por objetivo medir todo o potencial que a
amostra tem em gerar o radical.

Capacidade antioxidante total (TAC): Para esta analise foi utilizado o kit
SIGMA CS0709 que foi desenvolvido para a avaliagdo da capacidade antioxidante dos
fluidos biologicos, representando indiretamente as concentracdes e interagcdes entre os
antioxidantes de baixo e alto peso molecular e enzimas. O kit fornece todo o material
necessario para a andlise (MILLER e RICE-EVANS, 1997; RICE-EVANS, 2000;
PROTEGGENTE et al., 2002; HUANG et al., 2005).

Ainda no plasma seminal foram quantificados os teores de selénio no primeiro e
ultimo dia do experimento:

Determinacgdo da quantidade de selénio no plasma seminal: As determinagdes
de selénio foram feita no laboratorio de Espectrometria Atomica Aplicado do
Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP-Botucatu-SP utilizando a técnica de
espectrometria atdmica e o método por atomizagcdo em forno de grafite (SILVA et al,

2007; MORAES et al., 2009).

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as
médias entre os grupos e dentro dos grupos ao longo do tempo foram comparadas pelo
teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, com o auxilio do procedimento GLM
do SAS (2002). Para as variaveis GSH-Px, TBARS e¢ TAC o nivel de significancia

considerado foi de 10%.

RESULTADOS

Os teores de selénio no plasma seminal estdo apresentados na Tabela 2. Nao
houve interacdo entre tratamentos e periodo e nem efeito dos tratamentos (P>0,05),
Entretanto, ocorreu um aumento significativo no conteudo de Se no plasma seminal do

primeiro para o ultimo dia do experimento (P<0,05).
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Tabela 2. Média e erro padrdo das concentragdes de selénio no plasma seminal nos dia 0
e 80 do experimento.

Se plasma seminal (pg/L) Dias de Experimento

0 80 Médias
Controle 5,7+0,5 23,7+0,8 14,7+£2,4
Inorganico 5,5+0,8 24,1+0,9 14,842,5
Organico 6,5+0,9 25,310 15,9£2,5
Médias 5,940,4° 24,420,6°

2> Meédias seguidas de letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si (P<0,05).

Os resultados de volume, motilidade e vigor estdo apresentados na Tabela 3.
Nao houve interagdo entre tratamento e periodo e nem efeito (P>0,05) de tratamentos
para estas variaveis. Foram observadas diferencas entre os periodos (P<0,05) apenas

para volume.

Tabela 3. Médias e erro padrao das caracteristicas seminais: volume (ml), motilidade (%) e vigor
nos dias 0, 20, 40, 60 e 80 do experimento.

Parametros Dias de Experimento

0 20 40 60 80 Média
Volume (ml)
Controle 2,7+0,6 4,2+0,6 4,0+0,8 6,6+1,2 5,1+1,2 4,5+0,4
Inorganico 3,5+0,8 4,8+0,8 5,8+0,7 5,9+0,7 5,7+1,2 5,1+0,4
Orgénico 2,6+0.4 3,5+0,5 4,7+0,7 5,0+0,8 3,9+0,8 3,940,3
Média 2,9+0,3°  42+04™  48+04"  58+0,5°  4,9+0,6™
Motilidade (%)

Controle 85,0+1,9 87,5+1,6 81,3+6,1 78,8+6,1 77,5£5,9 82,0+2,1
Inorgénico  80,0+3,8 78,8+4,4 80,+4,2 82,9+£2,9 78,8+4,0 80,0+1,7
Organico 85,0£2,7 83,8+1,8 77,4£9,9 88,8£1,3 88,8+1,3 84,8+2,1

Média 83,3+1,7 83,3+1,8 79,5+3,4 83,5£2.4 81,7£2.5
Vigor
Controle 4,1+0,1 4,240,2 3,9+0,3 3,8+0,3 3,9+0,3 4,0+0,1

Inorganico  3,7+0,2 3,940,2 3,940,2 4,120,1 3,9+0,1 3,9+0,1
Organico 3,9+0,2 4,040,1 4,30,1 4,30,1 4,4+0,1 4,2+0,1

Média 3,9+0,1 4,0+£0,1 4,4+0,1 4,1+0,1 4,1£0,1

a,b,c Médias seguidas de letras minasculas diferentes, numa mesma linha, diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (P<0,05).

Na Tabela 4 estao mostrados os resultados de concentragao espermatica por ml e
numero total de espermatozoéides no ejaculado. Houve interagdo entre tratamento e
periodo para estas duas varidveis. A concentragdo espermatica por ml diferiu
significativamente (P<0,05) entre os tratamentos ap6s 60 dias de experimento, quando o
tratamento controle apresentou menor concentragdo espermdtica por ml que o
tratamento organico. O tratamento inorganico nao diferiu significativamente dos demais

tratamentos. Aos 80 dias de experimento o tratamento organico apresentou maior
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concentracdo espermatica e diferiu significativamente dos outros dois tratamentos
(P<0,05), inorgénico e controle, os quais ndo diferiram entre si (P>0,05). Nao houve
efeito de periodo dentro de nenhum dos tratamentos avaliados (P>0,05).

O numero total de espermatozodides no ejaculado (NTE) ndo acompanhou por
completo a concentragdo espermatica por ml; aos 40 dias o tratamento organico diferiu
(P<0,05) dos demais tratamentos, apresentando uma maior NTE. Este fato foi também
verificado aos 80 dias de experimento (P<0,05), porém nd3o houve diferenca
significativa entre animais dos tratamentos, inorganico e organico (P>0,05). Nao houve

diferenca entre os periodos dentro dos tratamentos (P>0,05).

Tabela 4. Médias e erro padrio para as caracteristicas seminais: concentracdo de
espermatozoides por ml (x10° sptz/ml) e numero total de espermatozoides no ejaculado (x10°

sptz).

Parametros Dias de Experimento

0 20 40 60 80
Concentracdo (x10° sptz/ml)
Controle 100,3+26,8 58,3+10,2 60,4+14.8 38,8+11,68 49,8+10,2"
Inorganico 98,0+31,9 63,5+16,9 49,0+13,9 56,4+14,9"8 64,0+17,58

Organico 101,9+16,6  133,8+47.,6 139,1+53,8 138,7+65,3" 167,1+54,9"

N° total de sptz no ejaculado (x10° sptz)

Controle 216,6+51,0 2485582  212,3+43,1®  217,8+58,7 228,1+25,0°
Inorganico  271,7+83,9  271,7+61,3  252,8+67,9" 313,5+71,1  309,5+88,7""
Organico 277,8£75,1  372,0£99,9  506,3+159,4  430,4+88.4  504,1+148.8"

A,B Médias seguidas de letras maitisculas diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (P<0,05).

Houve interagcdo (<0,05) entre tratamento e periodo para a percentagem de
membranas integras e membranas lesadas (Tabela 5). Os animais do tratamento
organico apresentaram maior porcentagem de membranas integras e menor percentagem
de membranas lesadas ao final do experimento (P<0,05). Nao houve diferenca
significativa entre o tratamento controle e o inorganico (P>0,05) ao final para estas
variaveis; estes dois tratamentos apesar de apresentarem maior porcentagem de
membranas lesadas, possuem valores que estdo dentro dos pardmetros normais
esperados para caes saudaveis.

Ainda na Tabela 5 podem ser observados os dados relacionados a morfologia
espermatica, que foi dividido em defeitos maiores, menores e totais. Nao houve
interagdo entre tratamento e periodo, nem efeito de tratamento para defeitos maiores
(P>0,05). Porém, os caes ao final de 80 dias apresentaram mais (P<0,05) defeitos

maiores no sémen que no inicio do experimento. Para defeitos menores, pode ser
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observado que o tratamento organico diferiu do tratamento controle, mas nao diferiu do
inorganico (P>0,05) aos 40 e 80 dias. Aos 80 dias o tratamento controle apresentou a
maior porcentagem de defeitos totais e diferiu dos demais tratamentos (P<0,05) e os
dois tratamentos suplementados com selénio ndo diferiram entre si (P>0,05). O
tratamento controle apresentou efeito de periodo (P<0,05) para ambas as variaveis,
defeitos menores e defeitos totais, sendo que aos 80 dias os valores foram maiores que

no inicio do experimento.

Tabela 5. Médias e erro padrdo das variaveis relacionadas ao teste de integridade de membrana
e morfologia espermadtica nos dias 0, 40 e 80 do experimento.

Parametros Dias de Experimento
0 40 80 Média
Membranas integras (%)
Controle 89,9+3,5 90,4+1,2 86,4+0,7° 88,9+1,3
Inorganico 93,0+1,9 90,742,0 85,3+3,5° 89,6+1,6
Organico 90,1422 92.3+1,6 96,2+0,5" 92,9+1,0
Média 91,0+1,5 91,1+0,9 89,5+1.,6
Membranas lesadas (%)
Controle 10,1£3,5 9,6+1,2 13,6+0,7" 11,0+1,3
Inorganico 7,0£1,8 9,3£2,0 14,743,5° 10,4+1,6
Organico 9,9+2.2 7,7+1,6 3,8+0,5" 7,2+1,0
Média 9,0+1,5 8,940,9 10,6+1,6
Defeitos Maiores (%)
Controle 2,9+1,6 3,8+0,9 9,1+2,2 5,3+1,1
Inorganico 2,4+0,8 2,6+1,3 5,4+1,2 3,5+0,7
Organico 6,4+1,9 6,5+2,3 6,0+1,7 6,3+1,1
Média 3,9+0,9° 4,3+1,0" 6,9+1,0°
Defeitos Menores (%)
Controle 15,443,1° 25,941,974 30,3+6,0** 23,8426
Inorganico 11,6422 15,1+1,8"" 19,6+1,1°" 15,5+1,2
Organico 14,6+0,9 10,8+1,8" 13,1+1,1° 12,8+0,8
Média 13,9+1,3 17,3+1,7 21,042.5
Defeitos Totais (%)
Controle 18,3+4,2° 29,6+1,6® 39,4+6,3* 29,0+3,1
Inorganico 14,0 2,6 17,8+2,3 25,0+1,4° 18,9+1,5
Organico 21,0+1,4 17,3+1,8 19,1+1,68 19,1+0,9
Média 17,8+1,7 21,5+1,6 27,8428

A,B Médias seguidas de letras maitsculas diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (P<0,05). a,b Médias seguidas de letras mintisculas diferentes, numa mesma linha, diferem entre
si, pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Os parametros de oxidacao estao apresentados na Tabela 6. Nao houve interagao
entre tratamento e periodo (P>0,10) para as trés varidveis analisadas. Na
lipoperoxidagdo catalisada pelo ferro foi observado efeito de periodo (P<0,10) sendo

que ao final do experimento os valores de TBARS aumentaram no plasma seminal,
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mostrando uma maior capacidade de oxidacdo da amostra. Foi observado efeito de
periodo (P<0,10) e efeito de tratamento (P<0,10) para TAC, os animais do tratamento
controle apresentaram menor capacidade antioxidante total do que os animais do
tratamento organico (P<0,10), porém este ndo apresentou diferenca do tratamento
inorganico (P>0,10). Nao houve efeito de tratamento (P>0,10), porém houve efeito de
periodo para GSH-Px, aos 40 dias do experimento houve uma melhora na atividade da

GSH-Px.

Tabela 6. Média e erro padrao dos valores de substincias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) na lipoperoxidagdo espontanea (TBARS LE) e na lipoperoxidagdo catalisada pelo
ferro (TBARS LCF), capacidade antioxidante total (TAC) e atividade da glutationa peroxidase
(GSH-Px) do plasma seminal.

Parametros Dias de Experimento
0 40 80 Média
TBARS LE (nmol de MDA/ml)
Controle 13,5423 11,5+1,9 9,5+1,0 11,5+1,2
Inorganico 8,0£1,5 10,0+1,6 9,7+1,5 9,4+0,9
Orgéanico 10,2+1,5 9,6£1,5 12,1+1,1 10,6+0,8
Média 10,8+1,2 10,4+0,9 10,4+0,7
TBARS LCF (nmol de MDA/ml)
Controle 17,9+3,3 13,7+1,6 21,4422 17,7+1,5
Inorganico 13,94+2,5 11,7+£1,6 15,9+1,9 13,6+1,1
Orgéanico 15,4+1,9 13,2+1,9 22.3+1,4 17,0+1,3
Média 15,5+1,5° 12,9+0,9° 19,9+1,2°
TAC (eq/TROLOX mM)
Controle 0,292+0,03 0,342+0,03 0,347+0,05 0,327+0,02°
Inorganico 0,323+0,02 0,303+0,03 0,393+0,02 O,34Od:0,02AB
Organico 0,350+0,03 0,363+0,04 0,426+0,03 0,379+0,02*
Média 0,321+0,02° 0,336+0,02* 0,389+0,01°
GSH-Px (U/g de Hb)
Controle 108,1+31,3 124,8+11,6 97,6£19,9 110,2+12,6
Inorganico 93,3+13,2 184,0+14,0 126,2+14,0 134,5+10,9
Organico 96,7+£23.6 185,1+27,7 154,2+16,4 145,3+14,8
Média 99,4+13,2° 164,7+£12,1% 126,0+10,5°

A,B Médias seguidas de letras maitisculas diferentes, numa mesma coluna, diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (P<0,10). a,b Médias seguidas de letras mintsculas diferentes, numa mesma linha, diferem entre
si, pelo Teste de Tukey (P<0,10).

DISCUSSAO
Os valores da Tabela 2 mostram que todas as ragdes foram eficientes em
aumentar a quantidade de selénio no plasma seminal ao longo do experimento

independente da fonte de selénio utilizada. Mesmo os animais nao suplementados, cuja
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ragdo tinha 0,11 ppm de Se, tiveram seus teores de selénio aumentados. Estes dados sao
diferentes dos encontrados em carneiros por Baiomy et al. (2009), que suplementaram a
racdo com 0,20 ppm e 0,50 ppm de selénio organico e obtiveram maior concentragao de
selénio no grupo suplementado com 0,50 ppm. Pappas et al. (2005) relataram que a
inclusdo de selénio organico (Sel-Plex®) na dieta de galos aumentou em duas vezes a
concentragdo de selénio no s€émen, comparados aos animais que ndo receberam dietas
suplementadas.

Hawkes e Turek (2001) estudaram o efeito do selénio na qualidade seminal de
homens saudaveis. Nos primeiros 21 dias do experimento todos os individuos
receberam dieta com 47ug de selénio e, entdo, foram separados em dois grupos, o
primeiro recebendo dieta com 13ug de selénio e o segundo dieta com 297ug por 99
dias. Estes autores encontraram aumento da concentrac¢do de selénio no plasma seminal
com o aumento da ingestdo de selénio. Segerson et al. (1981) verificaram que a inje¢ao
de 0,33 mg de Se/kg de peso vivo aumentou a concentragdo de selénio no plasma
seminal de suinos em comparagdo aos que nao receberam a inje¢ao.

Iwanier e Zachara (1995) avaliaram a suplementagdo de selénio em homens com
baixa fertilidade, utilizando dois tratamentos, um com 200ug/dia de selénio orgénico e
outro com 200pg/dia de selenito de sddio. A concentracdo de selénio no plasma seminal
apods duas semanas foi maior em homens que receberam o selénio orgénico, porém apos
quatro semanas ndo havia mais diferenca entre tratamentos e esta condi¢do permaneceu
até o fim do experimento na décima segunda semana. Este estudo mostrou que o selénio
organico eleva a quantidade de selénio no plasma seminal, mais rapidamente que o
selenito de sddio e concorda com outros estudos (Butler et al., 1991; Thomson et al.,
1989). No presente estudo ndo foi avaliada a concentracdo de selénio no plasma seminal
durante o experimento, apenas no inicio e na décima segunda semana. Todos os
tratamentos apresentaram aumento na concentragdo de selénio, mesmo o controle.

Estudos com selénio marcado mostram que existe grande relagdo entre o selénio
e o sistema reprodutor e que em casos de deficiéncia este sistema retém mais selénio do
que os outros (Burk et al., 1972; Smith et al. 1979; Behne et al., 1982; Shalini ¢ Bansal,
2006). Marin-Guzman et al. (1997) trabalhando com suinos sugerem que o sistema
reprodutor tem prioridade em reter e utilizar o selénio, e quando este se encontra

deficiente na dieta, o organismo tenta manter os niveis adequados retirando o selénio de
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tecidos que possam funcionar como reserva. Esta pode ser uma possivel explicagdo para
os valores encontrados neste estudo, uma vez que o NRC (2006) recomenda 0,35 ppm
de selénio para animais em fase de reproducdo e a administracdo da ragdo controle foi
de 0,11 ppm de selénio, o que pode ter induzido deficiéncia de selénio para este 6rgao,
uma vez que esta quantidade ¢ adequada somente para animais em manutengao.

O selénio da racdo controle ¢ oriundo dos ingredientes vegetais presentes na
dieta, sendo considerado selénio organico. No metabolismo de minerais o organismo
absorve mais o mineral quando este estd em baixas concentragdes. Talvez, o elevado
teor de selénio presente no plasma seminal para o tratamento controle se deva a quatro
fatores: maior absor¢do em fun¢do da baixa quantidade de selénio na racdo, este selénio
ser de origem organica, mais disponivel, ao fato do organismo favorecer o acimulo de
selénio no sistema reprodutor, mesmo em uma quantidade considerada baixa para
animais em reproducdo e por ultimo estes animais ndo terem sido submetidos a um
periodo de deplegdo de selénio, o que acontece na maioria dos experimentos.

Nao ha relatos de que o selénio influencia o volume do ejaculado. O aumento no
volume obtido neste trabalho se deve ao manejo de coleta de sémen, pois este manejo
estimula a produg¢dao de plasma seminal e, por consequéncia, o volume. Este efeito
também pode variar de individuo para individuo e entre coletas em um mesmo
individuo.

Também ndo ha relatos de que o selénio influencia no vigor dos
espermatozodides. Porém, estd intimamente relacionado com a motilidade espermatica,
sendo que muitos trabalhos t€ém demonstrado este efeito, tanto para o selénio organico
quanto para o inorganico (Wu et al., 1973; Marin-Guzman et al., 1997). A motilidade
pode ser reduzida tanto em baixas quantidades de selénio quanto em altas
concentragdes, consideradas toxicas. No presente estudo a motilidade ndo foi alterada
nem pela diferenca de concentracdo de selénio na dieta e nem pelas fontes utilizadas.
Castellini et al. (2002) estudando o efeito do selénio no sémen de coelhos ndo
encontraram diferenca na motilidade espermatica do grupo controle (0,1ppm de Se) e do
grupo suplementado com selénio (0,4 ppm de Se); os autores destacam a possibilidade
de que todas as concentragdes fornecidas aos animais sdo adequadas e que a maioria dos
trabalhos que mostram resultados satisfatérios da utilizagdo do selénio sdo realizados,

principalmente, com animais em que foi provocada a deficiéncia de selénio.
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Iwanier e Zachara (1995) também nao encontraram diferenca entre selénio
orgénico e selenito de sddio quanto a motilidade como observado por Scott et al. (1998).
Wu et al. (1973) avaliando o efeito do selénio em ratos nascidos de maes que receberam
dieta deficiente de selénio, verificaram que os animais que receberam dietas com 0,1
ppm de selénio apresentaram maior motilidade e melhor morfologia do que aqueles que
ndo receberam selénio na dieta. Os ratos ndo suplementados apresentaram motilidade 0
(zero) e menos de 20% de espermatozdides normais, mesmo recebendo outros
antioxidantes. Outros estudos evidenciaram a influéncia do selénio na motilidade
espermatica quando se aumenta o selénio na dieta (Marin-Guzman et al., 1997). Isso
mostra que o selénio atua diretamente na motilidade e na espermatogénese. Ebeid
(2009) avaliando os efeitos do selénio orgdnico nos parametros reprodutores de galos
verificou que as caracteristicas seminais foram dose-dependente; os animais que
receberam maiores niveis de selénio organico na dieta apresentaram melhores
desempenhos reprodutivos sob condi¢des de estresse térmico.

Os valores de motilidade encontrados no presente trabalho ao final do
experimento (controle 77,5%, inorganico 78,8% e organico 88,8%), apesar de ndo
diferirem estatisticamente, sdo numericamente diferentes. Quando se trata de congelar o
sémen para possivel inseminacao artificial, os animais do tratamento organico deveriam
ser os escolhidos por apresentarem motilidade maior que 80%.

A concentragdo de espermatozoides por ml foi maior no tratamento organico a
partir dos 60 dias diferindo apenas do tratamento controle, ¢ aos 80 dias diferiu
estatisticamente tanto do controle quanto do inorganico. Ja para o numero total de
espermatozdides no ejaculado, o tratamento inorganico ndo diferiu do organico
estatisticamente aos 80 dias, apesar de os valores serem bem diferentes numericamente
(Tabela 4). Isso resulta em influéncia tanto da fonte suplementada na racdo dos caes
quanto da quantidade utilizada. Provavelmente este aumento tanto da concentragao
espermadtica por ml quanto do nimero total de espermatozdides se deva a reducdo da
apoptose nas células espermaticas.

Iwanier e Zachara (1995) ndo encontraram diferenca significativa entre selénio
organico e selenito de sddio para concentragdo espermatica e morfologia concordando
com outros estudos (Roy et al., 1990; Behne et al., 1988). Ha trabalhos onde a

suplementagdo de selénio auxilia apenas um fator. Em humanos 100pg/dia de selénio
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elevou a motilidade, mas ndo alterou a concentragao espermatica quando comparado ao
grupo que ndo recebeu selénio (Scott et al., 1998). Segerson et al. (1981) verificaram
que a inje¢do de 0,33 mg de Se/kg de peso vivo ndo alterou a morfologia espermatica
em suinos, porém a concentragdo total de espermatozdides apresentou diferenca
significativa; os autores sugerem que a racao de adaptacao tinha concentragdes ideais de
selénio (0,16 ppm de Se) que mantiveram o bom funcionamento do sistema reprodutor.

Liu et al. (1982) relataram que a prolongada deficiéncia de selénio em suinos
diminuiu a concentracdo e motilidade espermatica. Marin-Guzman et al. (1997)
avaliando o efeito do selénio em suinos verificaram que animais que receberam dietas
suplementadas com 0,5 ppm de selénio apresentaram maior concentragdo espermatica
por ml e maior concentracdo espermatica total do que aqueles que ndo receberam dieta
suplementada.

No presente estudo nao foram encontradas diferencas nem entre as fontes € nem
entre as quantidades de selénio administrada para defeitos maiores. Porém, para defeitos
menores pode ser constado efeito de doses, j4 que aos 80 dias o grupo controle
apresentou mais defeitos do que os outros dois grupos, diferindo significativamente do
tratamento organico. Para percentagem de defeitos totais, ambos os grupos tratados com
selénio foram diferentes significativamente (P<0,05) do grupo controle. Edens (2002)
relatou que, quando dietas de galos sdo suplementadas com 0,2 ppm de selénio
organico, a porcentagem de espermatozoides normais aumentou para 98,7%. Wu et al.
(1973) ao estudar ratos que receberam dietas deficientes em selénio verificaram que
estes animais apresentavam menos de 10% de espermatozoides normais, enquanto que
os que receberam 0,1 ppm de selénio apresentaram 97% de espermatozoides normais.
Iwanier e Zachara (1995) ndo encontraram diferenca significativa entre as fontes de
selénio quando estudaram a morfologia espermatica em humanos; as fontes foram
fornecidas na mesma quantidade e mantiveram a morfologia sem diferencas por 12
semanas. Edens e Sefton (2009) encontraram diferenca entre as fontes utilizadas,
selenito de sodio e Sel-Plex®, sendo que a fonte orgadnica favoreceu a morfologia
espermatica.

Quanto a integridade de membrana, sdo poucos trabalhos que avaliaram este
pardmetro, mas pode-se observar neste estudo que a utilizagdo do selénio organico

aumentou o nimero de espermatozdides com membrana integra. Isto esta relacionado



64

com os fatores antioxidantes, uma vez que protegem as membranas de rupturas
causadas pelo estresse oxidativo. O limite aceitavel ¢ de 30% de membranas lesadas e,
nenhum dos grupos atingiu esse limite, mostrando que todos os grupos estdo dentro dos
parametros considerados normais. Porém os animais do grupo organico diferiram
(P<0,05) dos demais, apresentando menor niimero de membranas lesadas e maior
prote¢do ao estresse oxidativo.

Neste estudo ndo foram encontrados efeitos das fontes em comparacdo ao
controle na diminuicdo da concentracio de TBARS tanto na metodologia da
lipoperoxidagcdo espontdnea quanto na da lipoperoxidacdo catalisada pelo ferro.
Inclusive ocorreu aumento na concentracdo de TBARS na reagdo catalisada pelo ferro,
mostrando que ao final do experimento os animais tinham maior capacidade de
oxidagdo, o que ndo era esperado. Uma possivel explicagdo para esse aumento na
oxidacdo pode estar relacionado a algum fator externo, ja que o estresse oxidativo pode
ter como estimulo qualquer alteragdo no ambiente. Outro ponto é que ndo ha
informacodes sobre quais sao as concentragdes normais de TBARS em caes, quais sdo os
limites considerados aceitaveis e qual a faixa de variagdo, e também a quais estimulos
as concentragdes de TBARS respondem.

Galos sob condicdes de estresse térmico apresentaram menores concentragdes de
TBARS no plasma seminal quando a dieta foi suplementada com 0,3 ppm de selénio
orginico e maiores valores para a atividade da GSH-Px e TAC, mostrando o efeito
positivo da fonte organica no status antioxidante quando os animais enfrentaram
periodo de estresse (Ebeid, 2009). Castellini et al. (2002) avaliando as concentracdes de
TBARS no plasma seminal de coelhos constataram que 200ppm de selénio ndo foram
suficientes para diminuir os valores de TBARS para animais ndo sofreram nenhum tipo
de estresse.

O presente estudo concorda com o trabalho de Ebeid (2009) para a varidvel
TAC, ja que em ambos os estudos, a fonte organica apresentou melhores valores para a
capacidade antioxidante total mostrando uma maior protecdo contra o estresse
oxidativo.

Quanto a atividade da GSH-Px, muitos trabalhos mostram que a atividade desta
enzima ¢ alterada quando aumenta-se a quantidade de selénio na dieta (Bartle et al.,

1980; Butler et al., 1991; Iwanier e Zachara, 1995), mas quando o selénio encontra-se
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em niveis excessivos na dieta a atividade desta enzima também diminui. Castellini et al.
(2002) avaliaram quatro tratamentos em coelhos (Controle — 0,lppm de Se;
VitE+0,1ppm de Se; Selénio — 0,4 ppm de Se; VitE+Se — 0,4 ppm) quanto a atividade
da GSH-Px no plasma seminal e verificaram que os animais dos tratamentos
suplementados com 0,4 ppm de selénio apresentaram maior atividade da enzima
diferenciando-se dos demais, e ndo houve diferenca significativa entre tratamentos
Selénio e VitE+Se, mostrando que o aumento foi apenas da inclusdo de selénio. Marin-
Guzman et al. (1997) mostraram aumento da atividade da GSH-Px no plasma seminal
quando suinos foram suplementados com 0,5 ppm de selénio. A inclusao de 0,3 ppm na
dieta de frangos eleva a atividade da enzima GSH-Px no figado, testiculos,
espermatozodides e plasma seminal, resultando em decréscimo da susceptibilidade do
espermatozodide a lipoperoxidagdo (Surai et al., 1998).

Em estudo realizado com homens inférteis utilizando-se a mesma concentragao
de selénio, porém com duas fontes diferentes, uma orginica e outra inorganica, foi
verificado que a atividade da enzima GSH-Px foi alterada apenas com a fonte organica,
a fonte inorganica ndo melhorou a atividade desta enzima (Iwanier e Zachara, 1995).

No presente estudo nao foram observadas diferengas significativas nos valores
de GSH-Px e TBARS e, isto pode ter ocorrido, pois os animais ndo enfrentaram um
periodo de estresse intenso, ndo exigindo maior agdo do sistema antioxidante que se

manteve inalterado durante o experimento.

CONCLUSAO

A fonte orgénica de selénio mostra beneficios em relagdo a fonte inorgénica para
caracteristicas seminais dos cdes e pode ser uma Otima alternativa para suplementagdo
de selénio em alimentos para cdes. A concentragdo de 0,30 ppm de selénio é a mais

indicada quando se trata de animais reprodutores.
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IMPLICACOES

O conhecimento do valor nutritivo dos alimentos associado ao conhecimento das
exigéncias nutricionais sdo indispensaveis para formulagdo de alimentos balanceados e
fundamentais para os estudos de nutricdo animal. Conhecimentos basicos sobre
aproveitamento e biodisponibilidade sdo necessarios para que nutricionistas possam ter
informagdes precisas a respeito dos ingredientes em uso. Entretanto, poucas
informagdes existem a respeito da biodisponibilidade de ingredientes para cies e gatos
e, a grande parte dos trabalhos cientificos avalia o efeito do ingrediente na dieta, nao
considerando a sua digestibilidade, de modo que informagdes primordiais a formulagao
adequada de dietas para animais ndo vem sendo estudadas.

O selénio estd presente nos ingredientes na forma de selenometionina e
selenocisteina, e acredita-se que ingredientes de origem vegetal apresentem menos
quantidade desses seleno aminoédcidos que os de origem animal. Muitos estudos
mostram que os seleno aminoacidos sdo melhor absorvidos e utilizados do que o
selenito de sddio e que podem ser armazenados no organismo.

A fonte de selénio comumente usada nos alimentos para caes e gatos ¢ a fonte
inorganica. O seleno levedura pode ser boa alternativa para o uso de selenito de sodio
em alimentos classificados como padrdo e basica, pois estes apresentam ingredientes
com baixa digestibilidade ou de qualidade inferior, e possuem poucos produtos de
origem animal, sendo seu teor de selénio menor. Contudo, ha de se considerar o prego
deste produto em novas pesquisas.

Recentemente, foram lancados no mercado alimentos para caes reprodutores. O
selénio organico neste estudo mostrou ser mais eficiente que o selenito de sodio em
melhorar as caracteristicas seminais; portanto, o uso do selénio organico neste tipo de
alimento seria muito interessante.

Porém, ainda sdo necessarios estudos sobre este mineral, tendo em vista que o
selénio possui tantas fun¢des que melhoram a saude e longevidade dos animais de
estimacdo. Torna-se necessario conhecer e entender sobre as fontes de selénio que sao
usadas na formulacdo de ragdes Pet e seus efeitos no organismo, podendo talvez
alcangar um aproveitamento Otimo deste mineral, tanto pelo animal quanto pela

industria.
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