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RESUMO

Objetivando verificar o efeito da suplementacdo alimentar com Selénio e Vitamina E
(Selevit E®) nos parametros testiculares e seminais de caprinos submetidos a estresse
térmico induzido por insulacio escrotal (IE), utilizou-se 12 animais com idade variando
entre 7 e 8 meses, os quais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (Gl=
Controle; G2= Selénio e Vitamina E - Selevit E), passando por um periodo de adaptacdo
de 60 dias, periodo no qual os animais foram submetidos a duas colheitas de s€émen e
pesados a cada sete dias para correcdo alimentar de dieta de mantenga e corre¢do da
suplementacdo para o G2. Antes de serem colocadas as bolsas para IE, realizou-se a
mensuracdo da circunferéncia escrotal dos animais de ambos os grupos. Animais de
ambos os grupos foram induzidos a IE durante 18 dias, periodo no qual foram
submetidos a duas colheitas de sémen, uma anterior a IE (0d), uma ao término da IE
(18d) e quatro no periodo PIE (7, 21, 35 e 42d). Ao término da IE, sortearam-se
aleatoriamente trés animais de cada grupo para orquiectomia bilateral, mantendo-se a
suplementag@o alimentar com Selénio e Vitamina E nos animais restantes do G2. A
dieta de mantenga foi fornecida para ambos os grupos por mais 42 dias, correspondendo
a fase de pos IE (PIE), no final do qual os animais restantes de G1 e G2 também foram
orquiectomizados para registro de paradmetros biométricos e volumétricos do
parénquima testicular, onde os testiculos direito e esquerdo, assim como o epididimo
direito e esquerdo, foram pesados e preparados para posterior andlise biométrica e
histométrica. As colheitas de s€men foram realizadas pelo método de eletroejaculagdo.
O grupo de animais que recebeu Selénio e Vitamina E teve média significativamente
maior de circunferéncia escrotal ao término da IE, enquanto que o grupo controle
apresentou-se mais suscetiveis aos efeitos degenerativos da IE. O tempo de IE teve
efeito significativo sobre as caracteristicas quanti-qualitativas do s€men nos animais de
ambos os grupos (Gl e G2), com redugdo dos parametros avaliados (MIP, vigor,
concentracdo espermdtica, integridade de DNA e de acrosoma), exceto o volume
seminal. Da mesma forma, observou-se lesdes compativeis com degeneragdo testicular
nos animais orquiectomizados de ambos os grupos. No entanto, constatou-se diferenga
significativa para os pardmetros biométricos e volumétricos do parénquima testicular
apenas para o parametro vaso sanguineo nesse mesmo periodo. Em contrapartida, a
concentracdo sérica de testosterona aumentou significativamente ao término da IE e
diferiu estatisticamente (P<0,05) entre os grupos. Durante o periodo PIE (42d PIE) ndo
foi observado efeito de tratamento nos pardmetros seminais, mas constatou-se efeito de
dias. No entanto, ao término do periodo PIE os parametros seminais apresentaram-se,
em média, com valores préximos aos valores antes
da IE. Os pardmetros biométricos e volumétricos do parénquima testicular, ao término
do periodo PIE, evidenciaram diferenga significativa para os pardmetros de tibulo
seminifero, epitélio seminifero, didmetro tubular e altura de epitélio. Pode-se observar
também variagdo significativa entre os grupos para a concentracdo sérica de
testosterona. Conclui-se que o suplemento com Selénio e Vitamina E ndo previniu ou
reverteu os efeitos provocados pela técnica de insulagdo escrotal. Entretanto, a
continuagdo desta suplementagdo, 42 dias ap6s término da IE, acelerou a recuperacio do
processo espermatogénico em caprinos.

Palavras-chave: Insulacdo escrotal, Selevit E, ParAmetros espermaticos, Parimetros
biométricos, histomorfometria, testiculos, caprino.



ABSTRACT

Aiming to evaluate the effect of diet supplementation with Selenium and Vitamin E
(Selevit E®) on the testis and seminal parameters of goats induced to scrotal insulation,
it were used 12 animals with age varying between seven and eight months, distributed
randomly in two groups (G1= Control; G2= Selenium and Vitamin E) and submitted to
adaptation period of 60 days. In this period the animals were submitted to two semen
harvests and weighted each seven days to supplement and diet correction on the G2
animals. Before putting the testis plastic bags to SI, it was measured scrotal
circumference of all animals. Animals of both groups were induced to SI during 18
days, period of which they were submitted to six semen harvests, one before SI (0d),
one at the finish of SI (18d) and four on the post-insulation period (PSI). At the end of
SI, it was chosen randomly three animals of each group to be submitted to bilateral
orchiectomy. The G2 animals have diet supplementation with Selenium and Vitamin E
during this period. The maintenance diet was offered to both groups during 42 days,
corresponding to post-scrotal insulation (PSI). At the end of this period, the animals of
G1 and G2 groups also were orchietomized to have biometric and volumetric testis
parameters, where left and right testis as well as left and right epididymis were weighted
and prepared to biometric and histometric analyses. The semen harvests were done by
eletroejaculation method. The Seleniun and Vitamin E group animals have significantly
high scrotal circumference at the end of SI, whereas the Selenium and Vitamin E group
had values significantly higher of scrotal circumference at the end of SI, whereas the
Control animals were more sensitive to degenerative effects of the SI on the same
period. The SI time had significant effect on the quanti-qualitative characteristics of the
semen on the animals of both groups (Gl and G2), with reduction of the evaluated
parameters (PM, vigor, sperm concentration, acrosoma and DNA integrity), except to
semen volume. At the same way it was observed damages like testis degeneration on
orchiectomized animals of both groups. However, there was significant difference on
the biometric and volumetric parameters of testis parenchyma only to blood vessel
volume at this period. In contrast, the serum testosterone concentration increased highly
at the end of SI and differed between groups (P<0.05). During the PSI period (36d PSI)
there was no treatment effect on the seminal parameters, but it was observed day effect.
However, at the end of PSI period the seminal parameters have values close to basal day
(0d). The biometric and volumetric parameters of testis parenchyma, at the end of PSI
period, have significant difference on the seminiferous tubules and seminiferous
epithelium, as well as on the tubular diameter and ephitelium height of goats induced to
scrotal insulation. It was observed also significant variation between groups to serum
testosterone concentration. It can be concluded that the supplementation with Selenium
and Vitamin E did not prevent drastic alterations caused by scrotal insulation technique.
However, the continuous supplementation, 36 days after the end of SI, accelerated the
spermatogenic recuperation process on goats.

Keywords: Scrotal insulation, Selevit E, sperm parameter, biometric parameter,
histomorphometry, testis, goat.
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1 INTRODUCAO

A competitividade em que o sistema agroindustrial da caprino-ovinocultura se
insere no agronegocio brasileiro, identificando conflitos e potencialidades, destaca a
importancia social e econdmica da exploracdo destas espécies. Embora até pouco tempo
atras esta atividade ndo fosse significativa em relag@o a pecudria nacional, hoje constitui
uma alternativa econdmica vidvel e sustentdvel para diversificar a producdo,
principalmente para pequenos e médios criadores. Os caprinos e ovinos possuem grande
capacidade de adaptacdo as condicdes ambientais (NOGUEIRA FILHO e
KASPRZYKOWSKI, 2006).

O Semi-Arido brasileiro possui duas estacdes do ano diferenciadas quanto a
ocorréncia de precipitacdes pluviométricas, sendo uma chuvosa (inverno) e uma seca
(verdo). A precipitacdo pluviométrica anual média € de 650 mm e a temperatura média
varia entre 22,2 e 36,6 °C, caracterizando um clima quente e semi-arido (ARA(JJO
FILHO, 1992).

A eficiéncia reprodutiva do rebanho é um dos pontos primordiais do sistema
produtivo, porém os problemas relacionados a menor capacidade de resisténcia,
adequacdo a diferentes manejos, como nutricional e reprodutivo, ainda ndo foram
completamente desvendados. No ambito da reprodugdo, considerando os indices
produtivos e reprodutivos, uma das hipéteses que poderia explicar a menor fertilidade
dos caprinos criados nas condi¢des adversas do semi-arido nordestino seria a ocorréncia
do estresse térmico nos testiculos.

O estresse oxidativo é definido como o acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que sdo capazes de danificar as estruturas de DNA, carboidratos,
lipidios, proteinas e componentes celulares. A fun¢do molecular das células é afetada
pelo processo de oxidac¢do que determina degeneragdo, alterando a atividade bioldgica
essencial para a funcdo celular. Os efeitos prejudiciais da oxidagdo devem ser evitados,
sendo primordial a compreensio do funcionamento das ROS envolvidas no processo de
homeostase celular, assim como a ocorréncia de fatores patoldgicos (SILVA, 2006).

As implicacdes da biologia das ROS s@o importantes para diversos aspectos da
vida moderna, desde a inddstria alimenticia, impedindo a oxidag¢do de alimentos, a dreas
de ciéncias médicas, tais como neurologia, cardiologia e, mais recentemente, a
reproducdo, tornando cada vez mais claro que o processo de oxidag@o celular estd

relacionado com o processo de infertilidade (SILVA, 2006).



Na espécie caprina, ndo se tem encontrado referéncias bibliograficas sobre o
efeito de temperaturas elevadas e suplementacdo alimentar com antioxidantes como
Selénio e Vitamina E, apesar do interesse comercial e cientifico nesta espécie. Assim,
estudos nesta drea podem incrementar a efici€ncia reprodutiva dos caprinos submetidos
as elevadas temperaturas do Nordeste brasileiro, principalmente de ragas exoticas
importadas de outros continentes.

O Selénio e a Vitamina E, dois elementos quimicamente diferentes, com
propriedades antioxidantes individuais, possuem a mesma fun¢@o no sistema bioldgico.
A Vitamina E impede a formacdo de hidroxiperéxidos e a subseqiiente peroxidacdo da
glutationa-peroxidase, a qual € selénio dependente (UNDERWOOD e SUTLLE, 1999).

E evidente que a deficiéncia de Selénio e Vitamina E, além da 6xido-reducio
que é um processo normal que acomete de forma diversificada os tecidos do organismo
animal, é tema de interesse da comunidade cientifica na elaboracdo de produtos que
sejam capazes de suprir as deficiéncias, bem como minimizar os efeitos adversos do
estresse oxidativo através da suplementacdo destes nutrientes na dieta de diversas
espécies. Com base na utilizacdo destes nutrientes na dieta de caprinos criados em
regides do semi-arido nordestino, onde o estresse térmico incide fortemente sobre os
testiculos e, conseqiientemente, sobre a espermatogénese, pesquisas sdo requeridas para
a melhor compreensio da resposta do animal aos efeitos adversos causados pela elevada
incidéncia de estresse térmico nos testiculos.

Objetivou-se com este trabalho estudar o efeito da suplementacdo alimentar
com Selénio e Vitamina E sobre a qualidade espermadtica e a histomorfometria do

parénquima testicular de caprinos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Efeito da temperatura nos testiculos

Em regides tropicais préximas a linha do Equador, onde ndo hd variacdo da
luminosidade didria, ndo ocorrem diferencas estacionais na produgdo espermadtica dos
machos de racas nativas (CHEMINEAU, 1986; HIBBERT et al., 1986). Nessas dreas,
as variagOes quanti-qualitativas do ejaculado de caprinos parecem estar condicionadas a
outros fatores mais importantes do que o fotoperiodo, tais como a temperatura ambiente
(NUNES et al., 1988; MACHADO et al., 2000). Pesquisas t¢ém demonstrado que
elevadas temperaturas ambientais podem interferir negativamente na qualidade
espermadtica de ruminantes, sendo a motilidade individual progressiva e o porcentual de
células morfologicamente anormais as caracteristicas seminais mais afetadas
(KRAEMER, 2000; MARTINS et al., 2003; CHEMINEAU, 2004; VALLE et al.,
2005).

O tempo necessdrio para a formacdo dos espermatozdides, a partir de
espermatogonias, é de 58 a 60 dias na espécie caprina (SANTOS e SIMPLICIO, 2000)
e o periodo de permanéncia destes espermatozdides no epididimo é de 13 a 15 dias
(SWIERSTRA, 1968). Estudo realizado com carneiros Santa Inés criados no Estado do
Ceard e submetidos a insulacdo escrotal, demonstrou que o tempo necessirio para o
aparecimento de padrdes normais de concentragdo espermatica foi de 79 dias, indicando
que o estresse térmico interferiu nos primeiros estagios da espermatogénese,
provavelmente nas fases de multiplicacdo das espermatogdnias e no inicio da meiose
(MOREIRA et al., 2001), corroborando com os relatos de Yin et al. (1997), ao
verificarem apoptose em espermdtides e espermatdcitos de ratos e camundongos
expostos a temperaturas elevadas.

Recentemente mostrou-se que, em resposta ao estresse térmico, a degeneraciao
das células germinativas ocorre através da morte celular programada (apoptose)
caracterizada pela fragmentacdo de DNA (TAPANAINEM et al., 1993; BILLING et al.,
1995: MIEUSSET et al., 1995). Neste processo, o Fator 1 da transcricdo do choque
térmico € ativado, induzindo apoptose de espermatdcitos, resultando em infertilidade de
ratos (NAKAI et al., 2000).

A degeneracdo do epitélio seminifero pode ocorrer rapidamente e, se o periodo

em que os testiculos sdo submetidos a temperatura elevada ndo for muito longo, a



recuperagdo completa pode ocorrer em um periodo curto de tempo, apresentando
melhoria 60 dias ap6s a remocdo do agente causal (McENTEE, 1990). Nos insultos
severos, em que a espermatogdnia A € atingida, pode ocorrer azoospermia (FONSECA
e CHOW, 1995). No entanto, a regeneragdo do epitélio germinativo € possivel e
dependera da sobrevivéncia das espermatogdnias e das células de Sertoli. Se ndo for
possivel a regeneracdo, pode-se instalar fibrose ou calcinose nos testiculos
(THOMSON, 1990; McENTEE, 1990). A fase regenerativa é marcada por recuperacio
da concentracdo, da motilidade, do vigor e do ndmero de espermatozoides
morfologicamente normais, que, apesar da desorganizacdo do epitélio germinativo
durante a fase de degeneragdo, demonstra grande capacidade de recuperacdo devido a
resisténcia das espermatogonias e das células de Sertoli (BARTH, 1993; FONSECA e
CHOW, 1995; GABALDI, 2000).

Medidas testiculares estdo associadas com producdo espermatica didria
(OSINOWO et al., 1992; SOUZA e COSTA, 1992), nimero de espermdtides por
células de Sertoli e 4rea dos tibulos seminiferos, além de apresentarem relagdo inversa
com a taxa de degeneracdo de células germinativas em touros (BERNDTSON et al.,
1987; PALASZ et al., 1994; MOURA e ERICKSON, 1997). Assim, a diminuicido da
consisténcia do parénquima testicular estd associada a reducdo na producdo de
espermatozdides (COULTER e FOOTE, 1979) e ao aumento do numero de
espermatocitos e espermatides degeneradas em todos os estidgios do ciclo do epitélio
seminifero em touros (MULLER et al., 1992).

Diversos tipos de estresse metabdlico, como exposi¢do ao calor, a metais
pesados, a ingestdo de dietas acrescidas de ion6foros, a andlogos de aminodcidos e a
venenos que afetam a producdo de ATP, determinam alteracdes na expressdo de genes

que resultam em actimulo de proteinas de choque térmico (HSP).

2.2 As proteinas de choque térmico (HSPs)

As HSPs formam um grupo diversificado de proteinas encontradas em
bactérias, plantas e animais (SHARP et al., 1999), classificadas em seis familias de
acordo com seu peso molecular: HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e pequenas
HSPs, dentre estas a HSP27 (JOLLY e MORIMOTO, 2000). Estas proteinas podem ser
constitutivas ou induziveis, sendo encontradas nos mais diferentes compartimentos da

célula. As proteinas HSP90 e HSP60 sdo constitutivas, enquanto que a HSP70 e a



HSP27, além de serem constitutivas, também sdo induziveis por estresses como calor,
estresse oxidativo, isquemia, etc. (SHARP et al., 1999; GARRIDO et al., 2001;
VALENTIM et al., 2001; 2003).

As principais fungdes das HSPs sdo transportar proteinas para o interior da
célula; guiar a conformacdo de proteinas do citosol, do reticulo endoplasmatico e da
mitocondria; degradar as proteinas instdveis; dissociar complexos protéicos; prevenir a
agregacdo de proteinas; controlar a atividade de proteinas reguladoras e remodelar
proteinas com conformacgio alterada (SAMALI e ORRENIUS, 1998; GARRIDO et al.,
2001).

A HSP27, pequena proteina de choque térmico, protege vdrios tipos celulares
contra o estresse (KATO et al., 1995; 2001) e sua atividade pode ser regulada através do
aumento de sua expressdo em condicdes estressantes e da fosforilagio (MEHLEN et al.,
1996; MEHLEN et al., 1997; BRUEY et al., 2000a). A HSP70, assim como a HSP27,
também possui ag¢do antiapoptdtica em situacdes de estresse celular (GARRIDO et al.,
2001). A HSP105, proteina do choque térmico, especifica das células germinativas
(ITOH e TASHIMA, 1990; 1991), ¢é transportada do citoplasma para o nicleo da célula
apos dois dias de transferéncia do testiculo da bolsa escrotal para a cavidade abdominal
de ratos. Esta proteina liga-se a p53 em células cultivadas dos testiculos sob temperatura
semelhante aquela da bolsa escrotal (32,5 °C), fato que ndo ocorre quando submetidos a
37 ou 42 °C (KUMAGALI et al., 2002). Outras proteinas do choque térmico (HSP 27 e
90) encontradas nas células de Sertoli, em espermatogdnias, em espermatdcitos e em
espermdtides, também apresentaram concentragdes elevadas e moveram-se do
citoplasma ao ndcleo em células isoladas dos testiculos de ratos submetidos a

temperatura de 37 a 42 °C (BIGGIOGERA et al., 1996).

2.3 Testosterona

Redugdo das secrecdes hormonais apresenta efeito negativo na produgdo e na
maturacdo de células germinativas normais (HUTSON et al., 1997). Alguns estudos
indicam que a diminui¢do da concentragcdo de testosterona causa apoptose nas células
germinativas testiculares, especialmente nas células hapléides (TROIANO et al., 1994),
tornando a esteroidogénese desordenada durante alguns meses (GENDREL et al.,
1980). A exposicdo do animal a elevadas temperaturas por periodo prolongado causa

reducdo nas concentragdes plasmdticas de testosterona, ocorrendo aumento desta



concentracdo apds um periodo curto de adaptagdo (SETCHELL, 1998; GABALDI,
2000).

As células intersticiais ou de Leydig, localizadas fora dos tdbulos seminiferos,
estdo sob o controle de LH e secretam andrégenos, dos quais o mais importante € a
testosterona. As células de Sertoli sdo o componente ndo germinativo dos tibulos
seminiferos, localizadas entre a membrana basal e o limen, e envolvem as células
germinativas em intimeros grupos. Dentre as funcdes da célula de Sertoli esta a secrecéo
de mais de 100 proteinas, como a proteina transportadora de andrégenos (ABP), que
tem como funcdo principal o transporte extracelular de testosterona até o local da
espermatogénese. No entanto, o controle da espermatogénese é realizado tanto pelo
FSH quanto pela testosterona (DE KRETSER et al., 1988; WINTER, 1990;
DADOUNE et al., 1993).

As células de Leydig e de Sertoli parecem ser mais resistentes ao calor,
enquanto as células germinativas sdo as mais termo-sensiveis do testiculo. Todos os
estdgios da espermatogénese sdo susceptiveis ao calor, com o grau de lesdo dependendo
da extensdo e da duracdo do insulto térmico. A regeneracdo da fungdo espermdtica, apds
o dano causado pelo calor, depende da divisdo continua da espermatogbnia AOQ,
originada de um reservatorio altamente resistente de stem cells, e do intervalo de tempo
do término da injaria a restauracdo de espermatozdides normais no ejaculado,
correspondente ao periodo de inicio da diferenciacio na espermatogénese até a

ejaculacdo (WAITES et al., 1990; SETCHELL, 1998).

2.4 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

As ROS possuem um elétron ndo pareado e se comportam como moléculas
altamente reativas (HICKS, 2001), podendo causar danos por reagdes com as diversas
biomoléculas, subtraindo elétrons para conseguir sua estabilidade. Os substratos
moleculares mais freqiientemente utilizados sdo os 4cidos graxos poliinsaturados das
membranas celulares, nucleotideos do DNA, além de proteinas e carboidratos (VILAR-
ROJAS et al., 1996; BECKMAN e AMES, 1998).

Dentre as principais ROS destacam-se o anion superéxido (Oz), o radical
hidroxila (-OH) e o peréxido de hidrogénio (H,0,). Este dltimo é a ROS mais envolvida
em danos de espermatozdides eqiiino (BAUMBER et al., 2000) e, em virtude de nao

possuir elétrons livres, ndo € considerada um radical livre. No entanto, € uma molécula



bastante reativa e pode ser precursora de radicais -OH na presenca de metais de
transicdo (HICKS e MEDINA-NAVARRO, 1995; HICKS, 2001). A reagdo inicial de
oxidacdo de 4cidos graxos poliinsaturados é denominada de peroxidagdo lipidica e é
produzida pelas ROS através de uma reacdo em cadeia (MEDINA-NAVARRO et al.,
1997; WANG et al., 2001).

As ROS podem se formar a partir de moléculas estdveis mediante ruptura
homolitica e reacdes de transferéncia de elétrons. Estas reacdes ocorrem por absorcdo
de energia ionizante, como radia¢des ionizantes, ultravioleta e térmica; reacio redox de
transferéncia ndo enzimatica de elétrons no caso de reacdes catalisadas por metais de
transicdo; e reagdes catalisadas por enzimas, como a superéxido dismutase que catalisa
a formacao de H,O, (HICKS, 2001).

Fisiologicamente, as ROS sdo formadas durante a respiragdo mitocondrial e as
anomalias na mitocOndria podem contribuir para a sua producdo excessiva (AL-
ABDULLA e LEE, 1998; THANNICKAL e FANBURG, 2000; YVES, 2000).

Embora as ROS representem um dos mecanismos de defesa do organismo
durante uma infec¢do, causando a lise bacteriana, tem-se demonstrado que o excesso na
sua producdo causa danos aos organismos vivos devido ao estresse oxidativo (HICKS,
2001). Este tipo de estresse tem sido definido como um desequilibrio entre os agentes
oxidantes e os mecanismos antioxidantes dos organismos, que envolvem sistemas
enziméticos e moléculas organicas diversas, onde se incluem algumas vitaminas, como
a vitamina E e a vitamina C (HERNANDEZ—ALVARADO et al., 1995; FREI, 1999).

Na fisiologia espermdtica normal, as ROS cumprem uma funcido importante,
porém o desequilibrio entre a producdo e a degradacdo causa efeitos adversos sobre o
espermatozéide (BALL et al., 2001 a). Assim, acredita-se que a producido de ROS pode
ser benéfica ou prejudicial para a fungdo espermadtica. Sendo considerada benéfica pelo
fato de que a peroxidacdo leve promove a capacitacdo e a ativagdo espermdtica, atuando
como interruptor na tirosinaquinase e determinando hipermotilidade induzida pelo anion
O,, e aumento na afinidade pela zona pelicida. No entanto, o estresse oxidativo
causado pelo aumento excessivo da producdo de ROS € prejudicial quando a
peroxidacdo resulta em dano espermético (GADELLA et al., 2001).

A interacdo do radical -OH com o material genético modifica o DNA, podendo
determinar mutagdo e depreciacdo da molécula. Os radicais livres t€m sido associados a
diversos processos, como a indug@o de apoptose neuronal por dano oxidativo in vitro e

in vivo (AL-ABDULLA e LEE, 1998).



Danos dos fosfolipidios da membrana e do DNA em espermatozéides humanos
sao causados pelas ROS e estdo envolvidos com a infertilidade masculina. A produgdo
de ROS e o dano de DNA sdo maiores em espermatozdides imaturos, havendo retencéo
de citoplasma e anormalidades morfoldgicas da cabega espermética (OLLERO et al.,
2001). A peroxidacdo lipidica determinada pela ROS provoca reducido da motilidade, da
integridade acrossomal e do potencial de membrana mitocondrial, resultando em perda
da viabilidade espermética (BAUMBER et al., 2000).

O estresse oxidativo causado pelo H,O, reduz o funcionamento mitocondrial e
determina morte celular programada (LIU et al., 2000). Todavia, a interrup¢do da cadeia
mitocondrial de transporte de elétrons predispde a formacdo de ROS (HICKS, 2001).
Em espermatozéides humanos, o HO, determina elevada fragmentacdo do DNA, além
de reduzir sua motilidade e sua capacidade de fusdo com os ovocitos (AITKEN et al.,
1998). A peroxidacdo lipidica é um exemplo de dano oxidativo em membranas
celulares, lipoproteinas e outras estruturas que contém lipidios. Esta peroxidagao ocorre
em diversos processos degenerativos (GIROTTI, 1998).

A dindmica da membrana plasmadtica dos espermatozéides tem papel importante
nos processos de maturagio, capacitacio e fecundacio (WOLFE et al., 1998; MULLER
et al., 1999). No entanto, uma das principais causas de deteriorizacdo espermadtica é o
estresse oxidativo que causa peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica, modificando
sua fluidez e permeabilidade, o que pode conduzir a célula a um processo de morte
celular (BATELLIER et al., 2001).

Os espermatozdides submetidos a rdpida congelacio ou aqueles
morfologicamente anormais produzem uma quantidade maior de ROS do que os
espermatozéides morfologicamente normais (BALL et al., 2001a). A presenca de
leucécitos no ejaculado também € uma fonte importante de producdo de ROS no sémen
humano, que, em grandes quantidades, podem provocar diminui¢do da capacidade
fecundante. Em eqiiinos, tem-se comprovado que a incubagdo de sémen com 5x10°
neutréfilos/mL aumenta a geracdo de H,O, e reduz a motilidade espermédtica in vitro

(BAUMBER et al., 2002b).

2.5 Antioxidantes

Antioxidantes s@o substancias que apresentam funcdo bioldgica e reduzem ou

previnem a oxidagcdo do substrato, resultando em um agente redutor mais potente



(HICKS, 2001). Assim, visando minimizar a peroxidacdo lipidica, tem-se estudado o
efeito da adicdo de diversos tipos de antioxidantes aos diluentes espermdticos. Em
carneiro, tem-se analisado os sistemas enzimdticos (superdxido dismutase, catalase e
citocromo C liquido) com o objetivo de melhorar a motilidade e a integridade
acrossomol do espermatozéide (MAXWELL e STOJANOV, 1996).

Os espermatozdides encontrados no epididimo sao protegidos da agdo das ROS
que podem prejudicar o complexo processo de maturacio (HINTON et al., 1995;
TRAMER et al.,, 1998). De acordo com Tramer et al. (1998), esta protecdo ¢é
determinada principalmente pela presenca de cinco enzimas: glutationa peroxidase
(GPx), fosfolipidio hidroperéxido glutationa peroxidase (PHGPx), glutationa redutase
(GR), superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Enquanto as enzimas
intracelulares SOD, CAT e GR inibem o dano oxidativo (BOREK, 2001).

No sémen humano, as concentracdes de catalase e de superdxido dismutase t€ém
sido avaliadas, uma vez que a astenospermia estd relacionada a diminuicdo da
concentracdo de antioxidantes no ejaculado (SICILIANO et al., 2001). Em ejaculado
humano, as mitocondrias dos espermatozéides contém grandes quantidades de PHGPx,
uma das principais enzimas que previne a peroxidacdo causada pelo H,O,. A
diminuicdo das concentracdes desta enzima nos espermatozéides do homem estd
associada com infertilidade (IMAI et al., 2001).

O sistema end6geno de defesa antioxidante reduz a toxicidade molecular de O, e
das espécies reativas de nitrogénio (RNS). Entre as moléculas antioxidantes se tem
mencionado repetidamente a melatonina, que € um eficiente inibidor de ROS, embora,
sob certas circunstincias, também apresente acdo pré-oxidante (GUZMAN-

GRENFELL et al., 1999). A melatonina inativa radicais altamente reativos, como € o
1
caso do radical-OH, °2 (oxigénio singlet), HO,, NO, e o anion peroxinitrito. Além de

estimular diversas enzimas antioxidantes (EL-SOKKARY et al., 1999; REITER, 2000).

O sistema de defesa antioxidante exdgeno derivado dos componentes da dieta
compreende as vitaminas E e C, o B-caroteno (TRIBBLE, 1999), o retinol e os
carotendides, que sdo poderosos antioxidantes (SCHUNEMAN et al., 2001). A vitamina
C e, especialmente, a vitamina E diminuem o grau de peroxidacao lipidica. Nos ultimos
dez anos, a funcdo celular antioxidante do vitamina E tem sido amplamente investigada
(AZZI et al., 2000).

Os compostos como os carotendides e a vitamina E sdo antioxidantes lipofilicos



da dieta que protegem as lipoproteinas plasmdticas contra a oxidagdo (DUGAS et al.,
1998; TRIBBLE, 1999; SCHUNEMANN et al., 2001). Os carotendides possuem
propriedades benéficas, uma vez que parecem prevenir enfermidades cardiovasculares e
o cancer. No entanto, existem poucos dados dos efeitos antioxidantes em humanos que
consomem vegetais ricos em carotendides (BUB et al., 2000). A modificacdo oxidativa
do DNA, das proteinas e dos lipidios causadas por ROS participa dos mecanismos de
envelhecimento e das enfermidades cronico-degenerativas (BOREK, 2001). Estudos
epidemioldgicos indicam que as frutas e os vegetais sdo promotores da satide e
protegem contra enfermidades, devido ao seu efeito antioxidante (EASTWOOD, 1999).

A vitamina E possui impacto na prevenc¢do de enfermidades cronicas e acredita-
se que este efeito esteja associado a reducdo do estresse oxidativo (UPRETI et al., 1997,
BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999; UPSTON et al., 1999; CARR et al., 2000a). A
vitamina E pode atuar como um antioxidante ou pré-oxidante, ja que inibe ou facilita a
peroxidacdo lipidica das lipoproteinas de baixa densidade. A atividade pré-oxidante da
vitamina E € prevenida pelo ascorbato, porque a vitamina E s6 pode ser efetiva em
combinac¢do com a vitamina C (CARR et al., 2000b). A combinac¢ao da vitamina E, um
antioxidante lipofilico, com a vitamina C ou selénio, s@o capazes de atenuar as agdes
deletérias dos peréxidos (SCHWENKE e BEHR, 1998).

Em pacientes inférteis, os antioxidantes reduzem os danos ao DNA (KODMA et
al., 1997). A vitamina E inibe significativamente o efeito negativo do aquecimento dos
testiculos durante 21 dias, enquanto a adicdo de vitamina C ndo determinou alteracdo
significativa. Em ratos submetidos ao criptorquidismo unilateral, a adi¢cdo de vitamina E

foi ineficiente em prevenir a reducio do peso dos testiculos (CUI et al., 2006).

2.5.1 Selénio e Vitamina E

Durante muitos anos o Selénio foi mais considerado pelo ponto de vista de sua
toxicidade para os animais. Todavia, hoje este elemento € considerado muito mais
importante sob o aspecto de sua essencialidade, sendo necessario para o crescimento e a
fertilidade dos animais e para a prevengdo de varias condi¢cdes morbidas caracteristicas,
algumas das quais respondem também, de certo modo, a terapia com vitamina E, como
necrose hepdtica dos ratos e suina, didtese exsudativa e fibrose pancredtica das aves,

hepatose dietética e microangiopatia dos suinos, e distrofia muscular (doenca do

musculo branco) em cordeiros, bezerros, potros e outras espécies animais. Todos estes



disturbios patoldgicos sdo acompanhados de alteragdes bioquimicas no sangue € nos
tecidos, particularmente nas concentracdes subnormais de selénio e GPx, enzima de
cuja molécula o selénio € parte integrante (ROSA, 1993 ).

Segundo Noguchi et al. (1973), a vitamina E atua como antioxidante
lipossolivel na membrana celular, enquanto o Selénio age como componente da enzima
GPx, que atua reduzindo os peréxidos formados.

Dentre as alteracdes produzidas pela deficiéncia dietética de selénio, incluem-se
aquelas que afetam a reprodugdo. Em todas as espécies animais, a deficiéncia do Se
ocasiona algum tipo de desordem reprodutiva em machos e fémeas (ROSA, 1993).

Em ovinos com deficiéncia em Se verifica-se elevada mortalidade embriondria
entre a 3* e a 4* semana apds a concepcao, correspondendo ao tempo de implantagcdo do
embrido, e considerada como causa de infertilidade em regides da Nova Zelandia
(HARTLEY, 1963).

No Brasil, ndo existem muitos trabalhos sobre a deficiéncia de Se nas
pastagens, mas hd indicacdes de que este pode ser um problema importante para
bovinos sob pastejo em regides de solos mais pobres. Lucci et al. (1984b) realizaram
um levantamento dos niveis de selénio em pastagens e alimentos concentrados de varias
regides do Estado de Sdo Paulo nos periodos de seca e chuva. Na maioria das amostras
de pasto analisadas, o teor de Se estavam em concentracdes baixas ou muito baixas,
sendo os valores consistentemente mais elevados no periodo das chuvas. Lucci et al.
(1984a) mostraram niveis reduzidos de selénio em 78% das 1.973 vacas avaliadas, com
elevada correlagdo entre a baixa concentracdo de Se no sangue dos animais e na
pastagem.

Outros trabalhos brasileiros reportaram efeitos positivos da administracdo de
selénio, associado ou ndo a vitamina E, na redugdo de placentas retidas e outras
patologias ligadas a fertilidade dos rebanhos (ZANETTI et al., 1985; SANTIAGO,
1986a; 1986b).

A funcdo do Se é mediada através de proteinas que contém o Se como um
residuo da selenocisteina (ZACHARA, 1992). Diversas selenoproteinas sdo conhecidas,
como a selenoproteina P e a glutathiona peroxidase do hidroperoxido de fosfolipidio
(PHGPx). Nivel elevado da expressdo da selenoproteina P foi observado nos testiculos
(BURK et al., 1994), enquanto a PHGPx foi encontrada em quantidades elevadas nas
células espermatogénicas dos testiculos de ratos. Uma quantidade consideravel de Se foi

localizada na pega intermedidria do espermatozéide (BROWN et al., 1973).



A secrecdo de testosterona estimulada por LHRH foi mais baixa em ratos com
deficiéncia em Se (BEHNE et al., 1987). Assim, o Se parece estar associado a
espermatogénese. A Selenoproteina P € encontrada no plasma e acredita-se ser uma
proteina-chave, uma vez que mais de 60% do Se do plasma de rato, segundo Read et al.,
1990, foi encontrado incluido nesta proteina. Em ratos, a proteina foi purificada pela
cromatografia de imunoafinidade (YANG et al., 1987). A selenoproteina P parece servir
de agente extracelular de defesa oxidante, como € o caso da GPx que contém também
uma selenocisteina no local ativo (ROTRUCK, 1981; BURK et al., 1995).

Para ruminantes, o selénio é encontrado em diversos alimentos, como forragens,
cereais e leguminosas. Seu teor varia amplamente dependendo da espécie de forragem,
parte das plantas e periodo do ano, além do status do selénio do solo (UNDERWOOQOD e
SUTTLE, 1999).

A forma dominante de selénio nos alimentos € a selenoproteina, juntamente com
outras de menor propor¢ao, como a selenocisteina e selenito. Os ruminantes absorvem o
selénio menos eficientemente e mais variavelmente do que os monogdstricos. A
ingestdo de selénio afeta dramaticamente a atividade das glutationas em diferentes
componentes corpdreos e também na distribuicdo destas enzimas pelo corpo. Neste
contexto, a atividade da glutationa eritrocitdria aumenta em razdo logaritmica em
relacdo a ingestdo deste nutriente pelos animais (UNDERWOOQOD e SUTTLE, 1999).

O requerimento minimo de selénio para uma determinada espécie varia de
acordo com a forma quimica do selénio ingerido ou com a composicdo da dieta, mas
particularmente se esta estd associada a vitamina E (GRACE et al.,, 1994). Os
requerimentos de selénio para pequenos ruminantes varia de 0,1 a 0,3 mg/Kg/MS
(McDOWELL, 1999; UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). No entanto, de acordo com o
NRC (1983), os requerimentos de selénio variam entre 0,05 a 0,3 mg/Kg/MS,
dependendo da forma quimica do elemento, da condi¢do prévia do selénio no organismo
animal e da presenca na dieta de fatores que interferem ou favorecem a atuacdo do
selénio, tais como a vitamina E, enxofre, lipidios, proteinas, aminodcidos e outros
nutrientes. Existe uma interrelacio nutricional complexa entre o selénio e a vitamina E,
uma vez que um pode alterar ou reduzir o requerimento do outro, sem, contudo, ser
capaz de substitui-lo completamente (McDOWELL, 1999).

Entretanto, quando ingerido em excesso, o selénio pode desencadear a seleniose
resultante da ingestdo de forrageiras com teores de selénio superiores a 3 mg/Kg/MS da

dieta dos rumiantes (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999).



3 EXPERIMENTOS
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Resumo

Objetivando-se avaliar o efeito da suplementaciio com Selénio e Vitamina E na dieta de
caprinos submetidos a insulagdo escrotal sobre os pardmetros seminais, foram utilizados
12 animais com idade variando entre 7 e 8 meses, os quais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos (Gl= sem suplementacdo; G2 = suplementado com
Selénio e Vitamina E). A suplementacio foi feita por periodo de dois meses anterior a
inducdo da insulagdo escrotal (IE). Ao término do periodo de adaptagdo, iniciou-se a IE
com colocacdo de bolsas plésticas nos testiculos, que teve duracdo de 18 dias. Apds o
término da IE, foi mantida a suplementagdo alimentar com Selénio e Vitamina E para os
animais do G2 por mais 42 dias, correspondendo a fase de pds-insulacdo (PIE). Foram
efetuadas colheitas de sémen em seis tempos: antes da IE, apés 18 dias de IE e mais
quatro colheitas com intervalo de seis dias (PIE), pelo método de eletroejaculacdo, para
andlise de concentracdo, motilidade individual progressiva (MIP), vigor e morfologia
espermadtica, assim como integridade de acrossoma e de DNA. Néo foi observado efeito
da suplementacdo dietética com selénio e vitamina E sobre as caracteristicas quanti-
qualitativas do s€émen, porém efeito significativo foi observado em relagdo aos dias de
colheita para ambos os grupos, com reducdo do MIP, vigor, concentracio espermatica,
integridade do acrossoma e de DNA, exceto o volume seminal. Decorridos 42 dias da
IE, observou-se normalidade de MIP, vigor espermadtico, integridade de acrossoma e de
DNA. A temperatura elevada nos testiculos de reprodutores caprinos submetidos a
insulacdo escrotal altera fortemente os parametros seminais; a suplementacdo na dieta
de caprinos com Selénio e Vitamina E, na concentragdo de 0,1mg/kg P.V., nao ¢
suficiente para minimizar os efeitos deletérios da insulacdo induzida.

Palavras-Chave: Parimetros espermaticos, antioxidantes, dieta, caprino.

Abstract

Aiming to evaluate the effect of diet supplementation with Selenium and Vitamin E on
the seminal parameters of the goats induced to scrotal insulation, there were used 12
animals with age varying between 7 and 8 months, which were distributed randomly in
two groups (Gl= Control; G2= Selenium and vitamin E). The supplementation was
done during two month period before induction of scrotal insulation (SI). At the end of



adaptation period, it was began the SI with plastic bags on the testis during 18 days.
After the end of SI, the supplementation with Selenium and vitamin E was maintained
on the G2 animals more 42 days, corresponding to post-insulation phase. It was did
semen harvests on six times: before SI, after 18 days of SI and 4 harvests with intervals
of 6 days by eletroejaculation method to evaluate sperm concentration, progressive
motility (PM), vigor and sperm morphology, as well as acrosoma and DNA integrity.
There was no effect of the diet supplementation with Selenium and Vitamin E on the
quanti-qualitative characteristics of the semen, however significant effect was observed
on the harvest days to both groups G1 and G2, with reduction of PM, vigor, sperm
concentration, acrosoma and DNA integrity, except to semen volume. After 42 days of
SI, it was observed normal values to PM and sperm vigor, besides acrosoma and DNA
integrity. The high temperature on the testis of goats submitted to SI alters highly the
seminal parameters, and the diet supplementation of goats with Selenium and Vitamin
E, on the concentration of 0.1mg/kg P.V., was no sufficient to minimize the deleterious
effects of induced insulation.

Keywords: Sperm parameters, antioxidants, diet, goats.

1 Introducao

No Brasil, novas tecnologias tém sido utilizadas visando incrementar o
nascimento de cabritos, como inseminagao artificial, transferéncia de embrides, estacdo
de monta programada, assim como importacdo de animais e embrides, resultando em
sérias preocupacdes de ordem sanitdria e genética. No caso de importagdo de animais, o
problema se agrava em virtude das diferentes condicdes climdticas encontradas por
estes animais na regido nordeste, podendo comprometer o processo reprodutivo de
machos e fémeas e resultando em baixos indices reprodutivos e produtivos.

As variacdes estacionais provocam mudancas na atividade sexual dos machos e
na producdo quanti-qualitativa do sémen através da interacdo de fatores como
disponibilidade de alimentos, temperatura, fotoperiodo e atividade hipofisaria
(JENNINGS, 1976). Desta forma, a temperatura ¢é freqiientemente um fator
preocupante, uma vez que a intensidade do estresse térmico pode provocar falha nos
mecanismos de termorregulagdo testicular, favorecendo a degenera¢do do epitélio
seminifero e, conseqiientemente, a espermatogénese (SANTOS et al, 1998),
produzindo elevagdo na porcentagem de espermatozédides anormais, reduzindo a
motilidade e a concentracdo espermadtica, assim como o volume seminal (HULET e
SHELTON, 1982).

Diversos fatores de estresse (exposi¢do a calor, metais pesados, ingestdo

excessiva de iondforos, andlogos de aminodcidos e venenos) determinam alteracdes



similares na expressdo de genes, levando ao acimulo de proteinas de choque térmico
(HSP). Além disso, a funcdo das células é afetada pelo processo de oxidagdo que
determina degeneracdo causada por espécies reativas de oxigénio (ROS), alterando a
atividade bioldgica dos lipidios e das proteinas essenciais para a fungdo celular. Tais
efeitos prejudiciais da oxidacdo devem ser evitados, sendo essencial a compreensido do
funcionamento das ROS envolvidas no processo de homeostase celular, assim como a
ocorréncia de fatores patologicos (SILVA, 2006). Nos testiculos, estresse oxidativo tem
sido observado em pacientes portadores de criptorquidismo (PELTOLA et al., 1995) ou
varicocele (PASQUALOTTO et al, 2000), condi¢gdes que provocam aumento da
temperatura testicular inibindo os sistemas de defesa antioxidantes, reduzindo a
concentracdo e a porcentagem de espermatozdides méveis no s€men humano resultante
da peroxidac@o lipidica da membrana celular (AZIZ et al., 2004).

A produgdo equilibrada de ROS e de enzimas antioxidantes estd correlacionada
com as funcdes fisiolégicas (AITKEN, 1994; AITKEN e BAKEN, 2004). Todavia, a
producdo excessiva de ROS provoca reducdo da motilidade e da viabilidade dos
espermatozodides, aumentando os defeitos dos espermatozéides e iniciando uma reagéo
em cadeia de oxidagdo de proteinas, lipidios e DNA (AITKEN e BAKEN, 2004;
SIKKA, 2004).

Na espécie caprina, ndo existe relatos associando o efeito de temperaturas
elevadas a adicdo de antioxidantes na dieta, como Selénio e Vitamina E, sobre a
eficiéncia reprodutiva dos reprodutores criados na regido Nordeste. Assim, objetivou-se
com este estudo avaliar o efeito da suplementagdo alimentar com Selénio e Vitamina E

nos parametros seminais de caprinos submetidos a insulagdo escrotal (IE).

2 Material e Métodos

2.1 Animais

Foram selecionados, apds exame androldgico, 12 machos da espécie caprina,
sem raga definida (SRD), adultos, com idade variando entre 7 e 8 meses. Administrou-
se anti-helmintico (Desofenol — IBASA 20%) para o controle de parasitos internos. Em
seguida, os animais foram distribuidos por amostragem probabilistica em dois grupos
(G1= Controle; e G2= Selénio e Vitamina E) constituidos de seis animais cada. Todos

os animais foram mantidos em regime de confinamento, sendo alimentados com feno



Tifton e suplementados com ragdo balanceada (farelo de milho e farelo de soja), além
de ser fornecida 4gua e sal mineral a vontade, no cocho. Durante o periodo de adaptacao
de 60 dias, todos os animais foram submetidos a pesagem semanal, objetivando-se
manter a linearidade entre ganho de peso e dose recebida de Selénio e Vitamina E aos
animais do G2. A quantidade ofertada de Selénio foi de 0,Img/kg/PV, enquanto a
Vitamina E foi de 0,3 UI/Kg/PV (Selevit E®, INTEGRAL Agroindustrial LTDA). Os
animais do G2 iniciaram a dieta com Selénio e Vitamina E dois meses antes da
insulacdo escrotal (IE) e continuadamente até o término do experimento. Os animais do

G1 receberam apenas a dieta sem a referida suplementacao.

2.2 Insulagido escrotal

Ap6s o periodo de adaptacdo (60 dias), todos os 12 animais foram submetidos a
IE, com a colocagdo de bolsa plastica de polietileno de dupla parede, separadas por uma
camada de algodio, de espessura aproximada de 5 mm, conforme modelo utilizado por
Florentino et al. (2003). A fase de IE teve duracdo de 18 dias. No 18° dia, término da
fase de IE, trés animais de cada grupo também foram distribuidos por amostragem
probabilistica e submetidos a orquiectomia bilateral. Os trés animais restantes de cada
grupo tiveram continuidade na oferta das dietas por mais 42 dias, correspondendo ao

periodo pés-insulagdo escrotal (PIE). O periodo experimental foi de 120 dias.

2.3 Colheita e analise de s€men

Durante o periodo experimental, foram efetivadas seis colheitas de s€émen, sendo
uma anterior a IE (0d), uma ao término da IE (18d) e quatro no periodo PIE (7, 21,35 e
42d). As amostras de sémen foram obtidas pelo método de eletroejaculacdo no periodo
matinal e antes do recebimento das dietas. Em todos os caprinos, o s€men foi colhido
com, no maximo, trés estimulos elétricos.

As amostras de sémen foram acondicionadas em copos coletores devidamente
identificados. Em seguida, o material foi encaminhado ao laboratério para andlise. As
variaveis consideradas foram: volume, concentracdo, motilidade individual progressiva,
vigor e morfologia espermadtica, volume seminal, além de integridade de acrossoma e do

DNA.



- Volume seminal

Medido em tubo coletor graduado em mL.

- Concentracdo espermadtica

Foi avaliada em Camara de Neubauer (em bilhdes de espermatozdides/mL), apds
dilui¢do de uma aliquota de sémen, na propor¢do de 1:200, em solucdo fisiolégica
formolizada a 1,00% (Manual de Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen do Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal - CBRA, 1998).

- Motilidade Individual Progressiva (MIP) e Vigor Espermatico
Avaliou-se a MIP (0,0-100,0%) e o vigor (0-5), de acordo com o Manual de Exame
Androlégico do CBRA (1998), onde foram selecionados para este experimento animais

cujos ejaculados apresentaram valores minimos de 80,0% e 3, respectivamente.

- Morfologia Espermética

Utilizou-se 0 método de Camara Umida (MIES FILHO, 1987), onde foram
analisadas 200 células espermaticas através de microscopio de contraste de fase (Zeiss,
Germany) para determinagdo do porcentual de espermatozdides morfologicamente

normais.

- Integridade do Acrossoma

Usou-se a técnica de coloracdo Fluorescein isothiocyanate-conjugated agglutin
(FITC-PNA), utilizada por Roth et al. (1998). Inicialmente, aliquotas de 10uL de sémen
foram utilizadas para preparagdo de esfregacos, os quais foram armazenados a 4 °C e
protegidos da luz até posterior andlise. Um total de 200 espermatozéides/lamina foi
analisado usando microscopio de Fluorescéncia (Olympus, Germany) e classificado
como: acrossoma intacto (Al), se o acrossoma apresentava-se corado em verde;
acrossoma reagido ou danificado (AR), quando nenhuma coloracio esteve presente ou

quando observou-se apenas uma faixa verde fluorescente na regido equatorial da célula.

- Integridade do DNA
Foi realizada através da técnica de Laranja de Acridina, segundo Evenson et al.

(1999). Descongelaram-se as aliquotas de amostra de s€men (as quais encontrava-se em



tubos de microcentrifuga), em banho-maria a 37° C, da qual utilizou-se 50uL. em tubo
de microcentrifuga vazio devidamente identificado e conservado em gelo seco.
Adicionou-se 100pL da solugdo acida-detergente, permanecendo em gelo seco por 30
segundos. Em seguida, acrescentou-se 300uL da solucdo de Laranja de Acridina e
homogeneizou-se. Colocou-se SUL desta solugdo em lamina, cobriu-se com laminula e
observou-se um total de 200 espermatozéide/lamina, classificando-os como: Danificado
(D) quando observado o espermatozéide de coloracao laranja ou avermelhado, e Intacto

(D), observando-se espermatozéide de coloragéo verde.

2.4 Andlise estatistica

O modelo estatistico utilizado para estudar cada uma das varidveis
simultaneamente, sob efeito de dois grupos de tratamentos (sem e com suplementacio
com Selénio e Vitamina E) e intervalos de tempo de colheita de material bioldgico foi
indicado por Sampaio (1998) como um delineamento em blocos casualizados.

A varidvel morfologia espermadtica foi avaliada através da andlise descritiva dos
resultados. Os demais pardmetros foram testados, inicialmente, quanto a sua
distribuicdo normal, utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados, que ndo
atenderam a estas premissas, foram submetidos a transformacao pela raiz quadrada [RQ
(x+1)]. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (Teste F) que separou como
causa de variacdo, o efeito de tratamentos e tempos de colheita e interacao.

Foi aplicado o nivel de significancia (p) de 5%, e a diferenca minima
significativa (DMS) do teste de Student — Newman - Keuls foi utilizado para
comparagdes de médias quando na presenga de significincia. Estatistica de associacdo
entre pares de varidveis foi realizada com a determinagdo do coeficiente de Pearson,
segundo Sampaio (1998). Os dados foram analisados por meio do programa

computacional Statistical Analysis System (SAS, 2000).

3 Resultados

Naio foi registrado efeito de tratamento para o conjunto de varidveis (MIP, vigor,

concentragdo, integridade de acrossoma e DNA) do s€émen de caprinos submetidos a

insulacdo escrotal e tratados ou ndo com Selenium e Vitamina E (p>0,1800).



Em relacdo ao fator tempo de colheita, verificou-se que MIP (p<0,0001), vigor
(p<0,0001), concentragdo (p<0,0001), integridade do DNA (p<0,0018) e integridade do
acrossoma (p<0,0001) alteraram no decorrer do periodo experimental, ou seja, ao
término do periodo de insulagdo escrotal (IE) e no periodo pds-insulagdo escrotal (PIE).
Niao foi registrado efeito interativo entre tratamentos e tempos de colheita para o
conjunto de varidveis (p=0,1204).

Durante o periodo que compreende o término da insulacdo escrotal (18d IE), os
valores médios de MIP, vigor, concentracdo e integridade do DNA foram menores
(p<0,0138) em relacdo ao momento anterior a IE (0d), enquanto que as menores médias
de integridade do acrossoma sé foram registradas 21 e 35 dias apds o término da IE
(Figura 1/Gréficos II, III, IV, V e VI). Todavia, o volume seminal dos animais ndo
sofreu efeito de tratamento e tempos de colheita para ambos os grupos (Figura
1/Gréficos I).

No periodo PIE, aos 7, 21 e 35 dias, as médias de MIP, vigor e integridade do
DNA mantiveram-se menores e semelhantes aquelas observadas no final do periodo de
IE, enquanto que a concentracdo espermdtica manteve-se com menores médias até o 42
dias PIE em relacao ao 0d.

Quarenta e dois dias PIE foram verificadas médias semelhantes ao dia O, antes
do inicio da IE para MIP, vigor, integridade do DNA e do acrossoma, em ambos os
grupos (Figura 1/ Gréficos II, 111, V e VI).

Com base na andlise de relacdo entre pares de varidveis, verificou-se alto
coeficiente de relacdo entre vigor x MIP (r=0,91), integridade do acrossoma x vigor
(r=0,75), integridade de acrossoma x MIP (r=0,65), assim como entre concentracio
espermdtica x vigor (r=0,72), concentracdo espermdtica x MIP (1=0,80) e entre
integridade do DNA e vigor (r=0,60), integridade do DNA x MIP (r=0,63) e integridade
do DNA x integridade do acrossoma (r=0,69) (Figura 2).

O estudo da morfologia espermatica evidenciou que as amostras de sémen
apresentaram 83,41 e 83,58% de células normais antes do periodo de insulagdo escrotal,
respectivamente, para os animais dos grupos Controle (G1) e Selénio e Vitamina E
(G2). Porcentuais pequenos de espermatozéides foram observados com cabeca estreita
(4,42 e 5,8%), cabeca destacada (0,75 e 1,08%), gota citoplasmdtica proximal (0,66 e
0,58%), gota citoplasmatica distal (4,83 e 1,50%), cauda dobrada (0,33 e 0,66%) e
cauda enrolada (1,08 e 1,25%), respectivamente, para os animais dos grupos Controle e

tratado com Selénio e Vitamina E. Apds o término da insulagdo, constataram-se



oligozoospermia severa ou azoospermia em quatro animais do grupo Controle e quatro
do grupo tratado com Selénio e Vitamina E. Nos animais em que foi possivel avaliar a
morfologia espermdtica, observou-se 26,5 % de células normais nos animais Controle e
65,0% naqueles tratados com Selénio e Vitamina E. As patologias mais observadas
foram cabecas destacadas (63,5% e 13,5%) e caudas enroladas (7,00% e 11,50%),
respectivamente para G1 e G2. Ao término do periodo de pés-insulacio escrotal (PIE), a
maioria dos animais ainda apresentava oligozoospermia, mas um animal de cada grupo
(Controle e Tratado) apresentou células morfologicamente normais (81,5% e 78,00%,

respectivamente).

4 Discussao

A redugdo dos valores de MIP, vigor, concentracdo e integridade de DNA e
acrossoma, obtidos apds o insulto térmico, considerando os valores observados no 0 dia
de IE (inicio da insulacdo escrotal), corrobora com os relatos da literatura (WILDEUS e
ENTWISTLE, 1983; BARTH, 1993; FONSECA e CHOW, 1995), ao evidenciarem que
o aumento artificial de temperatura da bolsa escrotal altera os pardmetros quanti-
qualitativos do sémen, afetando a sua qualidade e, conseqiientemente, o poder
fecundante dos espermatozéides. Da mesma forma, a olizoospermia ou azoospermia
observadas neste experimento apds o término da IE foram relatadas anteriormente como
resultado da hipertermia testicular, a qual estd associada a redug@o da espermatogénese
de animais domésticos (LAGERLOF, 1983; BARTH, 1993), em que a espermatogdnia
A ¢ atingida em estudo com touros zebu (FONSECA e CHOW, 1995), ou resultante da
reabsorcdo de espermatozodides anormais no epididimo, observado em carneiros Santa
Inés (MOREIRA et al., 2001).

Esperava-se que a administragdo de Selénio e Vitamina E determinasse efeito
positivo nos parametros seminais dos animais deste experimento, uma vez que esta
vitamina age como antioxidante lipossolivel e o Selénio como componente da enzima
glutationa peroxidase, que atua reduzindo os peréxidos formados (NOGUCHI et al.,
1973). Importante considerar que o estudo do perfil de indicadores de perdxidos no
sémen devem ser considerados em futuros trabalhos, visando compreender melhor os
resultados obtidos apds a adi¢do de substincias antioxidantes, assim como o uso de
antioxidantes por um periodo maior apds o término da IE.

Em situacdes de aumento de temperatura testicular, como realizado neste



experimento através da colocacdo de bolsa plastica na regido escrotal, a proteina do
choque térmico HSP 105, especifica das células germinativas ITOH e TASHIMA,
1990; 1991), assim como as HSP 27 e HSP 90, encontradas nas células de Sertoli, em
espermatogoOnias, em espermatdcitos e em espermatides, podem ter sido responsdveis
por alteracdes das caracteristicas quanti-qualitativas do sémen, uma vez que em células
isoladas dos testiculos de ratos submetidos a temperatura de 37 a 42 °C, Biggiogera et
al. (1996) observaram concentragdes elevadas destas ultimas proteinas (HSP 27 e 90).
Todavia, dosagens de HSP ndo foram realizadas, devendo ser estudadas com maiores
detalhes em futuros trabalhos.

A manuten¢do do volume do ejaculado durante o periodo de insulagdo nos
animais de ambos os grupos (Controle e Selevit E®), antes e ap6s a IE, corrobora com
os achados de Moreira et al. (2001) em ovinos Santa Inés, e pode ser explicado pelo fato
de que, neste experimento, foi utilizado o método de eletroejaculagcdo para a colheita
seminal, estimulando as glandulas seminais acessérias (PUGH, 2005), de maneira igual
para os animais de ambos os grupos.

Ao término do periodo de pds-insulagcdo (42 d PIE), pode-se observar que os
valores de MIP, vigor e integridade de acrossoma apresentaram-se em fase de
normaliza¢do, préximos aqueles encontrados antes da IE. Lagerlof (1983) e Barth
(1993) observaram que, ap6s a IE de quatro dias em Bos tauros, os resultados dos
parametros seminais apresentaram-se normais apés 42 dias do insulto térmico. Todavia,
em carneiros Santa Inéz, Moreira et al. (2001) observaram, apds insulto térmico de 7
dias e 12 colheitas p6s IE (em 118 dias), que a concentracdo espermaética apresentou-se
alterada 8 dias apds o término da IE, somente se normalizando apés 79 dias do PIE.
Além disso, a MIP e o vigor apresentaram-se alterados logo no primeiro dia apds o
término de IE tendo seus valores préximos aos normais apenas 90 dias apds o término
de IE. Tendo em vista que a espermatogé€nese em caprinos apresenta duragdo média de
60 dias, este relato confirma os achados do presente experimento, demonstrando que o
periodo de recuperacdo do insulto térmico € maior do que os 42 dias em que foram
realizadas as avaliacdes dos parametros seminais dos animais, onde se constatou
melhora significativa no MIP, no vigor e na integridade do acrossoma, mas a
concentracdo espermdtica ainda apresentava valores reduzidos. No entanto, Florentino
et al. (2003) concluiram que o desafio térmico escroto-testicular durante 18 a 30 dias em
caprinos determina perda da qualidade do ejaculado com poucas possibilidades de

recuperagao.



Recentemente, demonstrou-se que, em resposta ao estresse térmico, a
degeneracdo das células germinativas ocorre através da morte celular programada
(apoptose) caracterizada pela fragmentacio de DNA (TAPANAINEM et al., 1993;
BILLING et al., 1995: MIEUSSET et al., 1995), por serem células termo-sensiveis em
todos os estdgios da espermatogé€nese, com o grau de lesdo dependendo da extensio e
da duracdo do insulto térmico. Por outro lado, a regeneracdo da funcdo espermatica,
apods o dano causado pelo calor, depende do intervalo de tempo do término da injuiria a
restauragdo de espermatozodides normais no ejaculado, correspondente ao periodo de
inicio da diferenciacio na espermatogénese até a ejaculacdo (WAITES e SETCHELL,
1990; SETCHELL, 1998). Neste experimento, observou-se que o porcentual de células
com DNA integros reduziu apds o periodo de IE, mas somente evidenciou diferenga
estatistica (P<0,05) sete dias apds o término do insulto térmico, onde apresentaram
valores baixos até 35 dias PIE nos animais do grupo Controle e 42d PIE nos tratados
com Selénio e Vitamina E, demonstrando que a suplementagcdo alimentar com estes
antioxidantes ndo auxiliaram na recuperagdo da integridade do material genético. Da
mesma forma, os resultados deste experimento corroboram com aqueles obtidos por
SUN et al. (1997) e LOPES et al. (1998), ao afirmarem que o s€émen de ma qualidade
apresenta-se com maior nimero de espermatozéides com DNA danificado. O estresse
oxidativo decorrente da produgdo excessiva de ROS foi associado com a fungdo
defeituosa do espermatozdide e os mecanismos de principio dos danos de DNA sdo
mediados pelos radicais livres (LOPES et al., 1998).

O processo de degeneracio testicular compromete a fertilidade dos reprodutores
resultante da ocorréncia de alteracdes na espermatogénese, determinando produgdo de
espermatozdides anormais (NASCIMENTO e SANTOS, 1997), assim como
oligozoospermia ou azoospermia que causam diminui¢do da qualidade do sémen
(FRASER e WILSON, 1966). Fato comprovado ao se avaliar o porcentual de células
espermdticas morfologicamente normais neste experimento, onde se observou que a
injuria térmica afetou os animais de ambos os grupos, independente da suplementacdo
com o Selénio e Vitamina E. Este fato pode ser explicado pelo elevado porcentual de
animais de ambos os grupos que apresentaram azoospermia ou oligozoospermia.

Conforme esperado, observou-se correlacdo entre pares de varidveis da
qualidade do s€émen (MIP, vigor, concentracdo espermadtica, integridade de acrossoma e
de DNA), refletindo o efeito quadratico compativel com o grau de injdria causada pela

insulacdo escrotal e, ao longo do tempo, uma evolucao satisfatéria da funcgéo testicular.



5 Conclusoes

A temperatura elevada nos testiculos de reprodutores caprinos submetidos a
insulacdo escrotal altera fortemente os pardmetros seminais, € que a suplementacdo na
dieta de caprinos com Selénio e Vitamina E, na concentracdo de 0,1mg/kg P.V., ndo é

suficiente para minimizar os efeitos deletérios da insulacdo induzida.
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Figura 1 - Médias gerais de volume (I), MIP (II), vigor (III), concentracdo (IV) seminais
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3.2. Efeito da suplementacio dietética com Selénio e Vitamina E nos
parametros testiculares e teor sérico de testosterona de caprinos

induzidos a insulagao escrotal

(Effect of diet supplementation with Selenium and Vitamin E on the seminal testis

parameters and testosterone serum concentration of goats induced to scrotal insulation)

G.C. Xavier!, P.C. Soaresz, V.A. Silva Juniorz, A.C.M. Maymone3, M.M.P. Guerra?

Mestranda do Programa de Pos-graduagcdo em Ciéncia Veterindria, UFRPE;

2Prof. Dr. do PPGCV, UFRPE; SGraduanda em Medicina Veterindria, DMV, UFRPE.

Resumo

Objetivando-se avaliar o efeito da suplementaciio com Selénio e Vitamina E na dieta de
caprinos submetidos a insulacdo escrotal sobre os parametros testiculares, foram
utilizados 12 animais com idade variando entre 7 e 8 meses, os quais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos (Gl= sem suplementacdo; G2 = suplementado com
Selénio e Vitamina E). A suplementacao foi feita por periodo de dois meses anterior a
inducdo da insulag@o escrotal (IE). Ao término do periodo de adaptacdo, iniciou-se a IE
com colocacdo de bolsas plasticas nos testiculos, que teve duracdo de 18 dias. Apds o
término da IE, foi mantida a suplementac@o alimentar com Selénio e Vitamina E para os
animais do G2 por mais 42 dias, correspondendo a fase de pds-insulacdo (PIE). Ao
término do periodo de IE, foram escolhidos aleatoriamente trés animais de cada grupo
para serem submetidos a orquiectomia e, ao final do PIE (42dPIE), os demais animais
foram submetidos ao mesmo procedimento para registro de pardmetros biométricos e
volumétricos do parénquima testicular. Apds orquiectomia, os testiculos direito e
esquerdo, assim como o epididimo direito e esquerdo, foram pesados e preparados para
andlise biométrica e histométrica. Amostras de sangue foram obtidas por venopuncao
jugular para andlise sérica de testosterona. O grupo de animais que recebeu Selénio e
Vitamina E teve média significativamente maior de circunferéncia escrotal ao término
da IE, enquanto que os ndo suplementados apresentaram-se mais suscetiveis aos efeitos
degenerativos no mesmo periodo. Houve diferenca significativa ao término do periodo
de IE (18d IE) apenas para o volume de vaso sanguineo. Tanto em G1 quanto em G2,
apdés 18 dias de insulagio foram observadas lesdes compativeis com degeneracdo
testicular. Durante o periodo pos-insulagdo (42d PIE), ndo se observou diferencga
significativa entre os grupos G1 e G2 (P>0,05). Enquanto que, ao término do mesmo
(42d PIE), observou-se diferenca significativa para os pardmetros de volume de tibulo
seminifero e de epitélio seminifero, assim como didmetro tubular e altura de epitélio. A
suplementagcdo com Selénio e Vitamina E minimiza os efeitos drasticos causados pela
insulacdo escrotal sobre parimetros biométricos testiculares e teores séricos de
testosterona em caprinos, além de acelerar a recuperagdo do processo espermatogénico
com a continuidade da suplementacdo dietética apds suspensa a insulagéo escrotal.

Palavras-chave: Parimetros biométricos, histomorfometria, testiculos, caprino.
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Abstract

Aiming to evaluate the effect of diet supplementation with Selenium and Vitamin E of
goats induced to scrotal insulation on the testis parameters, it were used 12 animals with
age varying between 7 and 8 months, distributed randomly in two groups (G1= Control;
G2= Selenium and Vitamin E). The supplementation was done by period of 2 months
before scrotal insulation (SI). At the end of adaptation period, it was began SI with
plastic bags on the testis during 18 days. After the end of SI, the diet supplementation
with Selenium and Vitamin E was maintained on the G2 animals during 42 days,
corresponding to post-insulation phase (PIE). At the end of SI period, three animals of
each group were randomly chosen to be submitted to bilateral orchiectomy and, at the
end of PIE (42dPSI), the other animals were submitted to the same procedure to register
biometric and volumetric parameters of testis parenchyma. After orchiectomy, the left
and right testis, as well as left and right epididymis, were weighted and prepared to
biometric and histometric analyses. Blood samples were obtained from jugular puncture
to serum testosterone analyses. The Selenium and Vitamin E group had values
significantly higher of scrotal circumference at the end of SI, whereas the Control
animals were more sensitive to degenerative effects on the same period. There was
significant difference on the end of SI period (18d SI) only to blood vessel volume. Not
only Gl but also G2, after 18 days after SI, have damages compatibles with testis
degeneration. During post-insulation period (42d PSI), it was observed no significant
difference between G1 and G2 groups (P>0.05). Whereas, at the same period (42dPSI),
it was observed significant difference on the seminiferous tubules volume and
seminiferous epithelium, as well as on the tubular diameter and ephitelium height of
goats induced to scrotal insulation. The supplementation with Selenium and Vitamin E
prevent drastic alterations caused by scrotal insulation on the testis biometric parameters
and serum testosterone concentration on goats, besides accelerate the spermatogenic
recuperation process with continuous diet after scrotal insulation.

Keywords: Biometric parameters, histomorfometry, testis, goat.

1 Introducao

Em regides tropicais proximas a linha do Equador, onde ndo ha variacdo da
luminosidade didria, as variacdes quanti-qualitativas do ejaculado de caprinos parecem
estar condicionadas a outros fatores mais importantes do que o fotoperiodo, tais como a
temperatura ambiente (NUNES, 1988; MACHADO et al., 2000).

Apesar do efeito do calor nos testiculos ser reversivel, alguns estudos recentes
sugerem que pode ndo haver regeneracdo total do parénquima testicular, at¢ 60 dias
ap6és o término da injdria (SETCHELL, 1998). Assim, o processo de degeneracdo
testicular, devido a alteragdes na espermatogénese, reduz a qualidade do s€men através
do aumento da producdo de espermatozdides anormais (NASCIMENTO e SANTOS,

1997) e da redugdo do ndmero de células, determinando oligozoospermia ou



13

azoospermia, dependendo da intensidade e duracdo da injiria (FRASER e WILSON,
1966).

A insulagdo escrotal ¢ um bom método para o estudo experimental de alteracdes
testiculares induzidas pelo aumento da temperatura, uma vez que esta determina
mudangas na tensdo intratesticular, na circulagdo do sangue e linfa, além de fluidos
extras e intratesticulares (FONSECA e CHOW, 1995). Segundo Florentino et al.
(2003ab), a insulacdo escrotal durante 12 dias reduz a quantidade de células de Sertoli,
espermatogonias e espermatides. Ap6s 18 dias da retirada da insulagdo escrotal, os
autores citados anteriormente observaram destruicio de grande parte das células
espermatogénicas e, a partir desta fase, diminuicdo do nimero de células gigantes
multinucleadas, com grande quantidade de corpos residuais no lume dos tibulos
seminiferos.

As proteinas do choque térmico (HSPs) estdo envolvidas em muitas fungdes
celulares convencionais sob temperatura normal e sdo classificadas de acordo com seu
peso molecular (MORIMOTO et al., 1992). Todavia, sob temperatura de 5 a 10 °C
acima da homeotermia, estas proteinas sofrem transcri¢do e translagio (MARESCA e
LINDQUIST, 1991), sendo produzidas na forma induzivel (JU, 2005). Muitos fatores,
além do choque térmico, podem determinar aumento na producdo de HSPs, incluindo
fatores de crescimento, hormonios, ROS, hipdxia, metais pesados, doengas e infeccdes
virais (MORIMOTO et al., 1992).

As HSPs 27 e 90, encontradas nas células de Sertoli, em espermatogonias,
espermatdcitos e espermadtides, apresentam-se em concentragdes elevadas e movem-se
do citoplasma ao nucleo de células isoladas dos testiculos de ratos submetidos a
temperatura de 37 a 42 °C (BIGGIOGERA et al., 1996). Da mesma forma, a proteina
pS53 parece também estar envolvida em processos reprodutivos, uma vez que ratos com
reduzida quantidade desta proteina apresentaram resposta diminuida ao criptorquidismo
induzido, com conseqiiente menor redug@o do peso dos testiculos (YIN et al., 1997)

O Selénio € necessdrio para o crescimento e a fertilidade dos animais e para a
prevengdo de varias condigdes morbidas, algumas das quais respondem também, de
certo modo, a terapia com Vitamina E (ROSA, 1993). Noguchi et al. (1973) relataram
que a vitamina E atua como antioxidante lipossolivel na membrana celular, prevenindo
a reacdo em cadeia de auto-oxidagdo dos lipidios, enquanto de acordo com Rosa (1993),
o Selénio age como componente da enzima glutationa peroxidase (GPx), destruindo os

peréxidos formados antes que eles ataquem a membrana celular.
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Por conseguinte, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da suplementacio
alimentar com Selénio e Vitamina E nos pardmetros testiculares de caprinos submetidos

a insulagdo escrotal.
2 Material e Métodos
2.1 Animais

Foram selecionados, apds exame androldgico, 12 machos da espécie caprina,
sem raca definida (SRD), adultos, com idade variando entre 7 e 8 meses. Administrou-
se anti-helmintico (Desofenol — IBASA 20%) para o controle de parasitos internos. Em
seguida, os animais foram distribuidos por amostragem probabilistica em dois grupos
(G1= Controle; G2= Selénio e Vitamina E) constituidos de seis animais cada. Todos os
animais foram mantidos em regime de confinamento, sendo alimentados com feno
Tifton e suplementados com ragdo balanceada (farelo de milho e farelo de soja), além
de ser fornecida dgua e sal mineral a vontade, no cocho. Durante o periodo de adaptacdo
de 60 dias, todos os animais foram submetidos a pesagem semanal, objetivando-se
manter a linearidade entre ganho de peso e dose recebida de Selénio e Vitamina E aos
animais do G2. A quantidade ofertada de Selénio foi de 0,Img/kg/PV, enquanto a
Vitamina E foi de 0,3 U/Kg/PV (Selevit E®, INTEGRAL Agroindustrial LTDA). Os
animais do G2 passaram a receber o Selénio e Vitamina E dois meses antes da insulacéo
escrotal (IE) e continuadamente até o término do experimento. Os animais do G1 apenas

receberam as dietas sem a referida suplementagao.
2.2 Insulagdo escrotal

Ap6s o periodo de adaptacdo (60 dias), todos os 12 animais foram submetidos a
IE, com a colocagdo de bolsa plastica de polietileno de dupla parede, separadas por uma
camada de algodido, de espessura aproximada de 5 mm, conforme modelo utilizado por
Florentino et al. (2003ab). A fase de IE teve duracdo de 18 dias. No 18° dia, término da
fase de IE, trés animais de cada grupo também foram escolhidos por amostragem
probabilistica e submetidos a orquiectomia bilateral. Os trés animais restantes de cada
grupo tiveram continuidade na oferta das dietas por mais 42 dias, correspondendo ao

periodo pés-insulagdo escrotal (PIE). O periodo experimental foi de 120 dias.
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2.3 Avaliagio biométrica e volumétrica dos testiculos e epididimos e Indice

gonadossomatico

Os testiculos foram seccionados em fragmentos de até 2 mm de espessura, 0s
quais foram submetidos a fixagdo em solugdo fixadora de glutaraldeido (VETEC,
Brasil) a 4%, em tampao fosfato de sédio, pH 7,2 e 0,01M, para posterior anélise. Para
os estudos ao microscopio de luz, os fragmentos foram processados rotineiramente para
inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato (LEICA, Germany). Cortes
histolégicos de 4 um de espessura foram corados em azul de toluidina/borato de sédio a
1% e analisados.

O didmetro tubular e a altura do epitélio foram medidas em aumento de 100X
usando reticulo micrométrico linear (10mm/100, Olympus, Japan), calibrado com um
micrdmetro padrdo. O diametro tubular médio para cada caprino foi obtido a partir da
mensuragdo de 15 tdbulos, em diversos estigios do ciclo do epitélio seminifero,
separados aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. A altura do epitélio foi
obtida nos mesmos tibulos utilizados para determinar o didmetro tubular. Para tal,
tomaram-se duas medidas diametralmente opostas, tendo como referéncia a tinica
prépria e o limite entre o lume e o epitélio germinativo, determinando-se, desta forma, a
altura média do epitélio seminifero.

Os dados volumétricos da composi¢do do parénquima testicular foram obtidos
usando contagem de pontos por alocacdo sistemdtica de graticula micrométrica
(Olympus, Japan), com 441 pontos de interseccdo sobre a preparagdo histologica de
testiculo em aumento de 400X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente
somando um total de 6615 pontos para cada animal.

O testiculo é dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou
intersticial. Do compartimento tubular, foram avaliados o volume ocupado pela tinica
propria, epitélio seminifero e lume; enquanto, no compartimentos intertubular, foram
investigados o volume ocupado pelas células de Leydig, células e fibras do tecido
conjuntivo, vasos sangiiineos e linfaticos. Como a densidade do testiculo € em torno de
1,03 a 1,04 (FRANCA, 1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O volume de cada componente do testiculo (expresso em pL) foi estabelecido a
partir do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e o

peso liquido do testiculo (g). O valor deste ultimo foi obtido pela subtragdo dos pesos da
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albuginea e do mediastino testicular do peso bruto do testiculo (RUSSELL e FRANCA,
1995).

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tiibulos
seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal. A
seguinte férmula foi empregada (ATTAL e COUROT, 1963; DORST e SAJONSKI
1974): CT=VTS/nR? onde VTS = Volume total de tibulos seminiferos; TR* = Area

da secc¢do transversal dos tibulos seminiferos (R = didmetro tubular/2).

2.4 Dosagem de testosterona

Amostras de sangue foram obtidas por venopuncdo jugular, em recipiente sem
anticoagulante e a vdcuo. Apds colheita, as amostras de sangue foram centrifugadas e
separado o soro sanguineo para armazenamento (-20 °C) e posterior andlise da
concentracdo de testosterona. Apds descongelacdo, as amostras foram analisadas em
duplicata através do teste de Elisa (PETER et al., 2003) e o resultado expresso em

ng/mL.

2.5 Analise estatistica

O modelo estatistico utilizado para estudar cada uma das varidveis
simultaneamente, sob efeito de dois grupos de tratamentos (sem e com suplementacio
com Selénio e Vitamina E) e intervalos de tempo de colheita de material bioldgico foi
indicado por Sampaio (1998) como um delineamento em blocos casualizados.

Os dados biométricos e histomorfométricos foram testados, inicialmente, quanto
a sua distribuicdo normal, utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados
foram submetidos a anélise de varidncia (Teste F) que separou, como causa de variagao,
o efeito de tratamentos e tempos de colheita e interagao.

Foi aplicado o nivel de significancia (p) de 5%, e a diferenca minima
significativa (DMS) do teste de Student — Newman - Keuls foi utilizado para
comparagdes de médias quando na presencga de significincia. Estatistica de associacdo
entre pares de varidveis foi realizada com a determinagdo do coeficiente de Pearson,
segundo Sampaio (1998). Os dados foram analisados por meio do programa

computacional Statistical Analysis System (SAS, 2000).
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3 Resultados

3.1 Consisténcia testicular

O exame androldgico dos reprodutores caprinos (G1 e G2) realizado no periodo
pré-IE (0d) evidenciou consisténcia tenso-eldstica nos testiculos. Todavia, ao término do
periodo de IE (18d), dos trés animais orquiectomizados do Gl, dois apresentaram
flacidez intensa do parénquima testicular, enquanto um animal deste grupo e trés
animais do G2 (Selénio e Vitamina E) apresentaram flacidez moderada deste
parénquima. Quarenta e dois dias apds o término da insulagdo escrotal (42d PIE), todos

0s animais apresentaram testiculos com consisténcia normal (tenso-eldstica).

3.2 Medidas biométricas

Na Tabela 1, evidenciou-se que na avaliacdo pré-insulagdao (0d) ndo houve
variagdo significativa (p = 0,773) entre os valores médios e desvio-padrio da
circunferéncia escrotal (CE) nos animais do grupo Selénio e Vitamina E (23,00+1,82) e
os do grupo Controle (22,80+0,99). Todavia, ao término do periodo de IE (18d IE)
observou-se diferenga significativa (p= 0,021) entre o grupo Selénio e Vitamina E
(23,00£1,00) e o grupo Controle (20,00+1,00), indicando que o grupo Tratado (Selénio
e Vitamina E) apresentou menor variagdo de CE do que o grupo Controle. Em
contrapartida, aos 42d PIE ndo se verificou diferenca significativa (p = 0,874) entre os
animais dos grupos Selénio e Vitamina E (22,17+0,76) e Controle (22,33+1,53). No
entanto, apesar de ndo se ter constatado diferenca significativa (p = 0,709) de CE nos
animais do grupo Selénio e Vitamina E (G1) quanto ao dia de avaliagéo, nos animais do
grupo Controle verificou-se diferenca significativa (p = 0,020) entre os momentos
estudados (0d, 18d IE e 42d PIE).

Na Tabela 2 constatou-se que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre
os grupos G1 e G2, no que se refere aos valores médios do peso corporal (PC), peso
testicular (PT), peso do epididimo (PE) e indice gonadossomaitico (IGS), tanto ao
término do periodo de IE (18d IE) quanto do periodo pds-insulacio (42d PIE).

Quanto aos pesos dos testiculos direito (PTD) e esquerdo (PTE), observa-se na
Tabela 1 (em anexo) que houve diferenca significativa (p = 0,045) no PTD entre os
animais do grupo Selénio e Vitamina E (60,51£5,00) e os do grupo Controle

(42,9249,36) ao término do periodo de IE (18d IE). Da mesma forma, observou-se
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diferenca significativa (p = 0,043) entre PTE do grupo Selénio e Vitamina E
(65,47+1,64) e do grupo Controle (46,32+11,24) ao término do periodo pds-1E (42d
PIE). Durante o periodo p6s-1E (42d PIE) ndo se observou diferenca significativa entre
os grupos Selénio e Vitamina e o Controle (P>0,05), apesar de se ter observado que
houve recuperacio dos PTD e PTE de ambos os grupos. Da mesma forma, os pesos do
epididimo direito (PED) e esquerdo (PEE) evidenciaram diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos e os momentos de avaliagdo no 18° dia de IE.

No que se refere ao peso liquido dos testiculos e aos pardmetros volumétricos e
biométricos do parénquima testicular, constata-se na Tabela 3 que houve diferenca
significativa ao término do periodo de IE (18d IE) apenas para o volume de vaso
sanguineo (p = 0,0289). Enquanto que 42 dias pds-término de IE (42d PIE) observou-se
diferenca significativa para volume de tibulo seminifero (p = 0,0310), volume de
epitélio seminifero (p = 0,0350), didmetro tubular (p = 0,0120) e altura de epitélio (p =
0,0141).

Nos gréficos de relacdo entre pares de varidveis dos testiculos dos animais
experimentais submetidos a IE e suplementagdo com Selénio e Vitamina E (Figura 1 em
anexo), verifica-se correlacdo elevada (r = 0,80) entre as varidveis de PE e PT. Quanto a
correlacio entre CE e PE encontrou-se correlagdo moderada entre as varidveis
analisadas (r = 0,44), havendo correlacdo ainda mais baixa (r = 0,19) entre as varidveis

de PT em relacdo ao PE.

3.3 Achados histopatoldgicos

Nos animais do grupo Controle, apds 18 dias de insulacdo, foram observadas
lesdes compativeis com degeneracdo testicular ocasionadas pelo aumento da
temperatura induzida por insulacdo escrotal. Nos tibulos seminiferos observou-se
reducdo do epitélio em decorréncia da degeneracdo causada por apoptose e descamacio
de células germinativas. Constatou-se, ainda, obliteracio Iuminal nos tibulos
seminiferos por células germinativas descamadas, células gigantes sinciciais apoptoticas
e macrdéfagos. Também se observou vacuolizacio das células de Sertoli e espessamento
da membrana basal (Figura 1b). Nos animais do grupo controle evidenciou-se
aglomerados de células de Leydig em processo de degeneracdo por esteatose (acimulo
de gordura intracitoplasmatica) e células com caracteristicas tipicas de necrose (Figura

1d). No grupo tratado com Selénio e Vitamina E, os achados foram bastante
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semelhantes aos descritos anteriormente (Figura 1g; Figura 1f; Figura 1h), entretanto foi
possivel identificar tibulos seminiferos com associagdes celulares caracteristicas de
alguns estdgios do ciclo do epitélio seminifero (Figura le; Figura 1f).

Nos animais do grupo Controle, apés 42 dias da retirada do insulto térmico
(Figura 2), observou-se recuperagdo parcial do processo espermatogénico. Isto se
justificou pela presenca de tibulos seminiferos atrofiados, com didmetro tubular e altura
de epitélio germinativo reduzidos (Figura 2a). Além disso, em alguns tdbulos,
constatou-se obliteracdo do lume por células germinativas descamadas e degeneradas,
epitélio germinativo com espessura reduzida e abundante células descamadas no lume
(Figura 2g). Em alguns tibulos foi possivel verificar células descamadas em apoptose,
vacuolizacdo de células de Sertoli e espessamento de membrana basal (Figura 2b;
Figura 2h). Por outro lado, no grupo suplementado com Selénio e Vitamina E
identificou-se tibulos seminiferos com espermatides arredondadas e em alongamento, e
tibulos seminiferos entre os estdgios I e VIII do ciclo do epitélio seminifero (CES)

(Figura 2c; Figura 2d; Figura 2e e Figura 2f).

3.4 Concentragdo sérica de testosterona

Quanto as concentracdes séricas de testosterona (Tabela 4), foram registrados
efeitos de tratamentos (p<0,0001), tempos de colheita (p<0,0001) e interagdo tratamento
x tempos de colheita (p<0,0064). Neste caso, maiores médias foram observadas no
periodo final da IE (18d IE), principalmente nos animais do grupo Controle em relacio
ao grupo de animais que recebeu Selénio e Vitamina E, com média geral de 6,29 ng/mL
para o grupo Controle e 3,58 ng/mL para o grupo Selénio e Vitamina E.

Com relacdo ao periodo PIE, observou-se decréscimo significativo das
concentragdes séricas de testosterona no periodo compreendido entre os dias 7 e 42 PIE,
quando comparados ao periodo final da IE (18d IE), além de que estes valores
mantiveram-se proximos aqueles encontrados no momento inicial do experimento (0d

IE).

4 Discussao

A consisténcia testicular mais fldcida observada nos animais, a partir do

primeiro dia de retirada das bolsas de IE, foi menos freqiiente naqueles suplementados
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com Selénio e Vitamina E, evidenciando que o estresse térmico induzido artificialmente
durante 18 dias de IE afetou em menores proporcdes a constituicdo testicular dos
animais suplementados. Estes resultados corroboram com os relatos de Galbadi et al.
(1999) em touros Nelore submetidos a IE por 96 horas, onde ressaltaram que na
primeira semana de IE a consisténcia do parénquima testicular apresentou-se flacida em
animais do grupo insulado. Uma vez que a diminui¢do da consisténcia testicular € uma
varidvel associada a reducdo na producdo espermitica e ao maior numero de
espermatocitos e espermdtides degeneradas em todos os estdgios do ciclo da
espermatogénese (MULLER et al., 1992; COULTER e FOOTE 1997; MOREIRA et al.,
2001), acredita-se que neste experimento tenha havido maior reducdo da producdo
espermadtica nos animais do grupo Controle.

Os resultados de peso testicular, epididimirio e corporal dos animais deste
experimento indicam que ndo houve diferenga entre os grupos Controle e Selénio e
Vitamina E, evidenciando que a suplementacdo alimentar nd@o interferiu nestas
caracteristicas dos animais submetidos ao estresse térmico induzido por IE (18d IE).
Todavia, acredita-se que o fato dos animais deste experimento serem mais ruisticos
(SRD) e, conseqgiientemente, menos susceptiveis a variacdo de temperatura causada pela
IE, ndo se observou efeito positivo da suplementacio alimentar com Selénio e Vitamina
E, uma vez que, segundo Morais e Oliveira (1991) e Martins et al. (2003), estes
resultados podem indicar variagdo genética e que qualquer selecdo relacionada a
parametros biométricos testiculares (peso testicular e volume) deve ser efetuada em
grupos homogéneos quanto a idade e raca. Moraes et al. (2003) observaram que
caprinos das racas Saanen, Anglo-nubiana e Moxot6 apresentaram 28,5; 32,0 e 23,5 cm,
respectivamente, de circunferéncia escrotal, evidenciando variacdo na CE de caprinos
de acordo com a caracteristica racial. Assim, considerando que neste experimento foram
utilizados animais sem raga definida (SRD), mais risticos e adaptados as condicdes
ambientais, os resultados de CE sdo compativeis com os da raca Moxoté relatada
anteriormente. Além disso, segundo De La Vega et al. (2006), existem variacdes anuais
da circunferéncia escrotal em caprinos criollos serranos, porém estas ndo sio
influenciadas pelo fotoperiodo, uma vez que os maiores valores de CE corresponderam
aos meses de contraciclo.

A condi¢do nutricional € um fator que pode influenciar a correlagdo linear e
positiva do peso corporal com a circunferéncia escrotal (GARCIA-DERAGON et al.,
1985; VILAR-FILHO et al., 1993; MORAIS e OLIVEIRA, 1996). De acordo com oS
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resultados obtidos neste experimento, o peso testicular apresentou correlagdo linear
positiva com o peso corporal nos animais dos dois grupos. Por conseguinte, ndo deve
estar relacionado a suplementagdao com Selénio e Vitamina E.

As medidas testiculares estdo associadas com a producdo espermaitica em
carneiros (OSINOWO et al., 1992; SOUZA e COSTA, 1992), enquanto o nimero de
espermdtides por células de Sertoli e a drea de tdbulos seminiferos possuem relacio
inversa com a taxa de degeneracdo de células germinativas em touros (BERNDTSON et
al., 1987; PALASZ et al., 1994; MOURA e ERICKSON, 1997). Estas afirmativas
corroboram com os achados deste experimento, onde se observou correlacdes entre as
medidas testiculares e os achados histopatoldgicos, ao se constatar que, apesar de ndo
diferirem estatisticamente, o peso testicular ao final de 18d IE foi maior nos animais do
grupo G2 (Selénio e Vitamina E), associado ao fato de que os tubulos seminiferos
destes animais possuiam associac¢des celulares caracteristicas de alguns estdgios do ciclo
do epitélio seminifero, o que ndo se observou no grupo Controle.

De acordo com os resultados morfométricos e histopatoldgicos deste estudo, a
associacdo de Selénio e Vitamina E na suplementagdo alimentar ndo foi capaz de
reduzir os efeitos deletérios do aumento de temperatura induzido por insulagdo durante
18 dias, conforme pode ser observado através da auséncia de diferenca significativa no
diametro tubular e na altura de epitélio seminifero entre os grupos experimentais neste
periodo e a semelhanga das lesdes encontradas nos animais dos grupos experimentais. O
que pode ser explicado pelo fato do diametro tubular e da altura do epitélio refletirem
diferentes graus da atividade do epitélio seminifero por influéncia sazonal (ABDEL-
RAOUEF et al., 1975; PARREIRA, 1990; SINHA HIKIN et al., 1991; RUSSELL et al.,
1994; MUNOZ et al., 1998), estabelecimento da puberdade (FRANCA e CARDOSO,
1998; JONES, 1997), efeitos deletérios da idade avancada (WANG et al., 1993;
PAULA e CARDOSO, 1994; NIPKEN e WROBEL, 1997), efeitos de drogas
bociogénicas (VAN HAASTER et al., 1992; HESS et al., 1993; COOKE et al., 1994;
MEISAMI et al.,, 1994; KIRBY et al., 1996), efeito de hormonios gonadotréficos
endogenos e exogenos (PUTRA e BLACKSHAW, 1985; KOSCO et al., 1989ab,
SWANLUND et al., 1995), assim como conseqiiéncia do aumento de temperatura
(ROCKETT et al., 2001; KHAN e BROWN, 2002). No entanto, neste experimento, a
correlacdo elevada entre PT e CE, moderada entre PE e CE e baixa entre PE e PT é um

bom pardmetro para avaliagdo reprodutiva de machos caprinos, podendo-se observar
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que o PE apresenta influéncia pequena na avaliagdo reprodutiva destes animais
submetidos a IE nas condi¢cdes experimentais avaliadas.

Os parametros biométricos sdo importantes na avaliagdo quantitativa da
espermatogénese, uma vez que existe correlagdo positiva entre o didmetro tubular e a
atividade espermatogénica do testiculo (FRANCA e RUSSELL, 1998).
Histologicamente, o processo degenerativo testicular causado por aumento de
temperatura se caracterizou inicialmente pelo aparecimento de células germinativas
descamadas e com condensacdo nuclear no lume tubular. As lesdes mais freqiientes,
pelo menos nos estdgios iniciais, foram espermatdcitos, espermdtides e células gigantes
multinucleadas provenientes da fusdo de espermdtides arredondadas. O avango do
processo degenerativo culminou com a redugdo de epitélio seminifero, assim como de
diametro tubular, ocorréncia de vacuolizacdo e depésito de lipideos nas células de
Sertoli, corroborando com Rockett et al. (2001), os quais observaram que a elevagdo da
temperatura testicular promoveu interrup¢do do processo espermatogénico e causou
infertilidade. O processo degenerativo no epitélio germinativo ocorreu em conseqiiéncia
de necrose e apoptose celular, ratificando os achados de Ito et al. (1997), Zini et al.
(1999), Pinart et al. (2001) e Rockett et al. (2001), que observaram o processo
degenerativo decorrente de mudangas do epitélio germinativo associadas a maturagio
desordenada das células e ao aumento da morte celular programada.

No intertdbulo testicular, 0 aumento de temperatura promoveu degeneracio nas
células de Leydig com 18 dias de IE, caracterizada principalmente por células com
vactolos intracelulares (esteatose), nucleo picnético, caridlise e cariorrexe. Estes
achados estdo de acordo com os de Pinart et al. (2001) que, ao submeter suinos a
orquipexia unilateral, descreveu estes achados no intertibulo, acompanhado por fibrose
e aparecimento de células de Leydig andmalas e degeneradas.

Segundo Rockett et al. (2001), o processo de degeneragdo testicular pelo
aumento de temperatura estd relacionado a expressdo de um grupo de proteinas
conhecidas como proteinas de choque térmico (HSP), as quais desencadeiam danos ao
DNA, expressdo de p53, ativacdo do citocromo C e, conseqiientemente, apoptose. Além
deste mecanismo, Gupta et al. (2004) e Jedlinska-krakowska et al. (2006) verificaram
que o dano celular inicial determinado pelo aumento da temperatura resulta em aumento
na producdo de ROS e apoptose celular. Por conseguinte, era de se esperar que a

suplementagdo com antioxidantes Selénio e Vitamina E tivesse evitado a apoptose
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celular, uma vez que estas substincias sdo utilizadas como protetores contra o efeito
deletério dos ROS sobre as membranas celulares (BENSOUSSAN et al., 1998).

Redugdo das secre¢des hormonais apresenta efeito negativo na producio e na
maturacdo de células germinativas normais (HUTSON et al., 1997). Neste experimento,
a concentracdo sérica de testosterona aumentou ao término da insulagdo escrotal, com
resultados maiores para os animais do grupo Controle. Todavia, sete dias apds o término
da IE, as concentracdes de testosterona ja haviam reduzido aos valores observados antes
do inicio da IE, sem diferirem entre os grupos, discordando dos relatos de Setchell
(1998) e Gabaldi (2000), ao evidenciarem que a exposicdo do animal a elevadas
temperaturas por periodo prolongado causou reducdo nas concentra¢des plasmadticas de
testosterona, ocorrendo aumento desta concentracdo apds um periodo curto de
adaptacdo. Além disso, nos animais Controle foram observadas concentragdes mais
elevadas de testosterona do que naqueles tratados com Selénio e Vitamina E,
contrariando os relatos de Behne et al. (1987), ao observarem que a secrecdo deste
horménio é menor em animais com deficiéncia de Selénio. A vitamina E ¢ um
antioxidante eficaz que protege os testiculos do coelho de peroxidagdo lipidica
(AYDILEK et al.,, 2004), assim a peroxidacdo lipidica induzida pela testosterona
poderia ter sido melhorada pelo tratamento adicional da Vitamina E.

Os efeitos da dieta sobre a CE de carneiros sdo causados parcialmente por
mudangas na atividade do sistema hipotaldmico e na secre¢io de gonadotrofinas
(MARTIN et al., 1994). Assim, esperava-se que os animais suplementados com Selénio
e Vitamina E apresentassem maior concentragdo sérica de testosterona durante o
periodo experimental, principalmente ap6s a insulacdo escrotal.

Aos 42d PIE verificou-se aumento do didmetro de tibulo seminifero e de altura
de epitélio, o que pode estar relacionado com conseqiiente recuperagdo da atividade
espermadtica, tendo o grupo G2 (Selénio e Vitamina E) apresentado maiores volumes de
tibulo e epitélio seminiferos, maiores didmetro tubular e altura de epitélio com
espermdtides arredondadas e em alongamento, e tibulos seminiferos entre os estdgios I
e VIII do ciclo do epitélio seminifero (CES) em relagdo ao grupo G1 (Controle). Sendo
conveniente salientar que, na espécie estudada, a avaliagdo do CES ¢ realizada pelo
método da morfologia tubular, na qual se caracterizam oito tipos de associa¢des
celulares compativeis com diferentes estdgios. Neste caso, os animais tratados com
Selénio e Vitamina E possuiam espermatogénese, pelo menos qualitativamente, com

caracteristica de normalidade apés o 42° dia de retirada da insulagio escrotal.
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A utilizagdo de antioxidantes na suplementacdo alimentar dos animais deste
experimento, apesar de ndo reverter ou prevenir os efeitos deletérios decorrentes do
aumento de temperatura nos testiculos durante 18 dias de IE, acelerou o processo de
recuperagdo da espermatogénese 42 dias PIE, o que se confirmou pelo aumento de
volume tubular e de epitélio seminifero, didmetro tubular, altura do epitélio seminifero e
reducdo dos achados histopatolégicos compativeis com o processo de degeneracdo

testicular em face do aumento de temperatura causada pela insulacdo escrotal.

5 Conclusoes

A suplementagdo com Selénio e Vitamina E minimiza os efeitos drasticos
causados pela insulac@o escrotal sobre os parametros biométricos testiculares e os teores
séricos de testosterona em caprinos, além de que acelera a recuperagdo do processo
espermatogénico com a continuidade da suplementacdo dietética apds suspensa a

insulacdo escrotal.
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Tabela 1 - Valores médios e desvios-padrido da circunferéncia escrotal, antes (0d), no
periodo de insulacdo escrotal (IE) e no periodo pds-IE (PIE), de caprinos

submetidos a insulagdo escrotal (IE) e suplementados com Selénio e
Vitamina E na dieta

Dias
Grupos 0d 18 d IE 42 d PIE P
Selevit E 23,00+1,82%  23,00£1,00"  22,17+0,76" 0,709
Controle 22,80+0,99™  20,00£1,00°°  22,33+1,53*® 0,020
3 0,773 0,021 0,874

Letras maidsculas distintas na mesma coluna diferem a nivel de 5%; Letras mindsculas distintas na mesma linha
diferem ao nivel de 5%



10

Tabela 2 - Valores médios, desvios-padrdo e nivel de significancia dos pardmetros biométricos dos testiculos e epididimo de caprinos submetidos
a insulagdo escrotal (IE) e recebendo dieta suplementada com Selénio e Vitamina E, ao término da IE e no periodo pds-insulacio

(PIE)
Término da Insulacdo Escrotal Término do periodo de recuperacao
(18 d IE) (42 d PIE)
Grupos Experimentais Grupos Experimentais
n=3
Parametros Controle (n=3) Selevit E (n=3) p Controle (n=3) Selevit E (n=3) p
Peso corporal (g) 27180 +4,74 23750 £ 2,08 0,1616 25290 £ 2,17 23070 + 1,50 0,3239
Peso testicular (g) 44,63 £ 10,25 63,00 £ 3,24 0,0911 55,10 £ 5,56 55,60 + 10,87 0,2072
Peso do epididimo (g) 8,47 £0,84 9,90 + 1,28 0,3014 8,47 £2,08 7,83 £1,27 0,2701
IGS (%) 0,16 £0,01 0,26 +£0.01 0,4286 0,22 £ 0,36 0,25 £ 0,06 0,2868

IGS = Indice Gonadossomatico.
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Tabela 3 - Valores médios, desvios-padrdo e nivel de significincia do peso liquido do testiculo e parametros volumétricos e biométricos do
parénquima testicular de caprinos submetidos a insulacéo escrotal (IE) e recebendo dieta suplementada com Selénio e Vitamina E,
ao término da IE (18 d IE) e no periodo pés-insulagao (42d PIE)

Término do periodo Pos-insulacio
(42 d PIE)

Término da Insulacao Escrotal
(18dIE)

Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Parametros Controle (n=3) Selevit E (n=3) P Controle (n=3)  Selevit E (n=3) P
Peso liquido testiculo (g) 38,23 £9,38 55,76 £ 3,26 0,1076 49,07 £4,72 50,43 £10,42 0,1709
Tubulo seminifero (mL) 29,87 +£7,01 42,20£2,76 0,1338 38,85+ 1,47 40,13 £8,23 0,0310*
Epitélio seminifero (mL) 24,04 + 6,29 33,30 £ 3,40 0,2262 29,75+ 1,19 30,78 £ 6,24 0,0350*
Limen do tibulo (mL) 3,01 £0,66 5,62 0,96 0,3207 6,71 £2,55 7,68 £2,90 0,4367
Tunica prépria (mL) 2,80+ 0,47 3,28 +£1,05 0,1651 2,39 £ 0,37 1,67 0,17 0,1762
Células de Leydig (mL) 1,49 + 0,48 2,29+0,13 0,0696 1,70 £ 0,24 1,75+ 0,24 0,4932
Célula do conjuntivo (mL) 0,10+ 0,07 0,30 £0,07 0,4801 0,07 £0,03 0,13 £0,03 0,3684
Vaso sanguineo (mL) 0,63+0,43 0,65 £ 0,07 0,0289* 0,30+ 0,12 0,48 £ 0,13 0,4625
Espaco linfatico (mL) 6,17 £1,88 10,33 £ 1,96 0,4799 8,15+£3,32 7,94+ 2,10 0,2867
Diametro tubular (Lm) 295,52 £22,01 305,01 £22,68 0,4850 330,52 £30,43 339,34 + 3,35 0,0120*
Altura do epitélio (Lm) 103,00 £+ 15,87 101,00 + 14,42 0,4522 82,13 +61,85 112,23 + 7,41 0,0141*
CTTS (m) 430,43 £ 45,85 581,90+ 71,01 0,2943 460,13 + 80,74 444,30 £ 95,52 0,4167

*p <0,05; CTTS = Comprimento Total do Tibulo Seminifero.
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Tabela 4 - Valores médios e desvios-padrdao da concentragdo sérica de testosterona
(ng/mL) antes, ao término do periodo de insulacdo escrotal (IE) e no
periodo de pds-insulagdo escrotal (PIE), de caprinos submetidos a
insulacdo escrotal e suplementados com Selénio e Vitamina E na dieta

Dias

Grupos Média
0od 18d 1IE 7d PIE 21dPIE 35dPIE 42dPIE Geral

Selevit E 0,60£0,265%  17,35+3,47%°  1,49+1,495% 0,85+0,265% 0,33+0,065% 0,87+0,33%*  3,58°
Controle 0,840,765 3123+6,34%% 1,861,445 1,2440,955%% 1,7440305% 0,83+0,47% 6,29
Média Geral 0,728 24,20% 1,688 1,048 1,038 0,858

Letras maitsculas diferentes na mesma linha diferem ao nivel de 5%; Letras mintisculas diferentes na mesma coluna
diferem ao nivel de 5 %
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Figura 1 - Fotomicrografias de testiculo de caprinos SRD controle e tratado com Selénio e

Vitamina E no 18° dia de insulagfo escrotal.
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Figura 2 - Fotomicrografias caprinos SRD controle e tratado com Selénio
Vitamina E no 42° dia pés insulagdo escrotal.
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Tabela 1 - Valores médios, desvios-padrdo e nivel de significancia dos pesos dos testiculos e epididimos direito e esquerdo, durante o periodo de
insulacdo escrotal (IE) e no periodo de recuperagdo da IE (PIE), de caprinos submetidos a insulag@o escrotal (IE) e suplementados
com Selénio e Vitamina E na dieta

Testiculo Direito (g)

Testiculo Esquerdo (g)

Dias
Grupos 18d IE 42 d PIE “p”
60,51* 55,65
Selevit E +5,00 +8,35 0,839
42,92° 54,52
Controle +9,36 +1,19 0,100
“p” 0,045 0,382
Epididimo Direito (g)
Dias
Grupos 18 dIE 42 d PIE “p”
10,10 7,83
Selevit E +0,95 +1,58 0,100
8,98 8,49
Controle +0,17 +1,85 0,677
“p” 0,115 0,658

Dias
Grupos I8dIE 42 d PIE “p”
65,47 55,60
Selevit E +1,64 +11,97 0,217
46,32" 55,64
Controle +11,24 +10,77 0,359
“p” 0,043 0,970
Epididimo Esquerdo (g)
Dias
Grupos 18d IE 42 d PIE “p”
9,66 7,84
Selevit E +1,65 +1,05 0,183
7,93 8,44
Controle +1,84 +2,38 0,785
“p” 0,292 0,712

Letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem a nivel de 5%;
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Figura 1 — Relagdo entre pares de varidveis do testiculo de caprinos, submetidos a
insulacdo escrotal (IE) e suplementados ou ndo com Selénio e Vitamina E
na dieta.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia
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