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RESUMO: Objetivou-se neste estudo avaliar o ganho de peso, escore de condi¢do corporal, qualidade
oocitaria e o nivel de estresse oxidativo do liquido folicular de vacas suplementadas com cobre, zinco e
selénio na forma quelatada. Cada grupo foi mantido em piquete de Brachiaria brizantha cv Marandu,
recebendo 1 kg de animal/dia via suplemento proteinado durante o periodo de 99 dias com duas aspiragdes
foliculares. Os odcitos aspirados foram classificados como: viaveis e ndo viaveis. No liquido folicular foi
mensurado o nivel de estresse oxidativo através da concentragdo de TBARS. Nao foi verificado efeito
(p>0,10) da suplementagdo com minerais quelatados sobre o niimero de odcitos ndo viaveis e peso corporal.
Houve efeito para ECC final (p= 0,0592) entre os grupos suplementados (GC 4,83 + 0,7 e GS 5,27 + 0,14),
ganho ECC (p=0,0178) para o GS e GC (0,82 + 0,18 e 0,25 + 0,13, respectivamente) Houve reducao para o
nivel de estresse oxidativo (0,003099 il,1141X10'5 VS 0,003094 + 9,7251 x 10° ng/mL GC e GS,
respectivamente). A suplementagdo oral com mineral zinco,cobre e selénio na forma quelatada nao
influenciou o nimero de odcitos aspirados por coleta e reduziu o nivel de estresse oxidativo do liquido
folicular.
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CHELATED MINERALSUPPLEMENTS FOR COWS NELLORE: GROWTHPER
FORMANCE, OOCYTE QUALITYAND OXIDATIVE STRESS

ABSTRACT: . The objective of this study to evaluate weight gain, body condition score, oocyte quality and
level of oxidative stress in follicular fluid from cows supplemented with copper, zinc and selenium chelated
during the months April to July 2009 in Cuiaba-MT, using 24 adult Nellore, aged 36 months, average weight
of 395 kg initial randomly divided into 2 groups: control group (CG, supplemented with conventional
mineral) and supplemented group (GS, animals supplemented with zinc, copper and selenium
chelated). Each group was kept in a paddock of Brachiaria brizantha cv Marandu animal received 1 kg per
day via protein supplement during the period of 99 days with two follicular aspirations. The oocytes were
classified as viable and non viable. In follicular fluid was measured the level of oxidative stress by TBARS
concentration. There was no effect (p> 0.10) of supplementation with chelated minerals on the number of
non-viable oocytes and body weight. Effect was observed for final BCS (p = 0.0592) between the
supplemented groups (4.83 £ 0.7 GC and GS 5.27 + 0.14), ECC gain (p = 0.0178) for SG and CG (0.82 +
0.18 and 0.25 £ 0.13, respectively) were reduced to the level of oxidative stress (0.003099 + 1.1141 X10-5
VS 0.003094 + 9.7251 x 10-6 ng/ mL GC and GS, respectively). Oral supplementation with mineral zinc,
copper and selenium chelated not influence the number of oocytes per collection and reduced the level of
oxidative stress in follicular fluid.
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INTRODUCAO

Os minerais convencionais € mesmo os proteinados ja ndo conseguem atender todas
as exigéncias nutricionais dos animais de alto potencial produtivo. Em outras palavras, ¢
preciso substituir, a0 menos parcialmente, a suplementacdo tradicional com minerais
convencionais por minerais quelatados. A propor¢do que tem trazido melhores resultados
econdmicos ¢ a de 30% de substituigdo. Ou seja, troca 30% dos minerais convencionais
por quelatados (LIMA et al., 2007).

O zinco ¢ vital para o funcionamento saudavel de muitos sistemas do organismo.
Seu papel ¢ crucial no crescimento e na divisao das células quando € necessario na sintese
de proteinas e de DNA, na atividade da insulina, no metabolismo dos ovérios e testiculos e
no funcionamento do figado (OLIVEIRA, 2006). O Cobre foi identificado como um
elemento essencial para aumentar a resisténcia ao estresse e as doengas, desempenhando
um papel primordial na saude e no funcionamento adequado de cada célula do organismo.
O selénio possui fungdes antioxidantes que protegem as sinteses biologicas de degradagado
oxidativa. E um constituinte da enzima de glutationa peroxidase que protege o organismo
combatendo a formagado de peroxidos (KOURY et al.,2003).

O presente trabalho avaliou a influéncia da suplementacao de zinco, cobre e selénio
na forma de quelato e na forma convencional sobre o peso corporal, escore de condicao
corporal, qualidade oocitaria e estresse oxidativo do liquido folicular de vacas Nelore em

regime de suplementacdo a pasto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Luar que est4 localizada na Baixada Cuiabana
durante o periodo de transicdo aguas-seca do ano, entre os meses de abril a julho de 2009.
A temperatura maxima média chega aos 35°C, mas as maximas absolutas podem chegar
aos 40°C nos meses mais quentes e abafados; em dias chuvosos, a temperatura maxima nao
passa de 20° Celsius (INMET). Os dados das temperaturas maxima ¢ minima coletados

durante o experimento podem ser vistos na Tabela 1.
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TABELA 1. Valores médios das temperaturas maxima e minima observado durante o periodo de abril
a julho de 2009.

Temperatura Média (°C)

Més Maxima Minima
Abril 34,0 21,1
Maio 34,0 19,4
Junho 32,5 17,8
Julho 33,7 16,7

Foram utilizadas 24 vacas da raca Nelore, multiparas, com média de 36 meses de
idade, ciclando normalmente, com peso corporal (PC) médio inicial de 395 kg e média de
condi¢do e escore corporal (ECC) inicial de 4,5 (escala de 1-9). Foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos:

- Grupo Suplementado (GS) — Animais recebendo suplemento proteinado
contendo zinco, cobre e selénio na forma quelatada, constituido de 12 animais. O nivel de
inclusdo do quelato foi de 100% de selénio e 30% para zinco e cobre.

- Grupo Controle (GC) — Animais recebendo suplemento proteinado contendo

zinco, cobre e selénio na forma convencional, constituido de 12 animais (Tabelas 2);

TABELA 2. Composi¢do percentual do proteinado comercial: Mistura Mineral (MM), Farelo de Soja
(FS), uréia e Milho do suplemento proteinado, fornecido aos animais experimentais

Ingrediente Composicédo Percentual
MM 9,0
FS 21,0
Uréia 5,0
Milho 65,0

*Mistura mineral comercial - niveis de garantia: zinco 2,83 mg/kg; cobre 1,44 mg/kg; selénio 5,40
mg/kg; iodo 6,26 mg; ferro 42,8 mg; cobalto 9,0 mg; manganés 89,8 mg; fldor 81,0 mg; cromo 1,0 mg;
célcio 18,0g; fosforo 8,1 g; sédio 9,87g; magnésio 0,82 g;

O proteinado comercial foi formulado para atender as exigéncias de fémeas em
reproducao sendo fornecidos em quantidades equivalentes a 1 kg/animal/dia, as 10 horas, a
fim de minimizar as interferéncias no comportamento de pastejo dos animais, mais
pronunciado no inicio da manhd e fim da tarde (ADAMS,1985). Os grupos recebiam a
mesma quantidade de suplemento proteinado diferenciando apenas na fonte oferecida:
forma de quelato para o GS e forma convencional para o GC contendo o fabricante 22% de

PB e 87% de NDT.
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A area experimental destinada aos animais foi constituida de dois piquetes de 12
hectares cada, cobertos uniformemente com Brachiaria brizanha cv. Marandu, providos de
bebedouros e cochos cobertos com 5 metros para fornecimento do suplemento. Os animais
foram pesados sem jejum no inicio do experimento e a cada quinze dias totalizando oito
pesagens durante os meses de abril a julho, foram realizados o rodizio dos animais entre
piquetes a cada 15 dias e a cada rotacdo os animais eram avaliados quanto o peso e escore
de condigdo corporal (ECC) baseado na escala de 1 a 9 pontos (1= muito magra e 9= muito
gorda; JEFFERIES, 1961).

No primeiro dia de cada periodo experimental foram realizadas coletas de amostras
de forragem nos diferentes piquetes, através do corte, a 5 cm do solo, de 5 dareas
delimitadas por um quadrado metélico de 0,5 x 0,5 m, escolhidos aleatoriamente para a
determinagdo da massa de forragem seca total (MFST).

Apos a coleta, as amostras de cada piquete foram pesadas ¢ homogeneizadas, ¢ a
partir dessa forma retiradas aliquotas compostas para avaliagdo da MFST. A amostragem
da forragem consumida pelos animais foi obtida via simulagdo manual do pastejo,
realizada na primeira quinzena dos meses de abril a julho. As determinagdes da MS,
proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA),
extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM), foram realizadas de acordo com descri¢des de
Silva e Queiroz (2002). As andlises dos teores dos microelementos Zn e Cu foram feitas
em espectofotometro de absor¢do atdmica, por meio de espectrofotometria reflexiva com
infravermelho proximal (NIRS) (PRATES, 1998).

O periodo experimental teve duracdo total de 99 dias. Foram realizadas duas
aspiracdes foliculares, sendo a primeira aos 59 dias (maio) de suplementagdo e a segunda
aos 99 dias (julho) de suplementacao.

Foram aspirados todos os foliculos com didmetro entre dois ¢ oito milimetros. A
lavagem da agulha e o meio de recebimento dos oocitos foi composto de DPBS (Dulbeco
Modificado - Nutricell) acrescido de 5,0 Ul/mL de heparina sdédica (Liquemine®) e 50
mg/mL de Gentamicina (Gentocin®).

O material aspirado foi transferido para o filtro de colheita de embrides
(porosidade de 75um de didmetro- EmCom®) e lavado com a mesma solugdo utilizada na
aspiracdo. O sedimento restante no filtro foi observado em placas de Petri e efetuada a
busca e contagem dos odcitos e posterior classificagdo da qualidade.

Os oocitos foram classificados de acordo com sua morfologia (nimero de camadas
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de células do cumullus ¢ aspecto do citoplasma) em Grau I (6timo), Grau II (bom), Grau III
(regular), Grau IV (ruim), atrésico (péssimo) e degenerado (morto) em fun¢do da sua
morfologia e qualidade, segundo Leibfried e First (1979). Para efeito de analise estatistica
os odcitos foram agrupados em odcitos viaveis (grau I e II) e odcitos nao vidveis (graus 111
e IV, oocitos atrésicos e degenerados)

O liquido folicular aspirado foi centrifugado a 1200g por 10 minutos e congelado a
-15°C para posterior avaliagdo do estresse oxidativo através da determinagdo das
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS). As determinag¢des de TBARS tém
como fundamento a reacdo de duas moléculas de acido tiobarbitirico com uma molécula
de malondialdeido, produzindo um complexo de coloragdo rosea, que ¢ quantificado por
espectrofotdmetria em comprimento de onda de 532nm (namoémetros). Esta reagdo ocorre a
temperatura entre 90 ¢ 100°C e em pH 4cido. A metodologia utilizada foi descrita por
Ohkawa, et al. (1979).

Apo6s o descongelamento, em temperatura ambiente, aliquotas de 700 uL. do liquido
folicular e 1.400 pL solu¢do de acido tricloroacético a 10% (TCA 10%) foram
centrifugadas a 1800g por 15 minutos e a temperatura de 15°C, para que ocorresse a
precipitacdo de proteinas. Aliquotas de 1.800 puL do sobrenadante foram colocadas em
tubos de ensaio juntamente com 1.800 pL de acido tiobarbitirico a 1% (TBA, 1%),
dissolvido em hidroxido de sodio (NaOH) 0,05N, recém preparado. Os tubos contendo esta
mistura foram incubados em banho fervente a 100°C por 10 minutos e resfriados depois em
banho de gelo a 0°C. Os TBARs foram quantificados em espectrofotometro, ¢ o
comprimento de onda utilizado foi de 532nm.

Este foi um experimento inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram
analisados, com o auxilio do programa estatistico SAS (1999) e a andlise de covariancia foi
feita utilizando o ganho médio diario como covariavel (SNEDECOR et al., 1989), todos
com nivel de significincia de 10%. Como ndo houve efeito significativo o modelo foi
reparametrizado deslocando-se o grau de liberdade associado a esta fonte ao residuo.
Foram avaliados os efeitos de suplemento, coleta e as interagdes entre esses fatores. Os

dados foram expressos na forma de média, mais ou menos erro padrao da média.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O teor médio de PB (proteina bruta) das amostras de pastejo, obtidas via pastejo
simulado durante o periodo experimental foi de 8,15% na MS (Tabela 3). De acordo Van
Soest (1994), o crescimento dos microrganismos ruminais ¢ comprometido quando as
exigéncias de compostos nitrogenados deixam de ser atendidas em niveis dietéticos de PB
inferiores a 7%. Sendo assim, o valor médio de PB apresentado pela forragem durante todo
o experimento ndo foi fator limitante para o crescimento microbiano, e consequentemente

para a utilizacdo da fracdo potencialmente degradavel da fibra em detergente neutro.

TABELA 3. Composicdo bromatolégica da Brachiaria brizantha cv Marandu, com base na matéria
seca durante o periodo experimental.

Més MS*  MM*  PB*  FDA* FDN*  EE*  Zn* Cu*
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (mg/kg) (mg/kg)
Abril 33,0 6,0 8,6 36,0 69.0 1,0 21,0 8,0
Maio 34,0 6,2 8,4 36,5 70,0 1,1 20,0 6,0
Junho 35,7 6,4 7,9 37,2 71,3 14 15,0 5,0
Julho 37,0 6,7 7,7 37,9 72,0 1,6 15,0 5,0

*MS (matéria seca); MM (matéria mineral); PB (proteina bruta); FDA (fibra detergente acido); FDN
(fibra detergente neutro); EE (extrato etéreo); Zn (zinco); Cu (cobre)

Em abril, o teor de PB foi de 8,6% e em julho caiu para 7,7%. Na época das aguas
os animais selecionam dietas mais digestiveis do que na época da seca, principalmente por
terem preferéncia por folhas, que ¢ a parte menos fibrosa em relagdo a planta inteira e ao
caule. Os baixos teores de PB podem ser atribuidos a queda de produgdo de MS, ao mesmo
tempo em que os tecidos vdo se tornando de baixa qualidade, o que diminui o valor
nutritivo da forragem.

Foram observadas disponibilidades de MS de 7,26 t/ha; 6,80 t/ha; 6,42 t/ha e 5,55
t’/ha nos respectivos meses de abril, maio, junho e julho. Verificou-se diminui¢do das
desses componentes no decorrer do experimento, provavelmente em virtude das condigdes
climaticas ndo favoraveis. A disponibilidade média total de MS foi de 6,5 t/ha, ndo
limitando a seletividade dos animais, uma vez que a quantidade considerada por Euclides
et al. (1992) como satisfatoria para ndo suprimir a seletividade animal é de 4,26 t de

MS/ha.
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Foi observado que a medida que diminuiram os teores de PB, os teores de FDN,
FDA (Tabela 3) aumentaram e este fato pode ser atribuido ao processo de senescéncia da
forragem com aumento no teor de fibra e perda de seu valor nutritivo (VAN SOEST,
1994).

Os teores de zinco e cobre das amostras da graminea forrageira ao longo do estudo
apresentaram variagdo (Tabela 3), com valores mais elevados no periodo de abril quando
comparado a julho, possivelmente em decorréncia de maior producdo de folhas nesta
época. Oliveira (2006) trabalhando com touros jovens criados a pasto com o intuito de
comparar o efeito de duas fontes de zinco (quelatado e ndo quelatado) em diferentes
concentragdes (30 e 60 mg) avaliou o desempenho e caracteristicas seminais durante 12
meses, em clima tropical imido e encontrou resultados semelhantes ao do presente estudo
para em gramineas de Brachiaria Brizantha cv Marandu, com niveis de 17mg Zn/kg de
MS na época das aguas ¢ 13 mg Zn/kg de MS de forragem na época da seca. No presente
trabalho constatou-se valores préximos ao de Oliveira (2006) para época chuvosa e época
da seca (20 mg/kg e 15 mg/kg respectivamente).

Em relagdo aos valores obtidos para o ganho médio diario ndo houve efeito do
suplemento, todavia o ECC final (p=0,0592) e o ECC ganho (p=0,0178) obtiveram efeito
nos animais do GS (Tabela 4), sendo esta avaliacdo de fundamental importancia para a

vida reprodutiva do animal (OSORO; WRIGHT, 1992).

TABELA 4. Média e erro padrédo (p) do peso inicial e final; ganho de peso total, ganho de peso diario,
escore de condicdo corporal (ECC) inicial e final e ECC ganho avaliadas de vacas nelore
suplementadas com minerais quelatados (GS) e suplementadas com mineral convencional (GC).

Variavel GS GC p

Peso Inicial (Kg) 396,91 + 8,48 391,00 £6,80 0,5895
Peso Final (Kg) 449,36 £10,85 436,83 £8,04 0,3580
Ganho de Peso Total (Kg) 2,45+ 5,03 45,83 £3,08 0,2660
Ganho Médio Diario (Kg) 0,53+ 0,05 0,46 £0,03 0,2660
ECC inicial 4,45+ 0,16 4,58 £0,15 0,5581
ECC final 527+ 0,14 4,83+0,17 0,0592
ECC ganho 0,82+ 0,18 0,25+0,13 0,0178

A avaliagdo do ECC tem sido mais eficiente do que o peso corporal na correlagio
com a eficiéncia reprodutiva, pois o peso corporal ¢ influenciado pela raca, horario de
pesagem, tamanho do animal e estado fisiologico, enquanto que o escore corporal permite

comparar animais de diferentes tipos com reduzida margem de erro (Dias, 1991).
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Viana et al. (2009) relataram que o ECC/peso corporal estd relacionado ao estado
fisiologico dos animais. O desempenho reprodutivo de vacas de corte ¢ altamente
influenciado pelo peso e condi¢do corporal ao parto. A nutrigdo em periodo anterior ao
parto, que se reflete no ECC/peso ao parto, é o fator mais importante determinante do
intervalo parto e primeiro cio/ovulagdo (Osoro; Wright, 1992).

Kropp et al. (1993) verificaram que fémeas suplementadas com sal mineral
contendo microelementos quelatados, como Zn, Mn, Cu e Co, apresentaram melhoria no
cio e na taxa de concepcdo quando comparadas a outros animais que s6 receberam Zn, Mn,
Cu e Co de sal convencional. O’Donogue (1995) encontrou efeitos significativos em vacas
suplementadas com Cu e Zn quelatados na reprodugdo de vacas leiteiras, como, melhoria
no intervalo de partos e na primeira ovulagao pds-parto. Oliveira (2003) também constatou
que animais suplementados com quelatos de Zn, Mn, Co e Cu, apresentaram maiores taxas
de estro e concepcdo ao primeiro servigo, em relagdo aos animais que foram
suplementados com Zn, Mn, Co e Cu na forma convencional.

A interacdo coleta e suplemento para nimero de odcitos totais (OOCTOT, p=0,07)
e numero de odcitos vidveis (OOCVIAV, p=0,05) mostrou efeito e quando avaliadas
separadamentenao foi notado efeito (p>0,10) da suplementacdo com minerais quelatados
(zinco, cobre e selénio) para essas variaveis (Tabela 5).

Os valores obtidos na segunda coleta para a varidvel OOCTOT (Tabela 5) sdo
inferiores a primeira devido ao estresse sofrido pelos animais provavelmente por estarem
em época da seca e devido ao estresse nutricional do animal. Segundo Seneda et al., (2000)
animais submetidos a situagdes de estresse seriam doadores de o6citos menos competentes.
Estes resultados demonstram que a suplementa¢do com minerais quelatados se mantiveram
estaveis para as variaveis OOCTOT (19,58 +£ 2,36 ¢ 19,60 + 3,29) e OOCVIV (10,91 +
1,98) durante a primeira e segunda coleta em comparacdo com os animais do grupo
controle respectivamente (OOCTOT 27,2 +4,3e 17,6 +3,1 /OOCVIV 17,2+ 34¢8,1 +
1,7).
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TABELA 5. Média, erro padrao da média e nivel de significancia (p) do ndmero total de odcitos
aspirados (OOCTOT) e do numero de odcitos viaveis (OOCVIAV) aspirados em fungéo
da coleta em vacas Nelore criadas a pasto e suplementadas com minerais quelatados (GS)
e com minerais convencional (GC).

Coleta 1 Coleta 2
(59 dias de suplementacdo) (99 dias de suplementacdo)
Parametro GS GC p GS GC p

OOCTOT 19,5+23 27,25+4,36 0,1880 19,60+3,29 17,6+3,1 0,6405
OOCVIAV 109+ 1,9 17,6+3,1 0,1286 9,80+197 8,1+1,7 0,5448

Segundo Rubin (2004), vacas nelore produzem em média 25 odcitos por sessao de
aspiracao folicular, valores bem acima aos encontrados nesse estudo avaliando o nimero
total de odcitos de 24 animais analisados no presente trabalho.

Quando se avaliou o resultado obtido para o nimero de odcitos ndo vidveis
(OOCNVIA) nao foi observado efeito do suplemento (p=0,3773) durante as coletas, sendo,
0GS 9,18+ 0,99 ¢ 0 GC 9,73 £+ 1,16 (tabela 6).

O estresse oxidativo mensurado através do TBARS em liquido folicular apresentou
diferenca de (p<0,10). Esses resultados demonstram que animais do GC apresentam um
maior nivel de estresse oxidativo e provavelmente a suplementacdo com minerais
quelatados foi eficiente na produgdo/controle das ROS, no qual o selénio tem a fungdo de
inativar os radicais livres derivados do oxigénio em conseqiiéncia do metabolismo
(Ceballos et al., 1999). Esses radicais livres causam danos a membrana celular, reduzindo a
qualidade dos oo6citos (Grabek et al., 1991) e isso poderia explicar a menor acdo do
estresse oxidativo no liquido folicular dos animais que receberam mineral quelatado.

Tendo em conta que as ROS sdo continuamente geradas, ¢ crucial a neutralizagao
destas moléculas de modo que a funcionalidade celular seja preservada. O liquido folicular
reflete processos hormonais e metabolicos que ocorrem no microambiente que rodeia o
odcito antes da ovulacdo, podendo esse estresse levar a infertilidade do animal (Marques,

2009).
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TABELA 6. Média, erro padrdo da média e nivel de significancia (p) da concentracdo de TBARS
(substancia reativa ao acido tiobarbitdrico) no liquido folicular de vacas nelore criadas
a pasto e suplementadas com minerais quelatados (GS) e suplementadas com mineral
convencional (GC).

Parametro GS GC p
ng/mL ng/mL
TBARS 0,003094 +9,7251 x 10°¢ 0,003099 £1,1141 x 10° <0,10
CONCLUSAO

O fornecimento de minerais quelatados (zinco, cobre e selénio) via suplementos
proteinados para vacas Nelore influenciou positivamente o escore corporal e diminuiu o
nivel de estresse oxidativo mensurados no liquido folicular dos animais suplementados

durante o periodo de transi¢do aguas-seca.
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