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RESUMO

A pesquisa foi realizada com objetivo de avaliar o efeito da suplementacao dietética de
selénio (Se) sobre a produgdo de embriGes, in vivo, de caprinos. Foram utilizadas 12
fémeas Saanen, com peso vivo médio inicial de 78,34 kg, de segunda lactacdo, com
idade média inicial de 2,5 anos. O experimento foi desenvolvido na Fazenda
Experimental de Iguatemi, da Universidade Estadual de Maringd — PR, em que o0s
animais foram distribuidos em dois grupos de 6 animais, de forma aleatéria, em um
desenho experimental cross-over. Os animais controles receberam 25 g de sal mineral
que continha 30 mg de selénio/ kg e os tratamentos receberam 25 g de sal mineral que
continha 90 mg de selénio/ kg. No inicio e no final de cada fase experimental (inversdo
dos tratamentos) colheram-se 10 mL de sangue, via jugular, com agulhas 40x12, para
extracdo do soro, que permitiu efetuar as analises de selénio, além de amostras das
dietas. A alimentacdo foi a base de silagem, concentrado e pastagem, além do sal
mineral dos tratamentos. A primeira fase durou 42 dias, tendo os tratamentos
superovulatérios iniciados aos 21 dias de tratamento com selénio. Trinta dias apds
encerrada a primeira superovulagdo, os tratamentos foram invertidos. O protocolo
inicial consistiu da insercdo intra-vaginal do Cronipress (Biogenesis) com 0,33 g de
progesterona (DO0), noll°dia (D11) inicio da aplicacdo das 250 Ul FSH - P —
gonadotrofina foliculo estimulante de suino (Pluset - Serono), em 6 aplica¢cbes com
intervalos de 12 h, em doses decrescentes. No 13° dia (D13), aplicou-se 0,25 mL de
Cloroprostenol sédico (Ciosin — Shering) e foram removidos os implantes vaginais. No
14° dia(D14) os animais manisfestaram o cio pela manha e foram acasalados as 12 e 24
h apds, com reprodutores Boer, na relacdo 1:3. No 16° dia (D16) os animais receberam
novamente os implantes, e no 20° dia (D20) os mesmos foram removidos. No 21° dia
(D21) procedeu-se a lavagem uterina com finalidade de recuperar os embriées com 250
mL de fosfato salina tamponado de Dulbecco (DMPBS) por corno uterino. Para tal,
utilizou-se sonda uretral humana n°10, em que os efluentes foram recuperados em
filtros de 70 micras e, dai, para placa de Petri e pesquisadas em esteriomicroscopio de
30 e 90 aumentos. As estruturas foram transferidas para DMPBS com 0,4% de albumina
sérica de bovino para a manutencdo e classificagdo. Na segunda fase, os procedimentos
gerais foram iguais aos da fase 1, mas a progesterona foi fornecida pelo Crestar
(Intervet — Brasil), na proporcdo de 1/ 3 Norgestomed de 1 mg, inseridas,
subcutaneamente, na parte posterior e central do pavilhdo auricular direito. Pelas
andlises efetuadas, constatou-se que houve maior producdo de embrides (P<0,05) nos
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animais que receberam 25 g diarias do sal mineral com 30 mg de selénio/ kg, tendo sido
observado a média de 5,97 + 1,29 embrides vidveis no controle e 3,49 + 1,39 nos
tratados com sal mineral contendo 90 mg de selénio/ kg. Foi observado, para os
embrides de graus 1 (5,46 £ 1,37) e inviaveis (2,68 + 1,36) valores maiores (P<0,05)
nos controles e 3,98 + 1,48 dos embrides de grau 2, maiores nos tratados (P<0,05). Nao
houve diferenca (P>0,05) entre os teores plasmaticos iniciais e finais de selénio entre os
grupos experimentais, mas nos animais que receberam 25 g diarias de sal mineral
contendo 90 mg de selénio/ kg foi ao final 11,54% e continham mais Se no soro (0,29
mg/ L x 0,26 mg/ L). Desta forma, conclui-se que a administracdo de sal mineral
contendo 30 mg de selénio/ kg é suficiente para produzir embriGes em caprino
Palavras-chave. Superovulacao, Reproducdo de fémeas, nutricdo, micromineral,
antioxidante.



ABSTRACT

This study was carried out with the objective to evaluate the dietetic selenium
supplementation (Se) on embryo production and quality in goat. There were utilized 12
Saanen female, weighting 78.34 kg in the beginning the experiment, in second lactation,
with 2.5 years old. The experiment was carried out in the Fazenda Experimental de
Iguatemi, of Universidade Estadual de Maringa, Parand. The animals were randomly
distributed in two groups, with six animals in cross-over design. The control animals
received 25 g of mineral salt having 30 mg selenium/ kg and the animals treated with 25
g the same salt, but having 90 mg de selenium/ kg. The salt was provided for animals by
concentrate diet. In the beginning and in the end of every experimental phase (change
the treatments), it was collected 10 mL of blood by jugular vein to get the serum to
evaluate selenium concentration, beyond the diets. The feeding was based in corn
silage, concentrate diet, grass pasture and mineral salt treatments. The first phase lasted
42 days, and superovulatory treatments started after 21 days from the beginning with
selenium of treatments. Thirty days after the end of the first phase, the treatment groups
were inverted. The initial superovulatory protocol was done using intravaginal
Cronipress device containing 0.33 g of natural progesterone (DO) (Biogenesis), on day
11 (D11) started the 250 Ul FSH-P administration (Pluset — Serono), applied in six
time, in decreased values, by intramuscular via, every 12 hours. On day 13 (D13) was
administrated 0.25 mL of Cloprostenol (Ciosin — Shering) administrated by
intramuscular via and removing the intravaginal Cronipress device. On day 14, in the
morning, the animals showed estrous and they were breeding 12 and 24 hours with Boer
reproducers in a 1:3 proportions. On day 16 (D16) the intravaginal device was again
introduced and on day 20 (D20) it was removed. On day 21 (D21) the uterus was
washed with the purpose of recovering the embryos, utilizing 250 mL of Phosphate
saline solution (DPBS) by uterine corneous. To collect the embryos was used a human
urethral catheter, number 10, and the return liquid was recovery in a 70 p. Encon filter,
then transferred to Petri plate and classified in stereomicroscope with 30 and 90 x.
Following, the embryos were kept in a DPBS solution with 0.4 % of bovine albumin
serum to be classified. In the second phase, the general procedures were the same of the
first phase, but the progesterone was provided by 1/3 of Crestar (Intervet — Brazil) in the
back of the right ear (1 mg of Norgestomet). By the statistical analysis it was observed
that animals that received 25 g of mineral salt with 30 mg of selenium/ kg had a greater
(P<0.05) embryos production compared to those received 25 g of mineral salt with 90
mg of selenium/ kg (5.97 £ 1.29 x 3.49 + 1.39). The same was verified with embryos
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qualified as grade one (5.46 = 1.37) and most viable embryos (2.68 + 1.36), but the
embryo grade two, was greater (P<0.05) in the animals receiving mineral salt with 90
mg of selenium/ kg (3.98 £ 1.48). There was no difference for selenium in the serum
comparing the two treatments, in the beginning and in the end, but the animals that
received mineral salt with 90 mg of selenium/ kg in the end had 11.54% more selenium
(0.29 mg/ L x 0.26 mg/ L). So it is possible to conclude that the administration mineral
salt having 30 mg of selenium/ kg is enough to embryo production in goats.

Key-words. Superovulation, reproduction female, nutrition, minelized salt, antioxidant.



| INTRODUCAO GERAL

A caprinocultura, no Brasil e no Estado do Parand, vem crescendo
significativamente como atividade de exploracdo animal, em virtude dos interesses de
mercado interno, pela mudanca dos habitos por parte dos brasileiros e, externo, pelo
caminho da exportacdo de carne e seus derivados. Entretanto, a exploracdo econdmica
desta espécie necessita de uma organizacdo do uso de tecnologias avancadas, de
investimentos em formacao e qualificacdo de mao-de-obra e de uma avaliacdo de custo
beneficio das inovacdes tecnoldgicas, levando-se em consideragdo que esta avaliacdo é,
muitas vezes, penalizada pela limitada capacidade de investimento, pelo baixo nivel de
instrucdo e aceitacdo dos produtos.

De acordo com o IBGE (2004), a distribuicdo do rebanho caprino, no Brasil,
considerado 9° maior rebanho do mundo, é de 92,88% (9.331.460 cabegas) na regido do
Nordeste; 2,18% (219.455 cabecas) na regido Sul; 1,48% (148.546 cabecas) na regido
Norte; 1,09% (110.011 cabecas) na regido Centro-Oeste; e 2,36% (237.416 cabecas) na
regido Sudeste.

O rebanho caprino, no mundo, aumentou 55% de 1980 a 1999 e a producéo de
leite de cabra cresceu 58% (FAO, 2001).

A expectativa, no Brasil, nas proximas duas decadas, € um rebanho de 50
milhGes de cabecas, evoluindo geneticamente por meio das biotecnologias de
Reproducéo (Fonseca, 2006), como a inseminagdo artificial, transferéncia de embrides,
que visam o incremento da produtividade e da rentabilidade dos rebanhos e das
unidades produtivas. Os resultados desta tecnologia ainda sdo muito variaveis e,
portanto, varios estudos tém sido conduzidos, visando a melhoria de resultados
(Gusméo, 2005).
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Os macrominerais (fésforo, célcio, sddio e enxofre) e os microminerais (selénio,

zinco e cobre) beneficiam a reproducédo de forma interligada, de forma direta ou indireta
(Baruselli, 2003). A deficiéncia de selénio ocasiona algum tipo de desordem reprodutiva
em todas as espécies animais e todos os sexos (Rosa, 1993. Ceballos et al., 1998;
Luberda, 2005). Kamada e Kodate (1998) constataram baixo teor de progesterona
plasmatica, que reduziu a concepcao, aumentou a mortalidade de embrides, de abortos,
aumentou retencdo de placenta e causou disturbios no ciclo estral. VanNiekerk et al.,
(1996) verificaram reducdo de 20 a 40% da mortalidade embrionaria em ovelhas, nas
deficiéncias nutricionais de selénio.

A compreensdo sobre a importancia do selénio em bovinos aumentou
significativamente, tendo sido evidenciado gque o selénio tem a capacidade de estimular
0 sistema imunoldgico e, por conseqliéncia, destruir bactérias, além de ter agdes
antioxidantes celulares (Barbosa e Souza, 2005; Uhm et al., 2007).

O selénio é um elemento essencial em varias fun¢ées do organismo tais como
crescimento, reproducéo, atividade imunoldgica, prevencdo de doengas e manutencdo
da integridade das células e dos tecidos (McDowell, 1992; Boland, 2003), devendo estar
nas dietas de animais domésticos na concentracdo de 0,1 a 0,3 ppm (NRC, 1983).
Mestchy (2000) destacou a necessidade diaria de 0,1 mg de Se/kg de MS, na dieta de
cabras gestantes.

Dentre os microminerais, acredita-se que o selénio atua especificamente na
melhora da sobrevivéncia do embrido (Piper et al., 1980) trabalhou com ovelhas machos
e fémeas suplementados com Se em doses de 0 a 10 mg/kg.MS.

Animais com deficiéncia de selénio podem ter suprimida a capacidade de defesa
contra doencas infecciosas, que poderiam prejudicar a sobrevivéncia do embrido
(Ashworth, 1995).

Grace (1994) constatou que a deficiéncia de selénio reflete, negativamente, em
animais da espécie ovina ou de qualquer espécie animal, pois e responsavel pela
formacgéo de enzima 5' deiodinase, que transforma T4 em T3 (Arthur, 1993), o que
prejudica o desenvolvimento animal (Oblitas et al., 2000). Neste sentido, Potts et
al.,(1999)estudaram homens vasectomizados e normais, constataram que nos
vasectomizados existia menos antioxidantes no epididimo do que os normais e que isto
causou maior destruicdo de espermatozoides neste local.. Irvine (1996) administrou
Glutatione peroxidase em homens com infertilidade e comparou com 0s que néo

receberam e, verificou recuperacéo da infertilidade nos tratados.
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Munsi et al., (2007) verificaram melhora significativa da mortalidade

espermatica progressiva e reducdo das anormalidades espermaticas de touros tratados
com Glutatione peroxidade, comparados aos néo tratados.

O selénio é considerado um antioxidante, tendo como funcdo o co-fator da
glutationa peroxidase (GSH-Px), enzima responsavel pelo sistema de regulacéo extra e
intracelular da hidroperoxidase (Burk e Hill, 1993; Ceballos et al., 1999; Luberda,
2005). Grace (1994) constatou que a deficiéncia de selénio reflete, negativamente, em
animais da espécie ovina ou de qualquer espécie animal, pois € responsavel pela
formacgédo da enzima 5’deiodinase, que transforma T4 em T3 (Arthur, 1993), o que
prejudica o desenvolvimento animal (Oblitas et al., 2000).

Em um trabalho realizado com 12 cabras leiteiras saudaveis, durante 10 semanas,
em que o grupo controle recebeu dieta com 0,045 mg de Sel-Plex (Selenometionina)/
Kg de matéria seca (MS) e, um segundo grupo recebeu dieta suplementada com 0,15 mg
de Sel-Plex/ kg de MS (Khaled e Illek.,, 1999) constataram que 0s animais
suplementados continham teores mais elevados de Se no plasma e no leite, mas que isto
ndo afetou atividade da tiredide.

A utilizacdo do selénio organico na dieta de aves matrizes interfere na fisiologia
do desenvolvimento embrionario, tais como elevar a incorporacdo de lipideos pelo
corpo do embrido, a atividade da delta- 6- desaturase, primeira etapa na conversdo de
acido linolénico em &cido araquidénico, da triodotironina (T3) a partir de tiroxina (T4),
por meio da acdo da diosinases (Paton et al., 2002).

Smith e Akinbamijo (2000) constataram que as cabras também s&o susceptiveis a
deficiéncia de selénio, o qual funciona como um componente citosolico para formar
GSH-Px, o qual reduz os peroxidos, evitando o ataque as membranas celulares.

A enzima glutationa peroxidase € vital para protecdo da membrana lipidica dos
odcitos e para a maturacdo dos foliculos ovulatérios, para que a membrana ndo sofra
peroxidacdo pelos radicais livres, que causam a ruptura da mesma e danos graves
irreversiveis (Barbosa e Souza, 2005).

A participacdo do selénio na fisiologia do utero é vital, pois a funcdo
antioxidante é fundamental para manter 0 ambiente uterino o mais sadio possivel, para a
passagem dos espermatozdides, na época do cio, e para receber o embrido e protegé-lo
durante toda a gestacdo (Barbosa e Souza, 2000).

Os resultados apurados (Monteiro et al., 2007) no arragoamento de selénio na

dieta de alevinos de Matrinxd (Brycon cephalus) mostraram o efeito benéfico do



15
selénio, melhorando o crescimento, o ganho de peso, evitando o canibalismo,

diminuindo o estresse, aumentando as defesas antioxidantes como a GPx (glutationa
pexoxidase) e a GSH (glutationa reduzida) intracelular, considerado um dos mais
abundantes antioxidantes, auxiliando na prevencgdo da peroxidagdo lipidica responsével
por danos celulares.

Ha evidéncia de que a concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no interior do
odcito pode ser um bom sinal bioquimico para contribuir para o desenvolvimento da
maturacdo nuclear e citoplasmatico, em mamiferos. O entendimento da dindmica da
concentracdo de GSH durante a maturacdo do o6cito e o desenvolvimento embrionario
podem diminuir a infertilidade e aumentar a eficiéncia da producdo de embrides
(Luberda, 2005). Kingsley et al. (1998) observaram em experimento realizado em
camundongos, a enzima glutationa peroxidase extracelular (EGPx),encontrada em
liquidos adjacentes do embrido e metade da gestacdo, saco vitelinico, placenta e serve
como protecdo contra prejuizos de oxidagéo.

O meio de cultura agar gel (ITS — insulina — transferrin — selenium) auxiliou na
manutenc¢do e no desenvolvimento de foliculos pré-antrais caprinos, in vitro, por 14 dias
(Huanmin e Yong, 2000). Houve reducdo da mortalidade embrionéria durante a
implantacdo, o que pode ter sido devido ao aumento do indice da fertilidade. Ainda, de
acordo com o autor, este efeito pode ter ocorrido pelo aumento das contragdes uterinas e
as melhoras no transporte dos espermatozoides, efeitos que sdo, particularmente,
importantes na superovulacéo.

O presente estudo foi realizado com objetivo de avaliar a influéncia do selénio
administrado por meio de sal mineral, vinculado a dieta, em valores maiores daquele

indicado pelo NRC, sobre a producéo e qualidade dos embrides.
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Il SUPLEMENTACAO DENSELENIO NADIETA DE CAPRINOS
SOBRE APRODUCAO E QUALIDADE DO EMBRIAO

RESUMO. A pesquisa foi realizada com objetivo de avaliar o efeito da suplementacao
dietética de selénio (Se) sobre a producdo e qualidade de embrides, de caprinos, in vivo..
Foram utilizadas 12 fémeas Saanen, com peso vivo médio inicial de 78,34 kg + 6,4 de
segunda lactacdo, com idade média inicial de 2,5 anos. O experimento foi desenvolvido
na Fazenda Experimental de Iguatemi, da Universidade Estadual de Maringa — PR, em
que os animais foram distribuidos em dois grupos de 6 animais, de forma aleatoria, em
um desenho experimental cross-over. Os animais controles receberam 25 g de sal
mineral que continha 30 mg de selénio/ kg e os animais do grupo experimental
receberam 25 g de sal mineral que continha 90 mg de selénio/ kg. Assim, foi observado
para os embribes de graus 1 (5,46 + 1,37) e inviaveis (2,68 + 1,36) maiores (P<0,05)
nos controles e 3,98 + 1,48 dos embrides de grau 2, maiores nos tratados (P<0,05). N&o
houve diferenca (P>0,05) entre os teores plasmaticos iniciais de selénio entre os dois
grupos. Desta forma, conclui-se que a administracdo de sal mineral contendo 30 mg de

selénio/ kg é suficiente para produzir embriGes em caprinos.

Palavras-chave: Superovulacéo, reproducéo, nutricdo, mineral, antioxidante.
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ABSTRACT. Diet selenium supplementation on goat embryos production and

quality. This study was carried out with the objective to evaluate the dietetic selenium
supplementation (Se) on embryo production and quality in goat. There were utilized 12
Saanen female, weighting an average of 78.34 k + 6.4 in the beginning of the
experiment, second lactation, with 2.5 years old. The experiment was carried out in the
Fazenda Experimental de Iguatemi, of Universidade Estadual de Maringa, Parana. The
animals were randomly distributed in two groups, with six animals in cross-over design.
The control animals received 25 g of mineral salt having 30 mg of selenium/ kg and the
experimental animals 25 g the same salt, but having 90 mg of selenium/ kg. It was
observed that the animals receiving 25 g of mineral salt with 30 mg of selenium/ kg had
a greater (P<0.05) embryos production compared with that receiving 25 g of mineral
salt with 90 mg of selenium/ kg (5.97 + 1.29 x 3.49 + 1.39). The same was verified with
embryos qualified as grade one (5.46 = 1.37) and also to more viable embryos (2.68 +
1.36), but the embryo grade two, was greater (P<0.05) in animals receiving mineral salt
with 90 mg of selenium/ kg (3.98 + 1.48). No difference was observed in selenium
serum comparing the two treatments. So it is possible to conclude that the
administration mineral salt having 30 mg of selenium/ kg is enough to embryo

production and quality in goats.

Key-words: Superovulation, reproduction female, nutrition, mineralized salt,

antioxidant.
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Introducéo

O Selénio (Se) é um micronutriente metaldide, ligeiramente acido, ndmero
atdbmico 34, peso atomico 78,96 daltons, que se caracteriza pela capacidade de
oxidorreducao, podendo apresentar-se com valéncia de -2 até +6, descoberto por John
Jacob Berzelius em 1817 (PDRhealth, 2005) que recebeu esse nome por derivar de
selene, que quer dizer lua. De acordo com PRDhealth (2005), o Se encontra-se
irregularmente distribuido pelo solo de todo mundo e é encontrado nas rochas
sedimentares das regides mais secas.

Os microminerais sdo importantes para as diferentes funcdes do organismo e,
assim, a producgéo (McDowell, 1992; Boland, 2003), incluindo a atividade reprodutiva
(Boland, 2003), devendo estar nas dietas de animais domesticos em concentragfes de
0,1a0,3 ppm (NRC, 1983).

Frank (1934) citado por Ortolani (2002), relacionou o Se com atividade
bioldgica, ao observar, em eqlinos, um tipo de manqueira causada pela intoxicacao de
Se e, Shwarz e Foltz (1957) descreveram, pela primeira vez, em ratos, necrose hepatica
causada pela deficiéncia de Se, assim como descreveram, em animais, miopatia grave
devido a deficiéncia de Se.

Ceballos et al. (1999) e Luberda (2005) observaram que o Se faz parte da enzima
glutationa peroxidase (GSH-Px), que tem a funcdo de inativar os radicais livres
derivados do oxigénio, em conseqiiéncia do metabolismo e a concentracdo sangtiinea de
Se, e que apresenta relagdo de 0,74 a 0,97 com a atividade da GSH-Px (Wittwer et al.,
2002). O Se atua na protecdo das células contra os danos causados por espécies de
oxigénio reativo e pela reducdo de perdxidos de hidrogénio, bem como favorece a
sintese de horménios derivados do acido araquidénico, do metabolismo de compostos
estranhos ao organismo e no transporte de alguns aminoacidos nos rins (Sandholm,
1980; Barbosa e Souza, 2005). PDRhealph (2005)..

Os radicais livres causam danos a membrana celular, reduzindo,
consequentemente a qualidade dos gametas (Luberda, 2005). Odcitos de boa qualidade,
com boas caracteristicas morfologicas e de desenvolvimento, sdo o primeiro requisito
para o sucesso da producdo de embrides in vitro (Paschoal e Gradela, 2007).

Ja foram identificadas 10 selenoproteinas, dentre as quais a GSH-PX, cujas
fungdes ainda ndo sdo claras (Arthur, 1990). Dentre as selonoproteinas, a diodinase que
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converte tiroxina (T4) em triidotironina (T3) e, num caso de deficiéncia de Se pode

elevar o TSH e, por consequéncia, a deficiéncia de T, e T3 (Arthur et al., 1993; OMS,
1998), o que poderia prejudicar o desenvolvimento animal (Oblitas et al., 2000).

Hurley e Doane (1989) afirmaram que o Se pode estar associado a producgéo de
prostaglandinas e que existe acimulo de Se nos placentomas, ovarios, pituitaria e
glandula adrenal, sugerindo que haja exigéncias especificas nestes tecidos. Salientaram
também que pode reduzir a retencdo de placenta e incrementar a performance
reprodutiva visto que ha indicios que a glutationa peroxidase protege a membrana dos
odcitos contra danos oxidativos, o que coincide, em parte, com as observacdes de
Luberda (2005). De acordo com Eppig (1996) e Krisher e Bavister (1998) a Glutatione
peroxidase tem se revelado importante no processo de maturacdo de odcitos,
envolvendo a sintese de componentes bioquimicos, fosforilagdo de proteinas e a
ativacdo de caminhos metabolicos especificos.

Santiago (1986) observou, no Rio Grande do Sul, aumento no indice de
fecundacdo, diminuicdo do nimero de inseminag6es por concepcao e do intervalo entre
parto e fecundacdo, em dois grupos de vacas da raga charolesa, que foram tratadas,
respectivamente, 30 dias pré-parto, 30 dias pré-parto e 60 dias pos-parto, com
1mL/100kg de selénio-tocoferol.

Entre os microminerais, acredita-se que o selénio atue especificamente na
melhora da sobrevivéncia do embrido (Piper et al.,1980). VanNiekerk et al. (1996)
constataram que a suplementacdo de selénio 15 a 35 dias apds o parto, via parenteral,
reduziu a morte de embrides, em ovelhas, em 22 a 40 %.

Apesar dos avancos ocorridos nos ultimos anos na producdo de embrides in
vitro, varios aspectos precisam ser esclarecidos e, dentre eles estad a competéncia dos
gametas (Paschoal e Gradela, 2007). Assim, para tentar contribuir neste processo,
realizou-se este estudo com o objetivo de verificar a influéncia da adicdo dietética de

Se, além daquela prevista para a producdo animal, na producao e qualidade de embrido.
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Material e Métodos
Local do experimento, selecdo dos animais e pesagem

O experimento foi conduzido no setor de caprinocultura da Fazenda
Experimental de Iguatemi da Universidade Estadual de Maringa — PR, de outubro de
2006 a abril de 2007.

Foram utilizadas 12 cabras Saanen, segunda lactacdo, com idade média de 2,5
anos, com peso vivo médio inicial, na primeira superovulacao de 78,4 kg + 6,4 e peso
médio final de 74,5 kg. + 6,3. No inicio da segunda superovulacdo o peso inicial médio
foide 75,2 kg = 7,2 e o peso final de 77,3 kg. £ 9,7.

Alimentacéo

Os animais foram mantidos em sistema de semi confinamento, recebendo ragédo
balanceada contendo 15 % de PB e 2,53 % de NDT natural, silagem de milho e sal

mineralizado.

Tabelal Composicdo da racdo fornecida aos animais em matéria natural.
Food composition provided to animal in natural stuff.

Parametros Quantidade (Kg)
Parameters Quantity
Milho triturado 220,00
Ground corn
Farelo de soja 83,50
Soybean real
Feno de aveia 175,00
Oat hay
Calcario 3,50
Calcarious
Fosfato bicalcico 3,00

Bicalcic Phosphate
Total 485,10
Total
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Tabela2 Composicao do sal mineralizado utilizado para adicionar a dieta.

Mineralized salt composition utilized to add in the diet.

Elementos Quantidade
Elements Quantity
Célcio Calcium 150,0 g
Fosforo ** Phosphorus 65,09
Magnésio Magnesium 150¢g
Sédio Sodium 130,0 ¢
Enxofre Sulphur 20,09
Cobalto Cobalt 100,0 mg
Cobre Cupper 50,09
lodo lodine 65,0 mg
Manganés Manganese 1600,0 mg
Ferro Iron 500,0 mg
Selénio Selenium 6,67 gou20,0g
Zinco Zinc 4000,0 mg
Fldor (Max.) | Fluorite 650,0 mg
* Quantidade para 100 kg

Quantity for 100/ kg

** Solubilidade do Fésforo (P) em acido citrico a 2%, j& no minimo de 95%.
Phosphorus solubility (P) in citric acid in 2 % already in the minimal 95 %.

Tratamentos

As cabras foram divididas, aleatoriamente, em dois grupos de 6 animais cada,
sendo um grupo identificado como controle (25 g de sal mineralizado com 30 mg de
selénio por kg) e o segundo como experimental (25 g de sal mineralizado com 90 mg de
selénio por kg de racao).

As fémeas foram submetidas a avaliacbes reprodutivas, por exame
vaginoscopico e por ultra-sonografia, por via retal, com o auxilio de um transdutor
linear de 5,0 MHz, ultra-som Aloka, 500 — SSD500 (Aloka Co., Ltda., Tékio, Japan).
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Protocolos de superovulagéo

A partir de 21 dias de ingestdo da dieta contendo diferentes sais minerais, foi
iniciado o protocolo da primeira superovulagdo, inserindo o implante intravaginal
Cronipress (0,33 g de progesterona — Biogenesis - Brasil), considerado DO. No D11,
iniciou-se o protocolo de superovulacdo com 250 Ul de gonadotrofina suina (Pluset —
Serono, Itéalia), durante 3 dias, administrados em doses decrescentes, conforme o
Quadro 1.

No D13, foram aplicadas duas doses de 0,25 mL de Cloprostenol sédico (Ciosin

— Shering), via intramuscular e, remogao dos implantes vaginais.

Quadro 1 Protocolo da primeira superovulacdo de cabras Saanen.
Protocol of the first superovulation of Saanen female goats

Dia Hora Procedimento na doadora

(Day) (Hour) Donnor Proceedings

0 8:00 Cronipress(0,33 g

Progesterona)

11° 7:00 2,5 mL Pluset (62,5 Ul)
19:00 2,5 mL Pluset (62,5 Ul)

12° 7:00 1,5 mL Pluset (37,5 Ul)
19:00 1,5 mL Pluset (37,5 Ul)

13° 7:00 1,0 mL Pluset (25,0 UI)
19:00 1,0 mL Pluset (25,0 Ul) + 0,25 mLCiosin +

Remocéo do implante

14° 19:00 Primeira cobertura

15° 7:00 Segunda cobertura

16 ° 7:00 Novo Cronipress

20 ° 9:00 Retirada de comida e agua
18:00 Retirada do Cronipress e aplicagdao 0,5 mL de

Ciosin
21° 8:00 Colheita dos embrides

As coberturas foram realizadas por meio de monta natural controlada, com
machos da raca Boer, nos D14 e D15, sendo que a primeira monta foi 24 horas apos a
remocdo do implante e, a segunda monta, 12 horas ap6s a primeira. Os machos
utilizados na monta foram comprovadamente aptos a reproducéo, testados por meio de

exames andrologicos e a proporcao foi de 1:3 (machos: fémeas, respectivamente).
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Decorridas 24 horas da segunda monta, no D16 foram reinseridos os implantes

vaginais, sendo retirados 12 horas antes da colheita dos embrides, no D20. Os animais
foram submetidos ao jejum hidrico e alimentar e receberam uma dose de 0,5 mL de
Cloprostenol sodico (Ciosin - Shering), com objetivo de proporcionar dilatagao cervical,
para facilitar a passagem da sonda uretral de uso humano n°10.

No D21, efetuou-se a lavagem uterina, por meio transcervical, utilizando-se 250
mL de fosfato salina tamponado de Dulbecco (DPBS), com 0,4 % de soro albumina de
bovino, sendo introduzidas em porgdes de 50 mL, em cada corno uterino, lavado por 5
vezes, injetados por meio de seringa de 50 mL por sistema fechado adaptado. Os
efluentes foram retidos em um filtro de 70 micras, mantendo-se cerca de 30 mL de meio
no filtro Encon no final da colheita.

Para a colheita dos embriGes, os animais receberam 1,5 mL de anestésico local
(Lidocaina — Pearson), via epidural caudal, e 0,5 mL de Acepran 1% (Univet), via
intramuscular. Para expor a cérvice foram utilizadas duas pincas de Posi de 25 cm,
utilizando-se de um espéculo modelo bico de pato e, uma vez localizado o 0stio
cervical, foi fixado, bilateralmente com as duas pincas e, entdo, suavemente tracionado
até o mais proximo possivel da abertura vulvar (Gusméao et al., 2007). O cateter foi
posicionado, primeiramente, no corno uterino direito e introduzido com auxilio de um
mandril de metal, utilizando o dedo indicador no interior do reto para orientar a
introducdo (Gusmao, 2005).

Os embrides foram classificados em esteriomicroscdpio, em aumento de 30 e 90
vezes, de acordo com Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS, 1998).

A classificagdo consta de embrides excelentes ou bom (grau 1), regular (grau 2),
pobres (grau 3) e mortos ou degenerados (grau 4).

Trinta dias depois de encerrados os tratamentos, periodo em que 0s animais
receberam racdo sem sal mineral, data em que foram invertidos os tratamentos (cross-
over) mantendo-se a mesma alimentacdo e a mesma quantidade de ingestdo forcada de
sal mineral, contendo 30 ou 90 mg de selénio/ kg, os quais foram sempre incorporados
na dieta concentrada.

O protocolo da segunda superovulacdo (quadro 2) iniciou-se 21 dias ap06s o
inicio da ingestdo das dietas contendo sal mineralizado com Se, em que se fez a
implantacdo, na parte auricular posterior e central, subcutaneamente, de 1/3 de
Norgestomet (1,0 mg — Crestar- Intervet). A aplicacdo de FSH-P iniciou-se no D11,
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com 250 Ul de gonadotrofina suina (Pluset — Serono, Italia), durante 3 dias, em doses

decrescentes, aplicadas a cada 12 horas, via intramuscular.

No D13, foram aplicadas duas doses de 0,25 mL de Cloprostenol sédico (Ciosin
— Shering), via intramuscular, seguido da retirada dos implantes auriculares.

As coberturas foram realizadas por meio de monta natural, com 0s mesmo
reprodutores da primeira superovulacdo, sendo a primeira 24 horas ap06s a remoc¢do do
crestar e, a segunda, 12 horas ap0s a primeira (D14 e D15, respectivamente).

Decorridas 24 horas da segunda monta, foram recolocados os novos implantes
auriculares, os quais foram retirados 12 horas antes da colheita dos embrides (D20),
mantidos em jejum hidrico e alimentar e, receberam uma dose de 0,5 mL de
Cloprostenol sdédico (Ciosin), via intramuscular. No D21, efetuou-se a colheita das
estruturas embrionarias, pelo método transcervical, de acordo com a metodologia de
Gusmao et al. (2007). A classificacdo, também, foi de acordo com a IETS (1998), em

esteriomicroscopio de 30 a 90 aumentos.

Quadro 2 Protocolo da segunda superovulacao de cabras Saanen.
Protocol of the second superovulation of Saanen female goat.

Dia Hora Procedimento na doadora
(Day) (Hour) Donnor Procedings
0 8:00 Crestar (Progesterona)
11° 7:00 2,5 ml Pluset (62,5 Ul)
19:00 2,5 mL Pluset (62,5 Ul)
12° 7:00 1,5 mL Pluset (37,5 Ul)
19:00 1,5 mL Pluset (37,5 Ul)
13° 7:00 1,0 mL Pluset (25,0 Ul) + 0,25 mL - IM
19:00 1,0 ml Pluset (25,0 Ul) + 0,25 mLCiosin - IM +
remocé&o do implante
14° 19:00 Primeira cobertura
15° 7:00 Segunda cobertura
16° 7:00 Implante de novo Crestar
20° 9:00 Retirada de comida e agua
18:00 Aplicacdo 0,5 mL de Ciosin e retirada do Crestar
21° 8:00 Colheita dos embrides
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Coleta de amostras para analise de selénio

Foram colhidas 10 mL de sangue da veia jugular, com agulha 40x12, sem
anticoagulante e centrifugadas a 3500 rpm (2178 g forca) por 15 minutos. O soro foi
armazenado em frasco de ependorf, conservado a — 20°C e depois encaminhado ao
Laboratorio Green Lab, Porto Alegre, RS, para determinar o teor de selénio, juntamente
com as amostras de concentrado.

A determinacdo foi feita por espectrofotometria de absorgdo atdmica,
Metodologia SM 3500 Se e a analise de sélidos foi feita pela digestdo acida (acido

sulfurico e &cido nitrico) - Bomba Tolgi (Olson et al, 1975).

Analise estatistica

Utilizou-se o delineamento cross-over (Cue, 2004), no qual os animais foram
distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos, ocorrendo inversdo dos tratamentos de
cada grupo ao final do primeiro periodo. Consideraram-se como variaveis resposta o
namero de embrides vidveis, embrides de grau um, embrides de grau dois, embrides
inviaveis e niveis sorologicos de selénio, de acordo com o modelo estatistico descrito
abaixo:

Yijk = B+ Ti + Aj+ Py + e

Onde: yij - Observacéo referente ao animal (j), que recebeu o tratamento (i), no
periodo (K);

U - Média geral;

T; — Efeito fixo do tratamento (i);

A - Efeito aleatorio do animal (j);

Pk — Efeito fixo do periodo (k);

eijk — Erro aleatorio.

Para a realizagdo das andlises estatisticas utilizou-se o procedimento MIXED do
SAS (1992), considerando como efeitos fixos o tratamento e o periodo e como efeito

aleatério o animal.



29
Resultados e discussao

Os resultados referentes a producao de embrides de cabras Saanen, apés 41 dias
de experimento na fase 1, mais 41 dias de experimento da fase 2, avaliando a
suplementacédo de selénio, sdo apresentados na Tabela 1. Observou-se maior nimero de
embrides viaveis de grau 1 (P<0,05) nas cabras que receberam 25 g de sal mineralizado
contendo 30 mg de selénio/ kg de sal mineral, em comparacdo com aqueles que
receberam sal mineralizado, contendo 90 mg de selénio/ kg de sal mineral, os embri6es
viaveis totais, os de grau dois e os invidveis, ndo tiveram diferencas (P>0,05),
considerando-se os dois periodos de superpopulacdo, ao avaliar-se 0s animais que

foram alimentados com sal mineralizado, contendo 90 mg de Se/Kg de sal.

Tabela3 Média estimada e erro padrdo do numero de embrides viaveis, embrides de
grau um, embrides de grau dois e embrides invidveis de cabras Saanen
submetidas a ingestdo de 25 g de sal mineralizado contendo 30 ou 90 mg de
selénio/ kg.

Estimate mean and standard error of viable embryos number, one grade
embryos, two grade embryos and not viable embryos of Saanen female goat
submitted of the intake of mineralized salt containing 30 or 90 mg of

selenium/ Kkg.
Tratamentos
Parametros N 30 mg de selénio/ kg de sal
Parameters mineral
30 mg of selenium/ kg mineral salt
4,02 + 90 mg de selénio/ kg de
Estruturas infertilizadas 10 1,53 sal mineral
90 mg of selenium/ kg mineral salt
5,91 + 1,59
Embrides viaveis
Viable embryos 12 5,97 + 1,29 3,49 + 1,39
Embrides de grau um
Grade one embryos 7 5,46* + 1,37 0,99 + 1,84
Embrides de grau dois
Grade two embryos 8 2,14 + 1,48 3,98 + 1,48
Embrides inviaveis
Not viable embryos 12 2,68 + 1,36 1,29 + 1,38
*P<0,05

Os niveis sorologicos de selénio ndo foram diferentes (P>0,05) nas cabras
suplementados com 30 ou 90 mg de selénio/ kg de sal mineral (Figura 1), o que
corrobora com os resultados observados na Tabela 1, os quais destacam que a
suplementacdo de 30 mg de selénio/ kg de sal mineral contribuiu para maior producédo
de embrides viaveis de grau um. Tambeém, ndo houve diferengas entre 0s niveis

sanguineos iniciais e finais de selénio.
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Figural Niveis médios estimados de selénio no soro de cabras Saanen, submetidas a
superovulacdo e que receberam 25 g/ dia de sal mineralizado, via
concentrado, contendo 30 ou 90 mg de selénio/ kg de sal mineral. Ingestdo de
0,75 mg de selénio/ dia ou 2,05 mg de selénio/ dia. P>0,05

Selenium levels in serum of Saanen female goat, submitted to superovulation
that received 25g/ day of mineralized salt by concentrate, contained 30 or 90
mg of selenium/ kg of mineral salt. Intake 0.75 mg of selenium/ day or 2.05
mg of selenium/ day. P>0.05

Diante da propriedade antioxidante do selénio, no combate dos radicais livres
resultantes de atomos ou de moléculas que apresentam um ou mais elétrons despareados
(Stryer, 1996) esperava-se que a adicdo de 90 mg de selénio/ kg de sal mineral
aumentasse a producdo de embrides vidveis e de melhor qualidade.

Entretanto, sabe-se que, quando ha desequilibrio entre radicais livres (oxidantes)
e 0s antioxidantes (defensores) que favorecem os oxidantes, surge o estresse oxidativo,
havendo o ataque dos oxidantes as células, produzindo residuos celulares ou a morte das
células (Rodriguez et al., 2004). Segundo Uhm et al. (2007), o selénio garante adequada
biossintese de selenoproteina, protegendo as células dos embrides de acbes oxidantes e
apoptose.

Com relacdo a selenoproteina, pode ser destacado os estudos de Wittwer et al.
(2002) que observaram correlagdo de 0,74 a 0,97 dos teores de selénio ingeridos pelo
animal e a GSH-Px . Neste estudo, parece ter ocorrido o contrario, pois predominou a

producdo de embries naqueles que receberam sal mineral com menos selénio.
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O selénio no soro, apesar de ndo haver diferenca (P>0,05) apresentou resultado

que difere dos encontrados por Khaled e lllek ((1999), ao terem suplementado cabras
com Selplex, em que os suplementados continham teores plasméticos mais elevados de
selénio.

O aumento da producéo de embrides de melhor qualidade depende, também, da
qualidade dos 6ocitos. Sendo assim, a manutencdo dos teores sanguineos de selénio,
verificadas neste estudo com a suplementacdo de 30 mg de selénio/ kg de sal mineral,
pode ter contribuido para melhorar o crescimento, a maturagdo e a competéncia dos
odcitos. Fatores, destacados por Pavlok et al. (2005) e Perry (2007), que observaram,
em bovinos, melhor competéncia dos odcitos obtidos dos foliculos com mais de 2 mm
de diametro, pois os obtidos de foliculos com diametro inferior ndo foram capazes de
sobreviverem além do estadio de clivagem de oito células.

Desta maneira, € possivel que a formacdo de maior quantidade de glutationa
peroxidase, relacionada ao tamanho do foliculo (Wittwer et al., 2002) possa ter
favorecido a foliculogénese dos animais alimentados com 30 mg de selénio/ kg de sal
mineral, resultando em maior quantidade de embrifes viaveis de grau um, em relagdo
aos animais suplementados com 90 mg de selénio/ kg de sal mineral.

De acordo com Luberda (2005), a sintese intracelular de glutationa € parte critica
da maturacdo citoplasmatica do odcito, sendo a concentracdo de glutationa de odcitos
maturados in vitro pouco diferente entre os mamiferos. Porém, o autor destacou que a
concentracdo de glutationa dos o6citos maturados in vivo sdo maiores que os maturados
in vitro, visto que os maturados in vitro sdo expostos ao maior ataque dos oxigénios
redundantes. Portanto, é possivel que a suplementacdo de 90 mg de selénio/ kg de sal
mineral possa proporcionar melhores resultados, se o presente estudo se referisse a

producéo de odcitos e, posterior, producdo de embribes in vitro.

Concluséao

Conclui-se, para caprinos, que a ingestdo de 25 g de sal mineralizado contendo
30 mg de selénio/ kg de sal mineral € suficiente para producdo de embriGes com boa

qualidade.
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I11 CONSIDERACOES FINAIS

Em fungéo dos resultados obtidos, talvez mereca atencdo o fato de que as cabras
encontravam-se em lactacdo, sendo ordenhadas duas vezes ao dia, fator que pode ter
interferido nos resultados, pois o esperado seria que o nivel mais elevado de selénio

proporcionasse resultados melhores.



