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RESUMO

EFEITO METAFILATICO DO DISSELENETO DE DIFENILA NA SAUDE DE
BEZERRAS HOLANDESAS

AUTORA: Claudia Medeiros Rodrigues
ORIENTADORA: Marta Lizandra do Régo Leal

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito metafilatico do disseleneto de difenila (PhSe)2 na
salde de bezerras holandesas do nascimento ao desmame. Foram utilizadas vinte fémeas
bovinas da raca Holandesa, do nascimento aos setenta dias de vida, distribuidas em dois grupos
de 10 animais. O grupo disseleneto de difenila (GDD) recebeu 1,5 pmol/kg de (PhSe)2 diluido
em 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), por via subcutanea (SC), enquanto o grupo controle
(GC) recebeu apenas 0 DMSO em mesmo volume, SC. As aplicacBes foram realizadas nos dias
7,21, 35 e 49 de vida. As avaliages clinicas, pesagem e coleta de amostras, foram realizadas
nos mesmos dias das administragcdes, com uma ultima avaliagdo no dia 70. Maiores valores do
peso e do ganho de peso médio diario (GPMD) foram observados no dia 70 no GDD em relacéo
ao GC (p <0,05). Ao desmame (70 dias) o GDD apresentou média de 7,7 kg a mais em relacédo
ao GC. Porém, para as variaveis incidéncia de doencas, proteina sérica, substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS), glutationa peroxidase (GPx) e metabolismo oxidativo e
fagocitose dos neutrofilos ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p >
0,05). Quanto a imunoglobulina G (IgG), com exce¢do do dia 7, maiores teores foram
detectados no GDD em comparacdo com o GC (p < 0,05), e dentro do GDD as bezerras
apresentaram aumento gradual da IgG ao longo do periodo experimental. Os resultados nos
permitem afirmar que a metafilaxia com (PhSe)2 incrementa o ganho de peso e a imunidade de

bezerras holandesas do periodo neonatal ao desmame.

Palavras - chave: Imunidade. Imunoglobulina G. Metabolismo Oxidativo. Selénio.



ABSTRACT

METAPHYLACTIC EFFECT OF DIPHENYL DISELENIDE IN HEALTH OF
HOLSTEIN CALVES

AUTHOR: Claudia Medeiros Rodrigues
ADVISOR: Marta Lizandra Do Régo Leal

The objective of this work was to evaluate the metaphylactic effect of diphenyl diselenide
(PhSe). on the health of Holstein calves from birth to weaning. Twenty female Holstein calves
from birth to seventy days old were used, distributed in two groups of 10 animals. The diphenyl
diselenide group (DDG) received 1.5 pmol/kg of (PhSe). diluted in 2 mL of dimethylsulfoxide
(DMSO) subcutaneously (SC), while the control group (CG) received only DMSO in the same
volume, SC. The applications were performed on days 7, 21, 35 and 49 of life. Clinical
evaluations, weighing and sample collection were performed on the same administration days,
with a final evaluation on day 70. Higher values of weight and mean daily weight gain (MDWG)
were observed at day 70 in DDG compared to CG (p < 0.05). At weaning (70 days) DDG
presented an average of 7.7 kg more than CG. However, for the variables incidence of diseases,
serum protein, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), glutathione peroxidase (GPx)
and oxidative metabolism and neutrophil phagocytosis no significant differences were observed
between the groups (p > 0.05). With respect to immunoglobulin G (IgG), except for day 7,
higher levels were detected in the DDG compared to the CG (p < 0.05), and within the DDG
the calves showed a gradual increase of 1gG throughout the experimental period. The results
allow us to affirm that metaphylaxis with (PhSe). increases the weight gain and immunity of
Holstein calves from the neonatal period to weaning.

Keywords: Immunity. Immunoglobulin G. Oxidative Metabolism. Selenium.
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1 INTRODUCAO

Para que as bezerras tornem-se novilhas de reposi¢cdo ha um longo caminho a
percorrer, e ele tem inicio logo ap6s o nascimento, ja que o periodo neonatal é considerado
uma fase critica da producéo, pois 0 manejo a que as bezerras forem submetidas, durante
esta etapa, implicara sobre toda sua vida produtiva, influenciando significativamente no
seu desempenho futuro (SANTOS, DAMASCENO & KAZAMA, 2010).

Os ruminantes nascem sem adequada imunidade humoral, devido a
particularidade da placenta desta espécie, denominada sinepitéliocorial, que protege o
feto contra virus e bactérias, e também age impedindo a passagem de imunoglobulinas,
que migrariam da circulagdo materna para a fetal (PRESTES & LANDIM-
ALVARENGA, 2006). Dessa forma, os bezerros recém-nascidos sdo dependentes da
transferéncia passiva de imunoglobulinas maternas colostrais logo ap6s o nascimento
(VOGELS et al., 2013).

Quando a transferéncia de imunidade passiva ndo é realizada adequadamente, as
bezerras tornam-se mais susceptiveis a ocorréncia de doencas (GODDEN, 2008), e estas
ndo sdo responsaveis somente pela mortalidade, mas também pela perda e/ou menor
ganho de peso das bezerras sobreviventes (BEAM et al., 2009). Vale ressaltar também
que o estresse metabdlico desencadeado pelo desaleitamento, pode levar ao consumo das
reservas energéticas e proteicas, resultando em estresse oxidativo (MORAES et al.,
2002).

O estresse oxidativo é resultado do excesso da producdo de espécies reativas de
oxigénio ou de nitrogénio, ou da capacidade antioxidante deficiente do organismo
(GASCHLER & STOCKWELL, 2017). Atuando na protecdo contra essas especies
reativas (ER), temos os antioxidantes, que podem agir impedindo a sua formacao
(BARBOSA et al., 2010), interceptando as espécies reativas geradas pelo metabolismo
celular ou por fontes exdgenas, e impedindo sua acdo ao evitar lesbes e a perda da
integridade celular (ELLAH, 2010).

Entre os micronutrientes essenciais o selénio merece destaque, pois demonstra
atividade de glutationa peroxidase (GPx), que pode decompor o perdxido de hidrogénio
(H20>) e hidroperoxidos organicos (NOGUEIRA et al., 2004). Além disso € um elemento
constituinte crucial de 20-25 selenoproteinas nos vertebrados (LOBANQV et al., 2008),

e possui importantes func@es fisiologicas para 0s mamiferos, j& que também atua no
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metabolismo dos hormonios tireoideanos (SHCHEDRINA et al., 2010). Sua importéncia
também tem sido relatada pela sua capacidade de estimular o sistema imunoldgico
(BROWN & ARTHUR, 2001).

Entre as formas de selénio, o disseleneto de difenila (PhSe), vém sendo utilizado
em pesquisas devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas (NOGUEIRA et al.,
2004), sendo empregado no controle de diversas doencas, por mimetizar a atividade
antioxidante da GPx e pelo seu papel na prevencéo e reducédo do efeito das ER (MEOTTI
etal., 2004).

Existem trabalhos com (PhSe). em diferentes espécies, sendo que em peixes foram
observadas as propriedades antioxidantes nos tecidos frente a exposi¢ao por herbicidas
(MENEZES et al., 2012). Em codornas, este elemento levou a melhora na qualidade da
carne devido a reducdo do processo de oxidacdo no musculo (ROZA et al., 2018). Em
ovinos um estudo indicou que os eritrocitos retém o (PhSe): e realizam sua liberacao para
o plasma e outros tecidos, além de ndo serem observados sinais de toxicidade para esta
espécie (LEAL et al., 2018). Quando utilizado em ovelhas com aptiddo leiteira o (PhSe):
foi capaz de modular as reacGes oxidativas e a resposta inflamatéria (BIAZUS et al.,
2018).

Entretanto, ainda ndo existem trabalhos que utilizaram o disseleneto de difenila
(PhSe). na espécie bovina. Desta forma, acreditamos que a metafilaxia com este
composto possa ser uma alternativa viavel no incremento do sistema imune e antioxidante
para bezerras holandesas recém-nascidas e, consequentemente, possa ter efeitos positivos

na salde desses animais do periodo neonatal ao desmame.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  CRIACAO DE BEZERRAS E DOENCAS NO PERIODO NEONATAL

No Brasil a criacdo de bovinos representa uma das principais atividades
agropecuarias, e visando a melhoria genética do rebanho, ocorre o descarte anual de vacas
em idade avancada, ou que estejam apresentando alguma enfermidade. Portanto, animais
jovens e de potencial produtivo elevado sdo essenciais para 0 sucesso na criagcdo
(SANTOS, CAVALIERI & MASSUDA, 2001). Entretanto, para que as bezerras tornem-
se novilhas de reposicdo ha um longo caminho a percorrer, e ele tem inicio logo apos o
nascimento, ja que o periodo neonatal é considerado uma fase critica da producéo, pois o
manejo a que forem submetidas durante essa etapa, implicard sobre toda sua vida
produtiva, influenciando significativamente no seu desempenho futuro (SANTOS,
DAMASCENO & KAZAMA, 2010).

No periodo neonatal a ocorréncia de doencas € comum devido a susceptibilidade
a infecgOes, entre elas podem ser citadas as diarreias neonatais, de origem bacteriana,
viral ou por protozoarios, que podem causar quadros severos de desidratacdo e acidose
metabolica e, por vezes, culminando na morte dos animais (JEREZ et al., 2002). As
alteraces respiratorias também sdo comuns, possuindo etiologia complexa, e varios
microrganismos podem estabelecer-se no tecido pulmonar, entre eles os virus da
parainfluenza 3, o adenovirus, o rhinovirus, o reovirus e o virus sincicial respiratorio,
assim como micoplasmas, que sao capazes de comprometer os mecanismos de defesa do
trato respiratorio, possibilitando a proliferacdo de bactérias patogénicas ou oportunistas
como Pasteurella multocida, Manheimia haemolytica e Trueperella pyogenes
(GONCALVES, 2009). As onfalites decorrentes da cura inadequada do coto umbilical
também sdo comuns e podem levar a formacéo de focos infecciosos de acordo com o
orgdo afetado, podendo desencadear pneumonias, artrites, abscessos hepaticos, renais,
cardiacos, etc. (REIS et al., 2009).

2.2  TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA

As afeccOes em bezerros podem ser facilitadas pela falha na transferéncia de
imunidade passiva (FTIP), que em si ndo e considerada uma doenca, mas Sim uma

condig&o que predispde o neonato ao desenvolvimento das mesmas (BEAM et al., 2009).
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Os bezerros que tém essa condicdo sdo mais propensos a apresentarem as doengas
supracitadas, além disso, os episddios podem ser considerados mais graves quando em
comparacdo a animais sem FTIP (VOGELS et al., 2013).

As consequéncias da FTIP sdo inimeras, entre elas pode-se destacar as altas taxas
de morbidade e mortalidade em bezerros recém-nascidos, aumento das taxas de
mortalidade ap6s o desmame e o crescimento reduzido nos animais sobreviventes
(FEITOSA et al., 1999). Além dos prejuizos a longo prazo, como diminui¢do do ganho
médio de peso diario em novilhas leiteiras, atraso na idade do primeiro parto e reducao
na qualidade e quantidade de leite produzido na primeira lactacdo (FABER et al., 2005).

A FTIP esta relacionada a caracteristica dos bovinos de absorverem as
imunoglobulinas maternas através do intestino delgado, durante as primeiras horas de
vida, conhecida como transferéncia de imunidade passiva (TIP), a qual auxilia na
protecdo do bezerro contra organismos patogénicos até que seu proprio sistema imune
torne-se funcional (GODDEN, 2008).

Este processo ocorre devido a particularidade da placenta desta espécie,
denominada sinepitéliocorial, que protege o feto contra virus e bactérias, e também age
impedindo a passagem de proteinas séricas de grande peso molecular (PRESTES &
LANDIM-ALVARENGA, 2006). Tal como as imunoglobulinas, que migrariam da
circulacio materna para a fetal, desta forma, os bezerros recém-nascidos sdo
agamaglobunémicos, nascem sem adequada imunidade humoral, sendo dependentes da
transferéncia passiva de imunoglobulinas maternas colostrais imediatamente apds o
nascimento (VOGELS et al., 2013). Através da ingestdo no colostro, estas
imunoglobulinas conferem protecdo aos bezerros, especialmente pela sua capacidade de
opsonizacdo, neutralizacdo e intensificacdo do mecanismo de citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (BIBURGER et al., 2014).

23 COLOSTRO

O colostro bovino distingue-se do leite por possuir maior teor de gordura e
proteinas, além de conter elementos sollveis e celulares biologicamente ativos, como as
citocinas, fatores de crescimento, hormonios, peptideos, vitaminas e minerais
(MCGRATH et al., 2016). Cerca de 80% da produgdo de proteinas colostrais é de
imunoglobulinas, das quais a imunoglobulina G (IgG) € a principal constituinte, além de
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ser o principal componente imune transferido da circulacdo sanguinea para a glandula
mamaria pelo mecanismo de colostrogénese (WATSON, 1980).

Esse processo inicia semanas antes do parto, através da influéncia de hormonios
lactogénicos, porém logo apos o parto cessa abruptamente, ou seja, a concentracao desses
constituintes é elevada na primeira ordenha p6s-parto e declina substancialmente ao longo
das ordenhas conseguintes, desta maneira a composi¢do ird mudar para o conhecido leite
de transicao até que alcance em alguns dias 0s teores estaveis encontrados no leite padrédo
(GODDEN, 2008).

24  FATORES PARA ADEQUADA COLOSTRAGEM

O sucesso na TIP depende de fatores fundamentais como 0 consumo e a absorgéo
efetiva de uma quantidade adequada de imunoglobulinas (BEAM et al., 2009).
Entretanto, entre os principais fatores que podem afetar a quantidade de imunoglobulinas
ingeridas pelo neonato estdo a qualidade e o volume de colostro fornecido, além disso a
absorcédo de imunoglobulinas esta intimamente relacionada a rapidez com que o colostro
é ofertado apds o nascimento, uma vez que a capacidade de absor¢do diminui com o
decorrer do tempo de vida do animal (GODDEN, 2008).

2.4.1 Qualidade

Para que o colostro seja considerado de alta qualidade é fundamental que
apresente concentracgdes de 1gG superiores a 50 mg/mL, entretanto, é importante ressaltar
que inumeros fatores podem afetar a sua qualidade (MCGUIRK & COLLINS, 2004).
Como os animais tendem a produzir imunoglobulinas em resposta aos patdégenos aos
quais foram expostos, a idade e o historico das vacas sdo fatores relevantes, uma vez que
espera-se que as multiparas tenham sido expostas a um maior nimero de patdgenos
quando em comparacgao as primiparas, portanto, tendem a produzir colostro com maiores
concentragdes de imunoglobulinas (BEAM et al., 2009).

Dessa forma a qualidade pode variar significativamente entre 0os animais e entre
propriedades, uma vez que as vacas criadas em determinada propriedade produzirdo
anticorpos especificos para os organismos daquele local (MCGUIRK & COLLINS,
2004). Além disso a producdo de colostro na primeira ordenha é bastante relevante, pois

a concentracdo de IgG esta negativamente correlacionada com a quantidade de colostro
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produzido na primeira ordenha, mostrando que animais de alta producgdo podem produzir
colostro com baixas concentracbes de imunoglobulinas pelo efeito de dilui¢do
(GODDEN, 2008).

A recomendacdo para a coleta de colostro é que seja realizada o mais rapido
possivel, estipulando-se o periodo méximo de 6 horas pos-parto, evitando assim perdas
relacionadas a sua qualidade, uma vez que existe uma associagdo negativa entre a
primeira ordenha e um declinio nas concentrac@es de IgG (MOORE et al., 2005).

Embora haja uma variedade de ferramentas para a avaliagdo da qualidade do
colostro, tais métodos necessitam facil aplicagdo a campo, de forma que as avaliagdes
possam ser realizadas na propria fazenda. O uso do refratdbmetro ou indice de brix é um
método de facil aplicacdo, tendo como vantagem a sua utilizacdo independente da
temperatura da amostra (BIELMANN et al., 2010). Este método fornece a medida da
concentracdo da sacarose em liquidos, porém quando utilizado em liquidos onde ndo ha
esta substancia, foi observada uma alta correlacdo entre os valores obtidos e o teor de
solidos totais (QUIGLEY et al., 2013).

2.4.2 Volume

Considera-se necessaria a ingestdo minima de 100 a 150 g de 1gG para assegurar
uma absorcdo suficiente pelos bezerros, porém o volume de colostro necessario para
atender a esses valores varia de acordo com a concentragao de imunoglobulinas, visto que
quanto maior for a qualidade menor volume torna-se necessario (MCGUIRK &
COLLINS, 2004).

No entanto a recomendacdo atual baseia-se no fornecimento de maiores volumes
de colostro na primeira refeicdo (GODDEN, 2008). Supondo que a concentracdo exata
de IgG da amostra é desconhecida, geralmente é recomendado fornecer ao bezerro 15%
do peso corporal de colostro na primeira alimentacéo, pois espera-se que ao consumir tal
volume seja assegurada a ingestdo de imunoglobulinas em quantidades suficientes
(MCGRATH et al, 2016).

243 Tempo

A absorcdo de imunoglobulinas pelos bezerros € um processo extremamente

sensivel ao tempo, pois logo apds o nascimento a atividade proteolitica do trato
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gastrointestinal desses animais é baixa, dessa forma as proteinas colostrais chegam ao
intestino delgado intactas (VOGELS et al., 2013). A capacidade de absor¢cdo dessas
imunoglobulinas ocorre através da ligacdo a receptores presentes nas células epiteliais
intestinais, mais especificamente nas porc6es do jejuno e ileo, os quais uma vez ligados
a uma proteina sofrem pinocitose e sdo levados ao interior dessas células sob forma de
pequenos glébulos, os quais atravessam a membrana em direcao a base celular, por meio
de um sistema de tubulos, e em seguida, alcancam a circulacdo sanguinea (FEITOSA et
al., 2001).

A absor¢do permanece eficaz até 24 horas pos-parto, porém o processo de
fechamento do intestino ou “closure” comega a ocorrer ap6s 6 horas, reduzindo
severamente a eficiéncia absortiva em 12 horas e aproximando-se rapidamente do
fechamento as 24 horas (VOGELS et al.,, 2013). No entanto, as imunoglobulinas
remanescentes no interior do limen, apos este periodo, atuam na protecdo local contra
infeccOes virais entéricas e diarreias por enterotoxinas (BIBURGUER et al., 2014).

Contudo, o intestino do recem-nascido ndo é seletivo na absorcdo de moléculas e,
embora possa absorver imunoglobulinas, também pode permitir a entrada de bactérias.
Portanto, para garantir a maxima absorcao, reducdo da colonizacao e absor¢éo bacteriana,
recomenda-se que 0s bezerros recebam o colostro até as primeiras 6 horas de vida
(GODDEN, 2008).

2.5  AVALIACAO DA TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA

Existem varios métodos disponiveis para realizar a avaliacdo da TIP em recém-
nascidos, apesar de existirem testes especificos, alguns permitem rapida tomada de
decisdo clinica, uma vez que podem ser realizados em condic¢Ges de campo e fornecerem
rapidos resultados (BEAM et al., 2009).

Estes testes podem ser efetuados poucos dias apds o nascimento, sendo ideal que
as avaliacdes sejam realizadas pelo menos entre 1 a 7 dias do nascimento (ATKINSON,
VON KEYSERLINGK & WEARY, 2017). Depois desta idade a relagédo entre proteina
do soro e imunoglobulinas pode mudar devido a absorcéo de proteinas da dieta e migragéo
de imunoglobulinas do sangue para outros locais do organismo (QUIGLEY et al., 2013).

Como exemplo de um método de custo viavel e de facil aplicacéo para a rotina da
propriedade podemos citar a mensuragédo da proteina total pelo refratbmetro, através do

qual mensura-se a proteina no sangue dos recém-nascidos, que basicamente é constituida
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por albumina e globulinas (alfa, beta e gamaglobulinas), sendo que, na fracdo
gamaglobulina estdo alocadas as imunoglobulinas adquiridas através da ingestdo de
colostro (MCGUIRK & COLLINS, 2004). Sabe-se que apds a ingestdo de colostro, o
valor das proteinas dos recem-nascidos aumenta em torno de 2 g/dl, sendo que o limite
considerado como indicador de transferéncia imunitaria passiva para obter-se sucesso sao
valores de proteina total superiores a 5,5 g/dL (THRALL et al., 2007).

Para que possamos mensurar diretamente as imunoglobulinas séricas, alguns
testes estdo disponiveis, como a imunodifusdo radial, ensaio imunosorbente ligado a
enzima (ELISA), de forma indireta temos ainda a avaliacdo da proteina total, o teste de
precipitagdo por sulfato de sddio, o teste de precipitagdo por sulfato de zinco, o teste de
coagulacao do glutaraldeido no sangue total e a atividade da gama glutamiltransferase
(GGT) (GODDEN, 2008).

26 DESMAME

Como a principal fonte de alimento dos bezerros baseia-se na ingestdo de leite, o
momento do desmame constitui uma fonte de estresse, podendo resultar em perda de
apetite e consequentemente perda de peso e maior risco de ocorréncia de doencas
(COSTA & SILVA, 2014). Dessa forma a reducédo gradativa no fornecimento de leite é
essencial, sendo considerada uma pratica adequada de manejo durante o desmame
(CAMPQOS, 2000).

O desaleitamento pode ser realizado de diferentes formas, podendo ser
determinado de acordo com a idade dos animais (BACH et al., 2010), peso vivo ou ganho
de peso apresentado (COSTA & SILVA, 2014), e até mesmo pelo consumo diario de
concentrado (CAMPOS, 2000). Além disso para que o crescimento dos animais ndo seja
afetado, também deve ser considerado o desenvolvimento parcial do rimen e, a sua
capacidade de absorver e metabolizar os produtos finais da fermentacdo (BITTAR et al.,
2009).

2.7  ESTRESSE OXIDATIVO

Além da ocorréncia de doengas comumente manifestadas neste periodo, a

presenca de estresse metabolico relacionado ao desmame, como citado anteriormente,
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pode ser grave, levando 0s bezerros a consumirem suas reservas energéticas e proteicas,
resultando em estresse oxidativo (MORAES et al., 2002).

O estresse oxidativo ocorre como resultado do excesso da producao de especies
reativas (ER) de oxigénio ou nitrogénio e/ou da capacidade antioxidante deficiente do
organismo (GASCHLER & STOCKWELL, 2017). Sabe-se que a oxidagdo é parte
fundamental da vida aerdbica e do metabolismo. Portanto, as ER podem ser produzidos
naturalmente ou atraves de disfuncGes bioldgicas (PUPPEL et al., 2015).

No organismo as ER encontram-se envolvidos em processos como producdo de
energia, fagocitose, regulacéo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de
substancias bioldgicas (ELLAH, 2010). Entretanto, o excesso de ER causa efeitos
deletérios, tais como a peroxidacéo dos lipideos nas membranas celulares, a oxidacdo das
proteinas em tecidos e membranas, de enzimas, de carboidratos e de acido
desoxirribonucleico (DNA) (PUPPEL et al., 2015).

Atuando em diferentes niveis de protecdo do organismo contra as ER, temos 0s
antioxidantes, sendo que o primeiro mecanismo de defesa é impedir a sua formacéo,
principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia envolvendo elementos como ferro e
cobre (BARBOSA et al., 2010). Além disso, sdo capazes de interceptar as ER geradas
pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo sua acdo e evitando a
formacéo de lesdes e perda da integridade celular (ELLAH, 2010).

Outro mecanismo de protecédo € o reparo das lesdes causadas pelos radicais, esse
processo esta relacionado com a remocdo de danos na molécula de DNA e a
reconstituicdo das membranas celulares danificadas (GASCHLER & STOCKWELL,
2017). Em algumas situacGes pode ocorrer a adaptacdo do organismo em resposta a
geracdo das espécies reativas desencadeando o aumento da sintese de enzimas
antioxidantes (BARBOSA et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante esté dividido em enzimético e ndo enzimatico,
sendo que o grupo que compreende o0s antioxidantes enzimaticos inclui a superdxido
desmutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), representando as
principais formas de defesa antioxidante intracelular (BARBOSA et al., 2010). Enquanto
0s ndo enzimaticos sdo provenientes da sintese enddgena ou da dieta, e estes incluem os
carotenoides, as vitaminas e 0s minerais, 0s quais sao capazes de fornecer atomos de
hidrogénio as ER (CONTRERAS & SORDILLO, 2011).
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2.8  MINERAIS

Os minerais estdo presentes em todas as células e tecidos corporais, onde atendem
uma ampla variedade de funcdes, e suas concentracdes variam de acordo com as
exigéncias, sendo geralmente mantidas dentro dos limites para atividade funcional e
integridade tecidual, e para a manutencao de niveis satisfatorios de crescimento, salde e
produtividade animal (PASA, 2011).

29 DISSELENETO DE DIFENILA

Entre os micronutrientes essenciais o selénio merece destaque, pois € um elemento
constituinte crucial de 20-25 selenoproteinas em vertebrados (LOBANOV et al., 2008),
e possui importantes funcgdes fisioldgicas para os mamiferos, atuando no metabolismo
dos hormonios tireoideanos, peroxidos e espécies reativas (SHCHEDRINA et al., 2010).
Além disso faz parte da enzima glutationa peroxidase (GPx), que pode decompor o
peroxido de hidrogénio (H202) e hidroperoxidos organicos, que sdo maléficos para as
células e tecidos quando produzidos em grandes quantidades (NOGUEIRA et al., 2004).
A deficiéncia desse mineral tem sido relacionada a alteracdes no crescimento, salde e
fertilidade das fémeas bovinas (SUTTLE, 2010). Ao longo dos anos diversos focos de
deficiéncia deste mineral foram relatados em varias regiées do mundo, incluindo casos
no Brasil (MORAES et al., 1999), sendo a sua suplementacdo considerada indispensavel
na dieta dos bovinos (SUTTLE, 2010).

Os requerimentos de selénio estabelecidos na literatura para todas as classes de
bovinos leiteiros, sdo de 0,3 mg/kg de matéria seca (MS) (NRC, 2001). Quando pensamos
na ingestdo de selénio pelos bezerros, devemos levar em consideragdo que suas
concentragcdes sdo maiores no colostro quando em comparacdo ao leite, com valores
médios de 70 pg/L (colostro) e 40 pg/L (leite) em vacas ndo suplementadas (SUTTLE,
2010). Entretanto, vacas que receberam suplementacdo parenteral com esse mineral
durante o periodo seco, apresentaram maiores valores de selénio no colostro do que
animais ndo suplementados, porém tais valores ndo diferem no leite aos 7 e 21 dias ap6s
0 parto (GIERUS et al., 2007), isso porque existem relatos de que o efeito da
suplementacdo possui vida curta, de aproximadamente 14 dias (SUTTLE, 2010).

Uma vez que a concentracdo de selénio nas plantas forrageiras e grdos €
dependente de sua concentracdo no solo, podem ocorrer variagdes, ou seja, em uma

mesma area podem existir locais com teores normais de selénio no solo, seguido de areas
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préximas com deficiéncia deste elemento, podendo assim, afetar a ingestdo total do
selénio pelos animais (STEVENS et al., 1985).

Dessa forma do periodo neonatal ao desmame, a ingestao de selénio pelas bezerras
pode estar baixa ou proxima do limiar minimo, sendo que o animal depende
exclusivamente da alimentagdo como fonte deste mineral. No entanto, o estresse do
desmame pode alterar o0 metabolismo basal, a sintese proteica e a funcdo do sistema
imunoldgico, reduzindo assim o desempenho animal (MORAES et al., 2002).

Contornar esta situacdo, bem como fazer com que o animal busque alimento é
importante para garantir o desenvolvimento do bezerro. O disseleneto de difenila (PhSe).,
que conserva as mesmas propriedades benéficas do selénio inorgénico, é altamente
lipofilico e apresenta diversas propriedades farmacoldgicas (NOGUEIRA et al., 2004).
Portanto, acreditamos que a suplementacdo com este mineral possa melhorar a satde de
bezerras do nascimento ao desmame.

Essa molécula tém sido alvo de estudos no controle de doencas, pois é componente
da selenoproteina GPx, um potente antioxidante, e pelo seu papel na prevencao e reducéo
dos efeitos das espécies reativas no organismo (MEOTTI et al., 2004). Em peixes
suplementados com (PhSe). e expostos a herbicidas, foi observado aumento das defesas
antioxidantes nos tecidos dos animais (MENEZES et al., 2012). Outro experimento
envolvendo a adicdo de (PhSe). na dieta de codornas, demonstrou um incremento da
atividade antioxidante e, consequentemente, uma melhora na qualidade da carne devido
a reducdo do processo de oxidacdo no musculo (ROZA et al., 2018).

Devido a escassez de estudos toxicolégicos do (PhSe)., uma pesquisa foi realizada
com o objetivo de avaliar a distribuicdo tecidual e toxicidade deste elemento em ovinos.
Os pesquisadores observaram que os eritrocitos retém melhor o (PhSe)2, e que ocorre uma
liberacdo lenta do selénio contido nessas células para o plasma e para outros tecidos, além
disso ndo foram observados sinais de toxicidade para a espécie (LEAL et al., 2018). A
realizacdo deste estudo de toxicidade permitiu a administracdo do (PhSe)2, em ovelhas
leiteiras cujos resultados demonstraram a capacidade de modulacdo das reacdes
oxidativas e resposta inflamatoria, contribuindo para a saude dos animais, além de
desencadear aumento na gordura do leite e na capacidade antioxidante deste, levando a
reducdo na oxidacdo da proteina e a producdo de leite com propriedades nutracéuticas
(BIAZUS et al., 2018).

A importancia do selénio também tem sido evidenciada pelo incremento no
sistema imunoldgico (BROWN & ARTHUR, 2001). Em trabalho realizado para avaliar
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a suplementacdo com selénio e vitamina E (intramuscular) em cordeiros infectados por
Haemonchus contortus, ndo observou-se incremento proteico e imune quando 0s animais
estavam severamente infectados. Porém, nos cordeiros sadios, a suplementacdo com
selénio e vitamina E promoveu aumento nos teores de proteinas séricas e melhorou a
resposta imune animal, bem como aumentou o poder antioxidante contra infeccdo
causada por Haemonchus contortus (LEAL et al., 2010).

Entretanto, ainda ndo existem trabalhos que utilizaram o disseleneto de difenila
(PhSe). na espécie bovina. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito

metafilatico do (PhSe). na salde de bezerras holandesas do nascimento até o desmame.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the metaphylactic effect of diphenyl diselenide
(PhSe). on the health of Holstein calves from birth to weaning. Twenty female Holstein
calves from birth to seventy days old were used, distributed in two groups of 10 animals.
The diphenyl diselenide group (DDG) received 1.5 pumol/kg of (PhSe). diluted in 2 mL
of dimethylsulfoxide (DMSO) subcutaneously (SC), while the control group (CG)
received only DMSO in the same volume, SC. The applications were performed on days
7, 21, 35 and 49 of life. Clinical evaluations, weighing and sample collection were
performed on the same administration days, with a final evaluation on day 70. Higher
values of weight and mean daily weight gain (MDWG) were observed at day 70 in DDG
compared to CG (p < 0.05). At weaning (70 days) DDG presented an average of 7.7 kg
more than CG. However, for the variables incidence of diseases, serum protein,
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), glutathione peroxidase (GPx) and

oxidative metabolism and neutrophil phagocytosis no significant differences were
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observed between the groups (p > 0.05). With respect to immunoglobulin G (1gG), except
for day 7, higher levels were detected in the DDG compared to the CG (p < 0.05), and
within the DDG the calves showed a gradual increase of 1gG throughout the experimental
period. The results allow us to affirm that metaphylaxis with (PhSe). increases the weight

gain and immunity of Holstein calves from the neonatal period to weaning.

Keywords: immunity, immunoglobulin G, oxidative metabolism, selenium.

INTRODUCTION

The neonatal period is considered a critical stage in the creation of dairy calves,
because the management to which they are subjected during this stage will imply
throughout all their productive life, significantly influencing their future performance
(SANTOS, DAMASCENO & KAZAMA et al., 2010).

Ruminants are born without adequate humoral immunity due to the
sinepiteliocorial placenta, which protects the fetus against infections by viruses and
bacteria, but prevents the passage of immunoglobulins that would migrate from the
maternal to fetal circulation (PRESTES & LANDIM-ALVARENGA, 2006). This way,
newborns rely on the passive transfer of maternal colostrals immunoglobulins (VOGELS
etal., 2013).

When transfer of passive immunity is not properly realized, makes these animals
more susceptible to disease occurrence (GODDEN, 2008), which are responsible not only
for mortality, but also for the loss and/or lower weight gain of the surviving calves
(BEAM et al., 2009). It is also worth mentioning that the metabolic stress triggered by
weaning, can result in oxidative stress (MORAES et al., 2002).

Oxidative stress is a result of excess production of reactive oxygen or nitrogen
species, or of the organism's deficient antioxidant capacity (GASCHLER &
STOCKWELL, 2017). Acting in the protection against reactive species, we have the
antioxidants, which can act preventing their formation (BARBOSA et al., 2010),
intercepting the reactive species and preventing their action (ELLAH, 2010).

Among the essential micronutrients, selenium deserves to be highlighted, since it
is an integral part of the glutathione peroxidase enzyme (GPx) (NOGUEIRA et al., 2004).
Its importance has also been observed by the ability to increase the immune response
(BROWN & ARTHUR, 2001).
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Among the selenium forms, diphenyl diselenide (PhSe). has been used in research
due its diverse pharmacological properties (NOGUEIRA et al., 2004), being used in the
study of the control of several diseases, by mimicking the activity of GPx (MEOTTI et
al., 2004). The (PhSe) demonstrated antioxidant properties in the tissues of fish
submitted to herbicide exposure (MENEZES et al., 2012) and, in quails, improved the
quality of the meat (ROZA et al., 2018).

In sheep a study performed to evaluate the distribution of (PhSe): in tissues and
plasma, showed that erythrocytes retain (PhSe). and realized their release to plasma and
other tissues. The researchers did not observed any signs of toxicity to the species (LEAL
et al., 2018). When used in sheeps with milk aptitude demonstrated the modulation
capacity of oxidative reactions and inflammatory response (BIAZUS et al., 2018).

However, there is still no work with diphenyl diselenide in the bovine species, in
that way we believe that metaphylaxis with this compound improves the health of calves
from the neonatal period to weaning.

MATERIAL AND METHODS
Ethics committee on animal use

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee on Animal Use
of the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM), under the number 6250070518.

Place and period of execution

The experiment was conducted at the Kapakeffa farm, located in the municipality
of Xanxeré (26°52° 37”” S e 52°24’ 14” O), State of Santa Catarina, Brazil, from February
to May 2018.

Animals

For the study twenty Holstein calves (n = 20) were used from birth to seventy days
of age. The newborn calves were housed in individual stalls, and in the first six hours of
life, ingested two liters of colostrum, supplied through a bottle, or through a nasogastric
tube when necessary (quality evaluated using a Brix refractometer, considering the limit
of 21% as indicative of immunoglobulin concentration > 50 mg/mL, that is, high quality

colostrum). After ingestion of colostrum, the calves started to received, in bottles, a total
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of six liters of milk at 37°C, previously pasteurized at 72°C, fractionated twice a day, in
addition to water and concentrate ad libitum. The nutritional and chemical composition
of the concentrate is shown in Table 1.

At ten days of age, they were relocate in collective stalls, in groups of 10 animals,
where they started to receive Tifton 85 hay (Cynodon spp.) (10.5% crude protein) and
had access during the day to an area of picket with pasture of Cynodon spp. Breastfeeding
started to be by automatic system, by reading the identification earring, and there was a
gradual reduction in the quantity supplied, according to the weight and age group
presented. The calves remained in this place until weaning, performed at seventy days of
life, also corresponding to the end of the experimental period.

Experimental design

The twenty animals were evenly distributed in two homogeneous groups containing
10 animals, according to body weight at birth. The diphenyl diselenide group (DDG)
received 1.5 umol/kg of diphenyl diselenide, presented in a powder formulation with 98%
purity and molecular weight of 312.13 g/mol, diluted in 2 mL of dimethylsulfoxide
(DMSO), subcutaneously (SC) (LEAL et al., 2018). While the control group (CG)
received only DMSO, in the same volume used in DDG and by the same route of
administration. The administrations occurred at intervals of 14 days, beginning on day 7,

and were later performed on days 21, 35 and 49.
Clinical evaluation

The clinical evaluations were performed on days 7, 21, 35, 49 and 70. The females
were submitted to weighing by means of tape, besides being monitored for the health of
the batch through realization of the general physical examination and the detection of the
occurrence of diseases, using the methodologies described by DIRKSEN, GRUNDER E
STOBER (1993) e TEIXEIRA et al., (2014), respectively.

Sample collection and laboratory tests

The blood samples were collected at the same time of the clinical evaluation by
jugular venipuncture with a Vacutainer® coupled system in vacuum tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and sodium heparin (5 and 10 mL, respectively),

as well as a tube without anticoagulant (10 mL).
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Serum protein values were determined by the use of a refractometer.
Immunoglobulin G (IgG) determination was performed by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) according to the manufacturer's instructions (Bovine IgG
ELISA Kit, Cat. No. E11-118, Bethyl Laboratories, Montgomery, USA).

Lipid peroxidation was measured by production of thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) as described by OHKAWA et al., (1979). While the activity of the
glutathione peroxidase (GPx) enzyme was determined in a Randox® branded automated
biochemical analyzer (RX Daytona® model) using commercial Randox® kit according
to the technique described by PAGLIA & VALENTINE (1967).

The functional activity of neutrophils was evaluated by means of a nitroblue
tetrazolium reduction test (NBT) stimulated or not with Zymosan particles (Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA), according to the cytochemical method described by PARK &
GOOD (1970), counting one hundred neutrophils in each of the blood smears stained
under an optical microscope with immersion objective (100 x).

For stimulated NBT and non-stimulated NBT, were considered positives
neutrophils that reduced nitroblue tetrazolium, that is, neutrophils that presented
violaceous or blackened cytoplasmic granules (formazan crystals), regardless of the
number and size of the granulations. In the stimulated technique, the neutrophils that

presented Zymosan particles inside were considered positive for phagocytosis.

Statistical analysis

The data were submitted to the Kolmogorov-Smirnov normality test. For not
presenting normal distribution, the functional activity of neutrophils was previously
submitted to logarithmic transformation (log10 X + 1.5). The variables were submitted to
two - way analysis of variance (ANOVA) with repeated measures, followed by Tukey 's
tests, to compare the average between the moments within the groups, and Bonferroni, to
compare the average of the moments between the groups.

The results were presented in average with their respective standard errors. To
evaluate the occurrence of diseases, the unpaired T test was used and the data are arranged
in a descriptive way. The level of significance used was 5% (p < 0.05). Statistical analyzes

were performed using the GraphPad Prism 6® program.
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RESULTS

Weight and average daily weight gain

The results of weight and mean daily weight gain (MDWG) are shown in Figures
la and 1b. Higher values of weight and MDWG were observed on day 70 in DDG
compared to CG (p < 0.05). Within the groups, a gradual increase in weight was observed
throughout all the experimental period (Figure 1a).

In MDWG, was observed the reduction of values on day 7 to day 21 in CG, but
on days 35 and 49 there was an increase in MDWG in this group (p < 0.05). In the DDG,
the same reduction in MDWG was observed at 21 days followed by an increase in values
(p < 0.05) on days 49 and 70.

In addition, at 70 days of age, date when weaning and the end of the experimental

period occurred, DDG animals had a mean gain of 7.7 kg over CG.
Occurrence of diseases

Regarding the occurrence of diseases, there was no significant difference between
groups. On day 7, 70% of the CG animals presented diarrhea, 20% pneumonia and 10%
of the calves did not present any clinical alterations, while 50% of the DDG animals
presented diarrhea, 20% pneumonia and 30% did not show any type of disease.

At 21 days, 40% of CG animals presented diarrhea, 30% pneumonia and 30%
showed no organic change. However, none of the DDG animals presented disease
occurrence. In the 35-day evaluation, it was observed in CG the occurrence of pneumonia
in 30% of the animals, combined diarrhea and pneumonia in 10% of the calves, and 60%
of the animals did not present clinical alteration. At the same experimental time, 40% of
the DDG animals presented pneumonia and 60% had no disease occurrence.

At day 49, 10% of CG animals had pneumonia, while the rest of the animals (90%)
showed no organic change. In the DDG 10% of the animals presented diarrhea, 10%
pneumonia and 80% of the animals were healthy. The last moment of evaluation (70 days)
was marked by the absence of alterations (100%) in the DDG. In the CG, 20% of the
animals presented pneumonia and the remainder (80%) had no clinical change.

Protein

There was no difference in total protein between the experimental groups. In CG,

there was an increase in serum protein (Figure 1c) (p < 0.05) between days 21 and 70,
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and 35 and 70. In DDG, except for day 49, total protein values were higher on day 70 (p
> 0.05) in relation to the other times studied.

Immunoglobulin G (IgG)

With the exception of day 7, higher IgG levels were observed in DDG compared
to CG (Figure 1d). Within the DDG it was observed that the calves showed a gradual
increase of 1gG throughout all the experimental periods (p <0.05). However, within the
CG there was a reduction in the values of this variable in the experimental animals from
7 to 70 days (p <0.05).

Substances reactives to thiobarbituric acid (TBARYS)

Serum TBARS values are shown in Figure 1e. There was no difference between

the experimental groups and between the moments within each group (p > 0.05).
Glutathione peroxidase (GPx)

The mean values of GPx can be visualized in Figure 1f. There was no difference
in the activity of this enzyme between the experimental groups (p > 0.05). In CG, higher
GPx values were detected on day 7 in relation to days 35, 49 and 70 (p < 0.05), as occurred
between days 21 and 70 (p < 0.05). While in the DDG greater activity of this enzyme was
observed on day 7 compared to day 70 (p < 0.05).

Oxidative metabolism and neutrophil phagocytosis (NBT)

There was no difference in oxidative metabolism and phagocytosis of the
neutrophils in the stimulated technique, between the groups, and within the experimental
groups (Table 2).

In the non-stimulated technique no significant values were observed between the
groups, and within the DDG. However, in the control group, higher values of negative
neutrophils (non-stimulated technique) were detected on day 7 compared to day 70 (p <
0.05).

Still in the non-stimulated technique the neutrophils positive for NBT, that is,
those that presented the formazan crystal inside, had higher values (p < 0.05) on day 70
compared to those obtained on day 7 in the CG.
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DISCUSSION

Selenium (Se) is a trace element that plays an important role in the health and
performance of animals. In the present study we observed that the administration of
(PhSe)2 increased the weight and the MDWG in the calves at the end of the experimental
period and at the time of their weaning (70 days), where, usually, weight loss and greater
occurrence of diseases occur. Among the many selenoproteins existents in the body, 5-
iodothyronine deiodinase is fundamental in the activation of triiodothyronine (T3) in
tetraiodothyronine (T4), whereas it, T3 is known to be widely involved in growth and
weight gain mechanisms (THOMPSON et al., 1995).

GUYOT etal., (2007) reported the importance of Se in Belgian Blue calves, since
these animals are characterized by the "double muscle", that way, they have a higher
demand for Se. In this work, the authors supplemented cows with 0.5 ppm of Se enriched
yeast and observed an increase in the growth rate of calves, thus demonstrating the
importance of Se administration in animal performance.

As we obtained significant results for these variables and did not observe the
occurrence of oxidative stress, we believe that the calves had adequate Se concentrations.
In this way, the (PhSe). that was conjugated to the erythrocytes (LEAL et al., 2018) was
released into the plasma and tissues and reached the places where there was greater
demand, increasing the activity of 5-iodothyronine deiodinase and, consequently, the
weight gain of the animals.

According to MCGUIRK (2008), the factors that can significantly alter morbidity
and mortality rates are related to the age of the animals, the transfer of passive immunity,
the management used in the farms, types of housing, season, country, region and origin
of the data. Being the cases of enteritis and pneumonia considered the most commonly
linked to cases of death in dairy calves.

Regarding the occurrence of diseases, TEIXEIRA et al., (2014), reported effect of
treatment with minerals in reducing cases of diarrhea, e GUYOT et al., (2007), observed
a reduced incidence of diseases during the first two weeks of life in calves whose mothers
were supplemented with Se enriched yeast. However, in our study we did not observe the
influence of (PhSe). administration for this variable. The different results found for the
occurrence of calves diseases from birth to weaning may be related to the factors

mentioned above.
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Se is also involved in the regulation of pinocytosis, promoting the absorption of
immunoglobulins (KAMADA et al., 2007), that way deficiency frames may affect IgG
levels and T cell function, leading to a higher prevalence and severity of diseases
(ARTHUR, MCKENZIE & BECKETT, 2003).

The ability to improve the immune response of animals through the administration
of Se (organic and inorganic) is already established in the literature (CHAUHAN et al.,
2014), since its supplementation assists in the phagocytic activity of macrophages
(SALLES etal., 2014). It can also be attributed to its antioxidant properties enhancements
in the functions of the humoral and cellular immune system (TEIXEIRA et al., 2014).

In our study, we observed a significant increase in immunoglobulin G levels in
calves since the second administration of (PhSe)., while in the control group animals the
serum 1gG concentrations decreased dramatically over the experimental period.

Regarding serum protein values, there was no difference between the groups. As
in a study carried out by MENEZES et al., (2016), the authors also did not detect influence
of supplementation on total protein levels in carps fed with diet counting (PhSe). and that
presented oxidative stress by exposure to fipronil.

TBARS is one of the byproducts of lipid peroxidation (OHKAWA et al., 1979),
thus, the non-alteration of its values, along the experimental period, represents, indirectly,
the absence of oxidative stress. Which justifies the stable values in GPx activity, since
there was no increase in the production of reactive species.

However, MENEZES et al., (2016), detected reductions in TBARS levels in the
liver, gills, brain and carp muscle exposed to fipronil. As ROZA et al., (2018), observed
the reduction of lipid peroxidation in serum, liver and quail muscle when used (PhSe)..
In this same study the authors reported a significant increase in GPx activity.

It is important to emphasize that the molecular pharmacology of (PhSe): is
possibly linked to a "nonspecific antioxidant mechanism", where transient formation of
benzeneselenol plays a central role (NOGUEIRA & ROCHA, 2010). Thus different
results can be explained because, although the concentration of Se in the whole blood is
correlated with the activity of GPx (BRIGELIUS-FLOHE et al., 1994), there is evidence
that the percentage in erythrocytes associated with GPx can vary depending on the source
of Se (VAN RYSSEN et al., 1989). Therefore, we can assume that another enzyme has
more affinity with (PhSe). than GPx. It is also worth mentioning that in one of the studies

mentioned above the animals were previously submitted to non-endogenous ER
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formation and presented oxidative stress, which probably required a higher activity of the
antioxidant system. (MENEZES et al., 2016).

The phagocytosis process carried out by the neutrophil is an important defense
mechanism of the host against invading microorganisms, and the production of oxidative
substances in its interior, which occurs through the increase of respiratory activity, is
fundamental for the adequate efficiency of this process (TIZARD, 2014).

The neutrophils of newborn calves have a low response capacity to the NBT test
(COSTA etal., 2004), but along the age changes occur, with increased oxidative capacity
during the first four months of life (COSTA et al., 2008). We did not observe influence
of administration of (PhSe)> on oxidative metabolism and neutrophil phagocytosis
between groups in the stimulated and non-stimulated techniques. However, CAMARGO
et al. (2010) observed, in adult sheep, experimentally infected with Haemonchus
contortus, that supplementation with Se was able to promote a decrease in NBT reduction
capacity in the non-stimulated technique, thus demonstrating the role of the Se in the

modulation of oxidative metabolism of neutrophils.

CONCLUSION

The results obtained in this study allow to affirm that diphenyl diselenete (PhSe):
metaphylaxis increases the weight gain and immunity of Holstein calves from the

neonatal period to weaning.
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Table 1. Nutritional and chemical composition of the concentrate.

Ingredients Quantitie (% MS*)
Corn bran 45,0
Soybean meal 33,0
Soybean hull 16,0
Premix* 6,0
Chemical composition Quantitie
Dry matter (kg) 500,0
Crude protein (% MS) 22,6
Ethereal extract (% MS) 2,9
Neutral detergent fiber (% MS) 188,4
Fiber in acid detergent (% MS) 119,7

* Dry matter (DM). 1 Composition of premix: calcium (135-165 g/kg), phosphorus (70 g/kg), sulfur (25
g/kg), magnesium (25 g/kg), potassium (30 g/kg), cobalt (3 mg/kg), copper (425 mg/kg), chromium (25
mg/kg), iron (1750 mg/kg), iodine (11 mg/kg), manganese (1700 mg/kg), selenium (13 mg/kg), zinc (1700
mg/kg), biotin (1.5 mg/kg), vitamin A (350000 1U/Kkg), vitamin D3 (25000 1U/kg), pantothenic acid (126
mg/kg), vitamin B1 (50 mg/kg), vitamin B6 (60 mg/kg), vitamin B12 (1.11 mg/kg), choline (9000 mg/kg),
niacin ( 247.50 mg/kg), riboflavin (50 mg/kg), vitamin C (6000 mg/kg), vitamin K (20 mg/kg), D-limonene
(3300 mg/kg), Saccharomyces cerevisiae (0.75 x 10° UFC/kg), fluorine (700 mg/kg) and bicarbonate (135
a/kg).



36

Figure 1. Average values and standard errors of a) weight (day 0 indicates birth weight,
while day 70 weight at weaning), b) mean daily weight gain (MDWG), c) serum protein,
d) immunoglobulin G (IgG ), e) thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), f)
glutathione peroxidase (GPx), of calves from the control group (CG) and treated with
diphenyl diselenide (DDG). Upper case letters refer to differences (p < 0.05) between
days within the control group, while lower case letters refer to differences (p < 0.05)

between days within the group treated with diphenyl diselenide. *represents difference

between groups (p < 0.05).
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Table 2. Effect of treatments in the control (CG) and diphenyl diselene (DDG) groups on oxidative metabolism and phagocytosis of blood

neutrophils.
Stimulated Non- Stimulated
Group Days Negative (%) NBT + (%) ZYM + (%) NBT + ZYM + (%) Negative (%0) NBT+ (%)
7 50,10 (+12,03)* 14,90 (+6,57) 29,30 (+10,56)" 5,70 (x2,22)A 89,80 (*2,24)A 10,20 (+2,24)B¢P
21 49,10 (7,91)" 20,20 (+4,53)* 23,20 (+5,30)" 7,50 (£3,02)* 77,50 (+4,78)"B 22,50 (+4,78)"BCP
CG 35 31,30 (¥8,12) 29,70 (+5,64)" 22,70 (+4,70)A 16,30 (x3,77)* 76,00 (+7,66)"8 24,00 (+7,66)"BC
49 47,20 (¥9,26)" 19,20 (+6,75)* 25,20 (+5,83)" 8,40 (x2,33)A 74,30 (+6,64)"8 25,70 (+6,64)"8
70 44,50 (¥10,61)" 22,50 (+7,42)* 25,80 (+8,89)" 7,40 (+2,45)A 61,20 (8,31)B 38,80 (+8,31)A
7 40,10 (£8,22)* 11,90 (£3,93)* 42,00 (£8,89)* 6,00 (x2,37)? 83,70 (+4,63)% 16,30 (+4,63)?
21 51,10 (£7,94)* 12,80 (¥1,97)* 26,10 (+6,81)* 10,00 (+4,38)? 78,90 (£5,34)? 21,30 (+5,36)?
DDG 35 50,10 (+9,98)* 12,00 (¢3,13)* 31,50 (£8,43)* 6,40 (+1,89)? 84,50 (+2,13)? 14,90 (£2,04)?
49 50,20 (+8,68)* 18,70 (x2,98)* 19,70 (£5,02)* 11,40 (£3,84)? 67,70 (x6,12)% 31,80 (£6,09)*
70 39,10 (£9,48) 29,00 (£7,90)* 21,80 (£5,45)* 10,10 (£3,55)? 65,40 (+3,55)% 34,60 (£6,08)2

Results are expressed as average + standard error. Upper case letters refer to differences (p < 0.05) between days within the control group, while lower case letters refer to
differences (p < 0.05) between days within the group treated with diphenyl diselenide. * p < 0.05 when compared to the difference between the control and diphenyl
diselenide groups on the respective days.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A fase que compreende o periodo neonatal até o desmame é considerada critica na
criacdo de bezerras leiteiras, pois esses animais podem ter o seu desenvolvimento afetado por
varios fatores. Desde o manejo inadequado da colostragem, que pode desencadear FTIP
contribuindo para a ocorréncia de doengas, até o estresse metabolico desencadeado pelo
desmame. Além disso 0 estresse oxidativo pode ocorrer associado a todos esses fatores e
agravar ou contribuir para a ocorréncia de doencas.

Como alternativa para abrandar os problemas que ocorrem em bezerros do nascimento
ao desmame, utilizamos o disseleneto de difenila (PhSe)2 que é uma molécula que possui as
mesmas propriedades benéficas do selénio, porém é menos toxica do que as demais fontes de
selénio, e ainda ndo foi utilizada na espécie bovina. A partir dos resultados descritos nesta
dissertacdo, verificamos que bezerras holandesas submetidas a metafilaxia com (PhSe)
apresentaram incremento significativo no peso, no ganho de peso médio diario e na imunidade,
observada mediante aumento das concentracdes de IgG. Dessa forma acreditamos que o (PhSe)2
seja uma alternativa viavel e promissora no auxilio aos desafios enfrentados pelas bezerras do

periodo neonatal ao desmame.
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