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RESUMO

ARGUELLO, F.A.P.B. Suplementacio com vitamina E e selénio na dieta de touros da
raca Brangus: efeitos sobre a integridade da membrana espermatica e qualidade do
sémen fresco e criopreservado. 2009. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal),
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Mato Grosso,
Cuiaba, 2009.

O presente trabalho foi conduzido na Fazenda Sereno — GAP, localizada no municipio
de Jaciara-MT, com objetivo de avaliar o efeito da suplementagdo dietética com vitamina E e
selénio sobre a integridade da membrana espermatica e qualidade do s€men fresco e do sémen
criopreservado de touros jovens da raca Brangus. Foram utilizados 17 touros da raga Brangus
com idade média de 24 meses e peso vivo médio de 454 kg. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: grupo controle (GC) e grupo suplementado com vitamina E e
selénio (GS, 400 UI de vitamina E/dia + 0,1 mg de selénio/kg de MS ingerida) adicionados ao
concentrado. Cada grupo foi mantido separado em piquetes formados por pastagem de
Panicum maximum cv. Mombaga ¢ recebendo concentrado balanceado diariamente na
quantidade de 4,5 kg/animal. A suplementa¢do com vitamina E e selénio foi realizada por 60
dias. Durante o periodo experimental, foram realizadas 4 coletas de sémen sendo: antes do
inicio da suplementacdo (coleta 1); com 30 (coleta 2) e com 60 dias de suplementac¢do (coleta
3), e 15 dias ap6s o término da suplementaciao (coleta 4). O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado com medidas repetidas no tempo. A consisténcia
testicular foi aferida a cada coleta. As coletas de sémen foram realizadas pelo método da
eletroejaculagdo, seguida da retirada de aliquotas para avaliagdes do sémen fresco.
Posteriormente, procedeu-se o congelamento do sémen, que foi armazenado em botijao
criogénico at¢é o momento das andlises. O descongelamento do sémen foi realizado
submergindo as palhetas em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Os pardmetros volume
seminal, motilidade espermadtica, vigor, concentragdo e morfologia espermatica, total de
espermatozdides por ejaculado, viabilidade espermatica, integridade da membrana
espermatica, reacdo acrossomica e integridade acrossomal foram utilizados para avaliar o
efeito do tratamento sobre a qualidade do sémen fresco. E para verificar o efeito do
tratamento sobre a qualidade do s€émen criopreservado utilizou-se os parametros motilidade
espermadtica, vigor, viabilidade espermatica, integridade da membrana espermatica e reacao
acrossoOmica. Nao foi observado efeito significativo da suplementagdo com vitamina E e
selénio (p>0,10) sobre a consisténcia testicular e sobre os parametros qualitativos do s€émen
fresco. Também ndo foi verificado efeito significativo do tratamento (p>0,10) sobre os
parametros qualitativos do sémen criopreservado. Por outro lado, maior porcentagem de
espermatozoéides (p=0,0213) com membrana plasmatica integra foi observada tanto no s€émen
fresco quanto no s€men criopreservado dos animais do grupo suplementado com vitamina E e
selénio. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que suplementagao dietética com
vitamina E e selénio, nos niveis utilizados e nas condi¢gdes de manejo do presente
experimento, ndo influenciou os parametros qualitativos do sémen, no entanto promoveu
efeito positivo sobre a integridade funcional da membrana espermatica tanto no s€émen fresco
quanto no sémen criopreservado de touros jovens da raga Brangus.

Palavras chaves: antioxidantes, espermatozdide, estresse oxidativo, fertilidade



ABSTRACT

ARGUELLO, F.A.P.B. Integrity of sperm membrane and fresh and frozen-thawed semen
quality of Brangus bulls supplemented with vitamin E and selenium. 2009. 94 f.
Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncia Animal), Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, 2009.

The present work was conduct at Sereno-GAP Farm, located in Jaciara-MT, with the
objective to evaluate the effect of dietary supplementation with vitamin E and selenium on the
sperm membrane integrity and on fresh and cryopreserved semen quality of young Brangus
bulls. Seventeen Brangus bulls with 24 months of mean age and 454 kg of average live weight
were used. The animals were divided randomly into two groups: control group (GC) and
supplemented with vitamin E and selenium group (GS, 400 IU of vitamin E/day + 0.1 mg of
selenium/kg of dry mater intake) added to concentrate. Each group was kept in separate areas
formed by pasture of Panicum maximum cv. Mombasa and receiving balanced concentrate
daily in amount of 4.5 kg/animal. The supplementation with vitamin E and selenium lasted 60
days. During the experimental period, 4 semen collections were realized: before the beginning
of supplementation (collect 1); with 30 (collect 2) and 60 days of supplementation (collect 3)
and finally, 15 days after the supplementation (collect 4). The experiment was installed in a
completely randomized design with repeated measures over time. The testicular consistency
was measured for each collection. Semen collections were performed the method of
eletroejaculation, followed by withdrawal of aliquots for evaluation of fresh semen.
Subsequently, the semen samples were frozen and stored in cryogenic cylinders until the time
of analysis. The thawing of the samples was made by immersion of the straws in a 37°C
water-bath for 30 seconds. The semen parameters, volume, motility, vigor, concentration,
morphology, number of total sperm per ejaculate sperm viability, sperm membrane integrity,
acrosome reaction and acrosome integrity were used to evaluate the effect of treatment on
fresh semen quality. And the semen parameters, motility, vigor, sperm viability, sperm
membrane integrity and acrosome reaction were used to evaluate the effect of treatment on
cryopreserved semen quality. There was no significant effect of supplementation with vitamin
E and selenium (p>0.10) on the testicular consistence and on the parameters of fresh and
cryopreserved seminal quality. Furthermore, higher percentage (p=0.0213) of intact sperm
membrane was observed, both in fresh and cryopreserved semen, in group supplemented with
vitamin E an selenium. Results obtained indicated that the dietary supplementation with
vitamin E and selenium, at levels used and the management conditions of the present
experiment did not influence the parameters of seminal quality, however promoted positive
effect on the functional sperm membrane integrity both in fresh and cryopreserved semen of
young Brangus bulls.

Key words: antioxidants, spermatozoa, oxidative stress, fertility
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1. INTRODUCAO

O Brasil posiciona-se como detentor do maior rebanho bovino comercial do mundo,
entretanto, os indices produtivos e reprodutivos ainda carecem de melhorias
(GARCIA, 2004). Os agentes econdmicos envolvidos no processo de producdo e
comercializacdo da carne bovina reconhecem os baixos indices de produtividade
(CALEGARE, 2004), sendo que a baixa eficiéncia reprodutiva ¢ um dos principais fatores
que pesam para esses baixos indices de produtividade, afetando assim a rentabilidade da
pecudria (FRANCO, 2005).

Os parametros de eficiéncia reprodutiva sdo caracteristicas de baixa herdabilidade, isso
faz com que os componentes ambientais tenham maior impacto sobre o desempenho
reprodutivo do que a sele¢do genética. Portanto, a eficiéncia reprodutiva de um rebanho ¢
altamente influenciada pelo manejo e pelo ambiente. Dentre os fatores do ambiente que
afetam a reprodugdo de bovinos, a nutrigdo ¢ talvez o de maior impacto
(SANTOS e SANTOS, 2003).

Uma nutricdo inadequada, provocada por um desequilibrio de nutrientes como
vitaminas e minerais na dieta, pode afetar adversamente a fun¢do reprodutiva
(DUNN e MOSS, 1992; SMITH ¢ AKINBAMIJO, 2000), contudo os papéis especificos
desses nutrientes em tecidos reprodutivos ainda ndo estdo bem definidos. Alguns autores
atribuem a importancia de algumas vitaminas e minerais na reprodugdo por participarem de
um sistema antioxidante, protegendo as células do estresse oxidativo, de danos de membrana
e DNA (AITKEN et al., 1989; SIKKA, 1996; HATAMOTO, 2004).

O estresse oxidativo ¢ definido como uma situacao de desequilibrio entre a formacao e
a remocao das espécies reativas de oxigénio (EROs) no organismo, decorrente da diminuigao
dos antioxidantes endogenos ou do aumento da geracdo de espécies oxidantes, gerando um
estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e
estruturas celulares, podendo resultar inclusive na morte celular (HALLIWELL, 1991;
SIKKA, 1996).

Um dos fatores de maior importancia no que diz respeito ao estresse oxidativo é a sua
alta correlagdo negativa com a fertilidade, sendo assim um importante fator a ser controlado,
uma vez que promove efeitos deletérios em espermatozdides, ooOcitos e embrides
(NICHI, 2003; GONCALVES, 2006).

Apesar das EROs serem produzidas durante o metabolismo normal do espermatozoide

e exercerem pap¢is fundamentais na fertilidade do macho em processos como hiperativagao
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da motilidade, capacita¢do, reagdo acrossomica e fertilizacdo, elas também podem causar
severos danos ao espermatozdide, quando os seus mecanismos de defesa estdo limitados
(AITKEN, 1995).

As membranas dos espermatozoides possuem alta concentragdo de acidos graxos
insaturados e ndo contém antioxidantes em quantidades significativas devido a reducdo de seu
citoplasma (SHARMA e AGARWAL, 1996). Logo, os espermatozodides sdo extremamente
suscetiveis a elevadas concentragdes de oxigénio, que induzem a peroxidagao dos lipidios da
membrana (JONES e MANN, 1977). Os efeitos das EROs no espermatozéide t€m sido
associados a perda de motilidade (AITKEN et al., 1989), modificagdo do citoesqueleto
(HINDSHAW et al., 1986), diminuicdo na produgdo de ATP (SIKKA, 1996), inibicdo da
interacdo oocito-espermatozdoide (AITKEN et al., 1993) e perturbacdes da integridade
genomica (AITKEN et al., 1998).

Vale ressaltar que o estresse oxidativo estd relacionado com a diminuicdo da
viabilidade espermatica e da capacidade fecundante tanto do sémen fresco quanto do sémen
criopreservado (BECONI et al.,1991).

A demanda por sémen congelado vem aumentando no Brasil na ultima década devido
ao uso cada vez mais intenso em programas de inseminacado artificial e do maior emprego de
biotécnicas como a transferéncia e a producdo in vitro de embrides (OHASHI, 2001).
Entretanto, durante o processo de criopreservacdo os espermatozoides estdo sujeitos a
iniimeras situacdoes que comprometem sua viabilidade e fertilidade como a exposi¢ao a
temperaturas nao fisiologicas, danos osméticos, desidratacao e cristalizacdo (HOLT, 2000).
Além destas situagdes adversas, o estresse oxidativo ¢ considerado como um dos principais
responsaveis pelas injlrias causadas ao espermatozoide durante o processo de congelamento
(WATSON, 2000).

Para prevenir ou reduzir os efeitos causados pelo estresse oxidativo, o organismo esta
equipado com diversos mecanismos de defesa antioxidante. Nesse contexto, a vitamina E e o
Selénio desempenham papéis importantes, participando da estrutura ou como co-fatores de
enzimas antioxidantes, como a glutationa redutase, glutationa peroxidase e superdxido
dismutase (KOURY e DONANGELO, 2003).

A vitamina E ¢ uma molécula lipossolivel presente nas membranas celulares e nas
lipoproteinas plasmaticas (QUINN, 2004). Esta disponivel nos vegetais, pastos verdes e oleo
de sementes, funcionando como antioxidante, na preven¢ao da propagacao de radicais livres,
sendo assim, tem seu efeito benéfico associado a reducdo do estresse oxidativo

(BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999).
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Assim como a vitamina E, o Selénio ¢ um nutriente essencial para o organismo
(MOREIRA et al., 2001). Suas fungdes metabdlicas sdo a de captacdo de radicais livres e
modulagdo do estresse oxidativo, funcionando como co-fator da enzima glutationa peroxidase
(FETTMAN, 2003; ALVAREZ e MORAES, 2006).

O efeito sinérgico da combinagdo da vitamina E com selénio na prote¢do de
biomembranas frente aos ataques oxidativos tem sido motivo de discussdo
(BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999). A inter-relagdo desse mineral com a vitamina E,
reside no fato da vitamina E evitar a formag¢do de perdxidos, porém, uma vez formados,
somente o selénio, via glutationa peroxidase, podera inativa-los (LUCCI, 1997).

A suplementacgdo oral com vitamina E e selénio tem sido utilizada como estratégia
para o controle e prevengao do estresse oxidativo em humanos (KESSOPOULO et al., 1995;
GEVA et al, 1996) e também em diferentes espécies animais como coelhos
(CASTELLINE et al., 2002), aves (SURALI et al., 1998) e caprinos (XAVIER et al., 2008),
entretanto os resultados obtidos sdo bastante controversos.

Na literatura ndo se tem encontrado informacoes sobre a influéncia desses nutrientes
nos parametros reprodutivos de bovinos machos. Deste modo, objetivou-se com este trabalho
estudar o efeito da suplementagdo com vitamina E e selénio na dieta de touros da raga
Brangus, mantidos em pastejo no periodo seco do ano, sobre a integridade da membrana

espermatica, qualidade do sémen fresco e criopreservado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Coleta e avaliacdo de sémen bovino

A coleta de sémen ¢ o procedimento que engloba o conjunto de operagdes realizadas
para obten¢do do ejaculado de um reprodutor (REICHENBACH et al., 2008). Uma coleta de
sémen realizada adequadamente e respeitando as caracteristicas fisiologicas da espécie, € o
primeiro passo para se obter o sucesso esperado no seu processamento tecnoldgico
(OHASHI, 2001). Os trés métodos mais comumente usados para coleta de s€men em bovinos
sdo: a massagem trans-retal, vagina artificial e eletroejaculacdo, visto que, cada método
apresenta suas vantagens e desvantagens (DODE et al., 2004).

A massagem nas ampolas dos ductos deferentes, além de ser um dos métodos mais
simples para obtencdo de sémen, ndo necessita de muitos equipamentos para sua execugao
(OHASHI, 2001; DODE et al., 2004). Entretanto, a amostra obtida ¢ menos representativa da
qualidade do sémen do touro em relagdo aos outros dois métodos. O sémen colhido dessa
maneira usualmente apresenta menor concentracao espermatica do que as ejaculagdes obtidas
com a vagina artificial (AX et al., 2004).

Amostras de sémen coletadas com vagina artificial sdo provavelmente mais
representativas da qualidade de sémen de um touro, por ser o mais préximo do processo de
monta natural. Além disso, este método permite ao veterinario avaliar com acuracia a libido, a
capacidade de promover o coito e o volume do ejaculado do touro. No entanto, este método
apresenta algumas desvantagens incluindo a necessidade de um manequim, tempo para treinar
um touro inexperiente, uma boa area disponivel e risco para o operador, ndo sendo usada
rotineiramente a campo (DODE et al., 2004).

Com o advento da técnica de eletroejaculagdo, tornou-se possivel a avaliagdo de
muitos reprodutores durante um Unico dia, sendo o método preferido, principalmente em
condi¢des de campo. Este método oferece maior seguranca ao técnico durante a coleta de um
animal inexperiente, além de ndo necessitar do uso de manequim. Porém, o volume do
ejaculado ndo pode ser mensurado com seguranga, o processo nao ¢ fisioldgico como a coleta
com a vagina artificial, e ainda é imprescindivel o uso de um aparelho eletroejaculador
(DODE et al., 2004).

A coleta através do método da eletroejaculagdo baseia-se na introdugdo via retal de
uma probe com dois a trés eletrodos, os quais emitirdo pequenos estimulos elétricos na regido

nervosa responsavel pela ere¢do e ejaculacio (REICHENBACH et al., 2008). Geralmente, as
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amostras de sémen obtidas com eletroejaculador sdo de maior volume com menor
concentragdo de espermatozoides (AX et al., 2004), em funcdo do maior estimulo sobre as
glandulas sexuais acessorias, levando-as a secretarem maior quantidade de plasma seminal,
cujo estimulo pode atingir também a bexiga, podendo haver liberacdo de urina a qual serd
misturada ao sémen, comprometendo a sua qualidade (OHASHI, 2001).

Além disso, o sémen colhido por eletroejaculacio apresenta maior grau de
contaminagdo por bactérias e células de descamacao do epitélio prepucial, em fungdo da
maioria dos animais ejacularem dentro da bainha prepucial. Adicionalmente, este método nao
permite avaliar uma das mais importantes caracteristicas de um reprodutor, que ¢ a libido
sexual (OHASHI, 2001).

Apesar de todos esses fatores, a fertilidade e o numero total de espermatozodides
obtidos com a eletroejaculagdo, sao equivalentes as amostras obtidas com a vagina artificial
(AX et al., 2004).

Apds a coleta deve-se proceder a avaliagdo do sémen, pois ¢ um dos importantes
aspectos a ser observado no processamento tecnologico do sémen, uma vez que através de
uma criteriosa avaliacdo do s€émen obtém-se dados quanto a qualidade do ejaculado, bem
como, sobre a saude reprodutiva do reprodutor (OHASHI, 2001). Na avaliagdo do sémen
observam-se varios pardmetros representativos de caracteristicas fisicas como o volume, cor,
odor e aspecto do ejaculado, além das caracteristicas microscopicas do sémen como o
turbilhonamento, motilidade, vigor, concentragdao e morfologia espermatica (CBRA, 1998).

Dentre os aspectos fisicos do s€émen, a motilidade espermatica progressiva e o vigor
espermatico sdo as caracteristicas mais antigas para predizer a qualidade seminal em
condigdes de campo. Estes parametros sdo de grande importdncia e podem revelar a
existéncia de distirbios bioquimicos no sémen associados ou ndo com alteragdes na
espermiogénese (REICHENBACK et al., 2008). Apesar disso, os parametros convencionais
utilizados na avaliacdo espermdtica tém se mostrado limitados quanto & capacidade de
predizer o potencial de fertilidade de um touro, visto que, cada espermatozoide apresenta
multiplos compartimentos subcelulares com diferentes fungdes a serem avaliadas

(SANTOS, 2003).

2.1.1 Testes funcionais que avaliam a integridade da membrana espermatica

Além de parametros espermaticos convencionais utilizados na avaliacdo do sémen,

outros testes vém sendo utilizados para identificar e avaliar os fatores que interferem na
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manutencdo de sua integridade fisica e funcional. Dentre estes testes funcionais estdo: o teste
de expansdo hipo-osmético; a coloragdo acrossomal simples; a coloragdo tripla e a coloracao
de eosina/nigrosina.

O teste de expansao hipo-osmotico € utilizado para avaliar a integridade funcional da
membrana plasmatica do espermatozoéide e baseia-se no fato de que, quando o espermatozoide
¢ exposto a condi¢des hipo-osmoticas, ocorre ingresso de dgua através da membrana em
esforco para restabelecer o equilibrio osmético. Este influxo de 4gua aumenta o volume da
célula espermatica e com isso ocorre a dilatagdo da membrana plasmatica. Como a cauda do
espermatozodide € mais sensivel a tais condigdes osmoticas, a apresentacdo de cauda enrolada
¢ um sinal de que o transporte de dgua através da membrana estd ocorrendo, fato que
demonstra uma integridade estrutural e atividade funcional normal
(JEYENDRAN et al., 1984).

J4 a coloracdo acrossomal simples € utilizada para avaliar a integridade estrutural da
membrana acrossomal. Esta técnica consiste na mistura de uma aliquota de s€émen a igual
quantidade do Corante Simples de Pope e preparo de esfregaco entre laminas, que podem ser
lidas em microscopio com interferéncia de fase ou convencional. A regido acrossomal e pos-
acrossomal do espermatozdide apresentam diferentes coloragdes de acordo com sua
integridade (POPE et al., 1991).

A coloragdo de eosina/nigrosina permite avaliar a viabilidade espermatica, uma vez
que identifica os espermatozdides vivos € mortos. A eosina sé € capaz de penetrar células com
membrana plasmadtica lesada, caso dos espermatozdides mortos, corando-as em vermelho,
sendo portanto um indicador da integridade da membrana (WHO, 1992).

A coloragdo tripla por sua vez, ¢ utilizada para observar a reacdo acrossdmica dos
espermatozdides. Para realizacdo desta técnica, trés corantes sdo empregados: o Trypan Blue
que diferencia vivos e mortos; o Rosa Bengala que cora apenas células com acrossoma intacto
e o Bismarck Brown que cora a regido pds-acrossomal de marrom servindo para aumentar o
contraste e prevenindo coloragdes inespecificas desta regido pelo Rosa Bengala
(HARAYAMA et al., 1993). Apesar do método trabalhoso e demorado, esta técnica apresenta
correlagdes com métodos que utilizam corantes fluorescentes para detectar reacao
acrossOmica e apresenta repetibilidade entre avaliadores (DODE et al., 2004).

H4a também a possibilidade de se utilizar testes que possam avaliar a atividade
mitocondrial (HRUDKA, 1987) e a integridade do DNA  espermadtico
(DONNELLY et al., 2000).
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2.2 Criopreservac¢iao de sémen bovino

O notavel sucesso com o congelamento de s€émen bovino nao tem sido alcangado por
outros mamiferos como suinos, ovinos e outras espécies exoticas, sendo esses diferentes
resultados explicados por duas fontes de variacdo: a fisiologia e bioquimica de seus
espermatozodides, e variagdes na anatomia e fisiologia do transporte espermatico no trato
reprodutivo da fémea (HOLT, 2000).

O congelamento ou criopreservagao € o método no qual se mantém o sémen congelado
em nitrogénio liquido a -196°C por tempo indeterminado, podendo ser transportado a
qualquer distancia para utilizagdo com grande potencial de conservacao, tornando este método
a forma de armazenamento de eleigdo para a constitui¢do de Banco de Recursos Genéticos
(REICHENBACK et al., 2008).

A preservacao espermatica por congelamento compreende uma lacuna entre o periodo
de suspensdo da animacdo espermdtica € o processo que demarca a continuidade do
desenvolvimento, que eventualmente conduz a fertilizacio (WATSON, 1995). Uma
estocagem eficaz de sémen no estado congelado implica em uma completa interrup¢do no
processo de atividade das células espermaticas, que comecam nos testiculos e continuam
através do epididimo e apds a ejaculagao (DODE et al., 2004).

A criopreservacao de sémen ficou marcada por importantes avancos na década de 40,
a partir da descoberta do glicerol como agente crioprotetor, e de 14 para ca, as pesquisas
obtiveram apenas melhoras relativas na técnica basica estabelecida (HOLT, 2000). Visto que
mesmo as melhores técnicas atuais de preservacao, alcangcam em média, cerca de 10 a 50% de
viabilidade da producao espermatica, dependendo de varios fatores tais como, qualidade do
ejaculado, método de congelamento e descongelamento, tipo de envasamento e o tipo de
diluidor (OHASHI, 2001).

O tipo de diluidor usado compreende um aspecto fundamental para o sucesso da
técnica. Entende-se por diluidores, solugdes que tém por objetivo aumentar o volume do
ejaculado, potencializando e preservando a capacidade fecundante do espermatozoide,
protegendo-os durante o processo de congelamento (OHASHI, 2001). Os agentes que
compreendem bons meios diluidores apresentam fun¢des como, proporcionar nutrientes como
fonte de energia, proteger contra o efeito deletério do resfriamento rapido, proporcionar um
tampao para prevenir mudancas danosas de pH a medida que é formado acido latico, manter

apropriada a pressdo osmotica ¢ o balango eletrolitico, inibir crescimento bacteriano,
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aumentar o volume de s€émen de modo que possa ser usado em multiplas inseminagdes e
proteger as células espermaticas durante o congelamento (AX et al., 2004).

O sémen bovino ¢ usualmente diluido com solugdes de citrato-gema, leite integral
homogeneizado, leite desnatado, leite de coco e solugdo de lactose. O sémen tem sido diluido
com bons resultados em diluentes baseados em tampdo organico, Tris (hidroximetil
aminometano) (HAFEZ, 2004).

Parametros como motilidade, vigor, aspecto e volume devem ser averiguados antes de
se proceder a diluicdo do s€émen (OHASHI, 2001). De acordo com Reichenbach et al. (2008)
as principais etapas da criopreservagdo de sémen ap6s a avaliacdo e diluigdo sdo: a
refrigeracdo; adicdo do diluidor contendo o crioprotetor; identificacdo; envasamento;
equilibrio; congelamento € o armazenamento em nitrogénio liquido. O s€émen congelado deve
ser conservado em botijao criogénico até o momento de sua utilizacao.

O processo de descongelamento de sémen ¢ dependente da forma (palhetas, ampolas)
em que o sémen foi envasado. Para garantir a qualidade ¢ importante que o descongelamento
ocorra em banho-maria a temperatura de 35 a 37°C por no minimo 20 segundos para o sémen
envasado em palheta fina (0,25 mL) ou 30 segundos para palheta média (0,50 mL)
(REICHENBACH et al., 2008). O tempo de descongelamento deve ser cuidadosamente

controlado para evitar a morte das células por superaquecimento (HAFEZ, 2004).

2.2.1 Mecanismos de lesdo celular durante o congelamento/descongelamento dos
espermatozoides

A criopreservagdao de sémen bovino aumenta a taxa de anormalidades espermaticas,
reduzindo a longevidade dos gametas (EMERICK, 2007). Estima-se que durante o processo
de criopreservacao, a viabilidade espermética avaliada através da morfologia do acrossoma,
motilidade, vigor e integridade de suas membranas sejam reduzidas em 50%
(OHASHI, 2001).

Quando as células sd@o congeladas, elas estdo sujeitas a inumeras situacoes de estresse
que comprometem sua viabilidade como a exposicdo a temperaturas ndo fisioldgicas, o
estresse osmotico causado pelos elevados gradientes de concentragdo de solutos no meio
diluidor, desidratacdo, alteragdes na membrana, formacgdo e dissolugdo de cristais de gelo no
meio intracelular e extracelular (HOLT, 2000).

Dentre as etapas do processo, ¢ durante o periodo de resfriamento que os

espermatozdides interagem com os componentes do meio diluente (gema de ovo, leite
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desnatado, frutose) e adquirem resisténcia ao choque térmico e a criopreservagao
(WATSON, 1995).

Quando os espermatozodides sdao submetidos ao choque térmico ocorre mudanga
irreversivel que se caracteriza pela perda rapida da motilidade, movimento anormal, danos no
acrossoma € na membrana plasmatica. Estas alteracdes estdo associadas a diminuicdo da
producdo de energia, aumento da permeabilidade da membrana, ruptura e perdas de seus
arranjos celulares. Vale ressaltar que estas mudangas ocorrem durante a fase de transigao, que
se caracteriza pela passagem da membrana plasmatica do estado liquido para o estado
cristalino, devido a alteragdo na forma das moléculas de fosfolipidios induzidas pelo
resfriamento (HOLT, 2000). Logo ¢ imprescindivel que o resfriamento seja feito de modo
adequado.

Se os periodos de resfriamento e equilibrio forem controlados, os espermatozdides, ao
invés de sofrerem choque térmico sofrem modifica¢cdes graduais na membrana plasmatica e
de fluxos i0nicos, que conferem as células maior resisténcia durante o congelamento.
Adicionalmente, os fosfolipidios do diluidor, interagem com os lipidios da membrana
plasmatica dos espermatozoides conferindo-lhes maior resisténcia ao choque térmico e
auxiliando na preservacdo da integridade celular durante a preservagdo do sémen
(WATSON, 1995).

Os eventos fisicos que ocorrem nas células dependem da velocidade de congelamento.
Quando as células sao congeladas rapidamente, ndo ha perda de dgua, promovendo com isso a
formacao de cristais de gelo intracelular, causando, consequentemente, lesdes nas estruturas
celulares, fato este que compromete a fungdo celular. No entanto, quando o processo de
congelamento ¢ muito lento, ocorre congelamento da 4dgua extracelular com a conseqiiente
concentragdo de soluto, deixando as células momentaneamente em meio hipertonico, fazendo
com que percam agua rapidamente, o que induz o aumento na concentracdo de soluto
intracelular, promovendo morte celular por desidratacdo. Logo, os principais danos celulares
ocorridos durante a criopreservacdo sdo causados pela cristalizagdo e desidratagao
(WATSON, 1995).

Além das lesdes sofridas pela membrana plasmatica durante o congelamento, também
ocorrem danos durante o processo de reaquecimento da célula apds o descongelamento, uma
vez que a membrana ¢ submetida a rearranjos estruturais envolvendo lipidios e proteinas, e a
passagem rapida para o interior da célula pode causar o rompimento das membranas

(HOLT, 2000).
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2.3 Estresse oxidativo

Outro importante fator a ser estudado, e que também estd relacionado com a
diminui¢do da viabilidade espermatica e diminui¢do da capacidade fecundante tanto do sémen
fresco quanto do sémen congelado ¢ o estresse oxidativo. Espermatozoides de mamiferos sdo
altamente susceptiveis aos danos induzidos pela alta concentracio de oxigénio e
adicionalmente a peroxidagdo lipidica (‘MAC LEOD, 1943 citado por BECONI et al., 1991).

O estresse oxidativo ¢ causado por um desbalanco entre a producao de espécies
reativas ao oxigénio (EROs) e sua eliminagdo por antioxidantes, ele danifica a estrutura das
biomoléculas, lipidios, carboidratos, proteinas e DNA, além de outros componentes celulares
(SIKKA, 1996; NICHI 2003, GOES, 2008). Em pesquisas com humanos e animais, o
estresse oxidativo ja foi identificado como causa de infertilidade (AITKEN et al., 1989;

NICHI, 2003, SAID et al., 2004; HATAMOTO, 2004).

2.3.1 Radicais livres e espécies reativas ao oxigénio

Os primeiros estudos a respeito de radicais livres se deram por volta de 1924. No
entanto, somente nos anos setenta, comegaram surgir trabalhos relatando a importancia dos
radicais livres para os seres vivos, particularmente os aerobicos (VANNUCHI et al., 1998).

O termo radical livre refere-se a um dtomo ou molécula altamente reativa, que contém
nimero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica, podendo assim ser definido como
qualquer espécie com elétron desemparelhado (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984). E ¢
justamente este ndo emparelhamento de elétrons da ultima camada, que confere alta
reatividade e instabilidade a esses atomos ou moléculas
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres podem ser formados pela acdo direta de alguma fonte de energia
externa como, luz, calor e radiagdo, ou energia resultada do proprio metabolismo, por reagdes
catalisadas por metais ou enzimas. Essa energia ao atingir o atomo faz com que um elétron
seja removido do seu orbital, formando assim um novo atomo contendo um elétron extra,

denominado, radical livre, que para se tornar novamente estavel, precisa liberar essa energia

acumulada (BORGES, 2003).

'"MAC LEOD, J. The role of oxygen in the metabolism and motility of human spermatozoa. America Journal of
Physiology, v. 138, p. 512-518, 1943.
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De acordo com Ferreira e Matsubara (1997) radical livre ndo € o termo ideal para
designar os agentes reativos patogénicos, pois alguns deles ndo apresentam elétrons
desemparelhados em sua tultima camada. Como em sua maioria eles sao derivados do
metabolismo do O,, o ideal € referir-se a eles como espécies reativas ao oxigénio (EROs).

O organismo produz naturalmente EROs e outras espécies oriundas do oxigénio pelo
proprio metabolismo, como subprodutos da respiragdo e da sintese de estruturas mais
complexas. Baixas concentragdes de EROs sdo importantes para processos bioquimicos
normais como na sinalizacdo e no controle do crescimento celular, no ataque de patégenos
invasores, na sintese enzimatica de processos bioativos pelas ciclooxigenases, lipoxigenases
pelo nucleotideo (formagdo de desoxirribonucleotideos a partir de ribonucleotideos), e na
detoxificagdo de substancias estranhas. Porém, quando sua produ¢do ocorre em quantidade
superior a capacidade de neutralizagdo pelas células, distirbios celulares e metabdlicos
ocorrerdao de diversas maneiras (BORGES, 2003).

Portanto, pequenas quantidades de EROs sdo constantemente geradas e encontradas
em todos os sistemas biologicos. Segundo Sikka (1996) as EROs que apresentam implicacdes
na biologia reprodutiva sdo: anion superdxido (O;"), peroxido de hidrogénio (H,O;), radical

peroxil (LOO") e o radical hidroxila (OH").
2.3.1.1 Anion superéxido (0;)

O anion superdxido ¢ formado a partir da molécula de oxigénio pela adicdo de um
elétron, ou seja, apds a primeira redugcdo do O,. Sua formagdo ocorre espontaneamente,
especialmente na membrana mitocondrial através da cadeia respiratoria. O radical superoxido
ocorre em quase todas as cé€lulas aerdbicas, e ¢ produzido durante a ativagdo maxima de
células fagocitarias como neutrofilos, macréfagos, monocitos e eosinofilos, quando estes se
encontram com particulas estranhas ou imuno complexos
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984).

O superdxido ndo ¢ altamente reativo, pois ndo consegue penetrar em membranas
lipidicas e rapidamente desaparece em solucdes aquosas, gerando perdxido de hidrogénio e
oxigenio apos a a¢do da enzima dismutase (GUTTERIDGE, 1995).

Outro papel importante do superdxido ¢ a reagdo com fons metalicos (Cu®" e Fe'"),
formando novos ions (Cu” e Fe’") participantes da formagdo de moléculas do radical

hidroxila, que ¢ uma importante espécie reativa do oxigénio (VANNUCCHI et al., 1998).
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2.3.1.2 Peroxido de hidrogénio (H,0;)

O perdxido de hidrogénio isoladamente € praticamente indcuo e ndo ¢ considerado um
radical livre, j4 que, ndo possui elétrons desemparelhados em sua ultima camada
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984).

Ele ¢ considerado um fraco agente oxidante e redutor, sendo relativamente estavel na
auséncia de metais de transi¢do. Porém, ¢ um metabdlito do oxigénio extremamente deletério,
pois tem vida longa, podendo se difundir facilmente através das membranas celulares, além de
participar da reacdo que produz o radical hidroxila. As propriedades redutoras do peroxido de
hidrogénio e sua facilidade reativa na presenca de metais de transi¢do (Ferro, Cobre) levaram
a evolucdo dos sistemas de defesa do organismo. Nesse caso, a remog¢dao do H,O, ocorre
através da acdo das enzimas catalase, glutationa peroxidase e certamente outras peroxidases

(GUTTERIDGE, 1995).

2.3.1.3 Radical hidroxila (OH")

O radical hidroxila ¢ extremamente agressivo, sendo considerado a forma mais reativa
em sistemas biologicos (GUTTERIDGE, 1995). Este radical ¢ formado a partir do perdxido
de hidrogénio em uma reagdo catalisada por ions metais (Fe*" ou Cu"). A simples mistura do
peroxido de hidrogénio com um ferro leva a formagdo do radical hidroxila
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984).

O radical hidroxila reage de forma constante e rdpida com quase todos os tipos de
moléculas celulares como acgucares, aminodcidos, fosfolipidios, base de DNA e acidos
organicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984).

A combinagdo extremamente rapida da hidroxila com metais ou outros radicais no
proprio sitio onde foi produzida confirma sua alta reatividade. Assim, se este radical for
produzido proximo ao DNA, e este DNA estiver fixado a um metal, poderdo ocorrer
modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagdo ou mutagdo do DNA
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

E muito importante ressaltar que o radical hidroxila também pode iniciar a oxidagao
de é4cidos graxos poliinsaturados das membranas celulares, processo denominado de
peroxidagdo lipidica (GUTTERIDGE, 1995). Isso ajuda explicar a associagao das EROs com
os danos causados aos espermatozdides e consequentemente com alguns problemas de

fertilidade.
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2.3.2 EROs e infertilidade

A membrana que rodeia as células e organelas celulares contém grandes quantidades
de acidos graxos poliinsaturados, por isso, ela ¢ um dos componentes celulares mais atingidos
pelas EROs em decorréncia da peroxidagdo dos lipidios
(FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997). O processo de peroxidagdo lipidica é composto
basicamente por trés fases: 1) Iniciagdo: quando as EROs se ligam as duplas ligacdes de
acidos graxos insaturados presentes na membrana formando os radicais oxil (LO") e peroxil
(LOO); 2) Propagagdo: os radicais oxil e peroxil formados reagem com os acidos graxos
poliinsaturados intactos presentes na membrana e, 3) Terminagdo: Lesdo de toda membrana
(BUETTNER, 1993).

A peroxidagdo lipidica acarreta alteragcdes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares, promovendo perda da seletividade idnica, liberagdo do contetido de
organelas e formag¢do de produtos citotoxicos, culminando com a morte celular
(GUTTERIDGE, 1995; FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997).

Extensos danos as proteinas, modificacdes no citoesqueleto, alteragdes mitocondriais,
danos estruturais do DNA, perda da integridade de membrana, e inativagdo de enzimas tém
sido correlacionadas com a formagdo de radicais livres de oxigénio ligados a lipideos
(JONES e MANN, 1977; BECONI et al., 1991; SHARMA e AGARWAL, 1996;
AITKEN et al., 1998).

De acordo com Nichi (2003) um dos fatores de maior significancia no que diz respeito
ao estresse oxidativo € a sua alta correlacdo negativa com a fertilidade. Em sua revisao o
referido autor ressalta que em humanos, varios estudos associam a produgdo ou presenca de
EROs com prejuizos na funcdo espermatica.

O efeito prejudicial das EROs sobre o espermatozdide foi sugerido por
*Macleod (1943) citado por Valenca e Guerra (2007), o qual demonstrou que a exposi¢do do
espermatozdide humano a altas concentragdes de oxigénio resultou em toxicidade, com perda
de sua motilidade devido a ocorréncia da peroxidagdo lipidica. A oxidacdo espermatica ¢
acompanhada por alteragdes estruturais, principalmente na regido acrossomica, e alteragdes
no metabolismo espermatico com diminui¢do na motilidade e perda de constituintes

intracelulares (JONES e MANN, 1977; AITKEN et al., 1989).

MAC LEOD, J. The role of oxygen in the metabolism and motility of human spermatozoa. America Journal of
Physiology, v. 138, p. 512-518, 1943.
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O mecanismo de agdo das EROs na fisiologia normal do espermatozéide ainda ndo foi
completamente elucidado, porém, resultados convergem para a definicdo de que os processos
de hiperativacdo, capacitacdo, ligacdo com a zona pelucida e reacdo acrossdmica, sejam
processos oxidativos ou regulados por redugao (NICHI, 2003).

Segundo Sharma e Agarwall (1996) os espermatozoides sdo susceptiveis a danos
peroxidativos, pois além da alta quantidade de acidos graxos poliinsaturados presentes em sua
membrana plasmatica, possuem baixas concentracdes de enzimas antioxidantes em seu
reduzido citoplasma.

O citoplasma ¢ um sitio que se caracteriza por possuir uma abundante atividade
antioxidante, porém, durante a espermatogénese se perde uma grande propor¢do deste
componente celular (VILLA-ARCILA e CEBALLOS-MARQUEZ, 2007).

De acordo com revisao realizada por Alvarez e Moraes (2006) a producao espermatica
de EROs no homem ocorre principalmente por células morfologicamente anormais, e dentre
estas, especialmente células que possuem gota proximal e distal. Sendo assim, acredita-se que
a presenca desse citoplasma residual aumentaria a capacidade destas células imaturas de
gerarem nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), que serviria como
fonte de elétrons para produgdo de EROs.

Said et al. (2004) verificaram que a formagdo do 4anion superdxido foi
significativamente maior (p<0,05) em pacientes inférteis quando comparados com pacientes
saudaveis. Os autores observaram também que a formacdo deste mesmo radical livre foi
negativamente correlacionada com concentracao espermatica (r= -0,75; p<0,05), porcentagem
de células morfologicamente normais (r= -0,78; p<0,05) e motilidade espermatica (r= -0,69,
p<0,05).

De acordo com De Lamirande e Gagnon (1995) fatores relacionados com a redugdo na
fluidez da membrana plasmatica como diminuicao na fosforilagdo de proteinas do axonema e
a imobilizagdo do espermatozodide, sdo os principais danos causados pelas EROs que afetam a
motilidade espermatica.

Segundo Sikka (1996) a perda da motilidade pode ser decorrente da rapida perda de
ATP intracelular, o aumento de alteragdes morfoldgicas de peca intermediaria com efeitos
deletérios sobre a capacitacdo espermatica e reagdo do acrossoma também foram relatados.

Outro importante fator que também provocaria diminui¢do na motilidade espermatica
seria a difusdo de H,O, na célula, através das membranas mitocondrial e/ou plasmatica,
inibindo a atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase, que controla o fluxo de glicose, a

qual ¢ responsavel por controlar a disponibilidade de NADPH (NICHI, 2003).
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Amostras de sémen mais susceptiveis ao estresse oxidativo podem apresentar danos na
mitocondria, que ao disponibilizarem maior quantidade de EROs no meio extracelular
potencializardo a cadeia oxidativa, que consequentemente, danificard o material genético.
Além disso, o rompimento das mitocondrias promove a liberagdo de fatores pré-apoptoticos
(BARROS, 2007).

De acordo com Aitken e Krauz (2001) os danos na membrana plasmatica do
espermatozdide ocasionados pelo estresse oxidativo podem impedir a fertilizagao. No entanto,
estes mesmos autores citam que se houver baixo nivel de estresse oxidativo a fertilizagdo
podera ocorrer, desde que haja a reparagdo nas fragmentacdes do DNA, mesmo no odcito, o
qual possui mecanismos de reparos, antes do inicio da primeira clivagem.

Aitken et al. (1989) encontraram relagdo inversa entre a geragao de EROs em amostras
de espermatozédides humanos e a capacidade de fusdao entre espermatozoide e oocito. Com
base nos resultados, os autores sugeriram que a peroxidagdo lipidica ¢ iniciada com a
formagdo de anion superdxido, pelo espermatozodide, que oprime o sistema da superdxido
dismutase, criando entdo condigdes para a geracdo do radical hidroxila via reacdo Haber-
Weiss.

Além da excessiva producdo de EROs por espermatozoides normais, a presenga de
leucécitos no sémen, que pode ser causada por uma possivel infecgdo/inflamacao
geniturindria, tem sido identificada com uma das causa de infertilidade masculina
(SIKKA, 1996).

Alteragdes patoldgicas severas no tecido testicular também estdo associadas com alto
nivel de peroxida¢do lipidica. Koksal et al. (2003) sugerem que o excesso na producdo de
EROs, pode desenvolver importante papel nos mecanismos de degeneracdo testicular
associados com a infertilidade. A diminuicdo da capacidade antioxidante do plasma seminal,
aliada a essa producao excessiva de EROs, sdo fatores que estdo associados com a varicocele,
expressando distirbios na fungdo espermatica e infertilidade (HENDIN et al., 1999).

Zalata et al. (2004) em estudo realizado com humanos, encontraram significativa
correlagdo negativa (r= -0,89; p<0.001) entre o estresse oxidativo e a atividade da acrosina,
uma enzima proteolitica capaz de hidrolisar a zona pelicida do odcito e com funcdo vital nos
processos de fertilizagdo e reagdo acrossOmica. Estes mesmos autores relatam que, a presenca
do estresse oxidativo em um individuo com leucocitoespermia e/ou pardmetros seminais
anormais estdo associados com danos prejudiciais na fungdo espermatica, mensurados através

da atividade da acrosina.
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Espermatozodides de homens inférteis apresentam maior nivel na produ¢do do anion
superoxido na presenca de NADPH exo6geno, quando comparados com homens férteis sendo
que, a habilidade do espermatozdide em gerar o O, aumenta, a medida que, a qualidade do
sémen diminui (SAID et al., 2004).

Nallella et al. (2005) verificaram se pacientes com fator de infertilidade masculina
(MFI) poderiam ser identificados com maior acuricia através de uma avaliagdo por escore de
qualidade seminal. Os autores observaram que os niveis de EROs foram significativamente
maiores (p<0,001) em pacientes com fator de infertilidade masculina. O escore de qualidade
seminal foi negativamente correlacionado com os niveis de EROs (r= -0,45, p<0,001) e com o
fator de infertilidade masculina (r= -0,36, p<0,001).

Alguns autores trabalhando com animais também encontraram relacdo entre estresse
oxidativo e qualidade espermatica. Surai et al. (2000) em experimento realizado com sémen
de patos, encontraram alto contetido de acidos graxos poliinsaturados nos espermatozdides
desta espécie. Além disso, segundo os autores, a composi¢ao desses acidos graxos ¢ fator
determinante na fertilidade.

Hatamoto et al. (2006) submeteram caes da raga Rotweiller a uma condigdo de estresse
através de consecutivas aplicagdes de dexametasona e observaram que nesses animais, houve
um aumento do estresse oxidativo das células espermaticas, representado através da maior
producdo de TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbitirico), que ¢ um indice que mede o
nivel de peroxidacao lipidica, indicando que o estresse sofrido pelos animais por meio de
alteragdes fisiologicas, promove o aumento na produg¢do de EROs, um dos causadores do
estresse oxidativo (SIKKA, 1996).

Nichi (2003) comparando touros das racas (Nelore e Simental) em duas estagdes do
ano (verdo e inverno), ndo encontrou diferenga nas variaveis motilidade, defeitos menores e
totais. Porém, este autor observou efeito da estacdo do ano e da raga, uma vez que durante o
verdo ocorreu aumento na quantidade de defeitos maiores e malondialdeido (MDA — produto
da peroxidacdo lipidica, utilizado como indice para avaliar estresse oxidativo) apenas no
sémen dos touros da raca Simental. Sugerindo que houve maior nivel de estresse oxidativo
nos animais de origem européia criados a campo em clima tropical em relagdo aos indianos,
provavelmente relacionado a uma producdo excessiva de EROs sem a devida compensagao
dos mecanismos antioxidantes. O autor também encontrou uma correlagdo positiva (r=0,39;
p=0,0035) entre o estresse oxidativo e formas anormais da cabec¢a do espermatozdide.

O estresse oxidativo também estd relacionado com a diminui¢do na qualidade de

sémen processado ou criopreservado. Técnicas rotineiramente utilizadas no processamento de
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sémen que promovem a remog¢do do plasma seminal, estdo associadas a formacao de EROs e
ao aumento de danos causados ao DNA, indicando a importante fungdo protetora exercida
pelo plasma (POTTS et al., 2000).

Beconi et al. (1991) sugerem que a oxidagdo dos fosfolipidios de membrana pode ser
responsavel pela diminuicdo do tempo de vida do espermatozoide na fémea, bem como pela
diminui¢ao da qualidade de sémen fresco ou congelado utilizado para inseminagao artificial.

Barros (2007) relata que o resfriamento de sémen também pode submeter os gametas

ao estresse oxidativo.

2.3.3 Mecanismos de defesas antioxidantes

De acordo com “Halliwell e Gutteridge (1989) citados por Gongalves (2006)
antioxidante pode ser definido como qualquer substincia que estando presente em baixas
quantidades, quando comparada com substratos oxidaveis, atrasa ou inibe significativamente
a oxidacao desse substrato.

Sao caracteristicas desejaveis as moléculas antioxidantes: apresentarem menor energia
de ativacdo que as moléculas oxidéaveis, baixa capacidade de perder ou ganhar elétrons e de
reagir com o oxigénio, possuir atividade antioxidante mesmo em pequenas quantidades e
serem recicladas direta ou indiretamente por sistemas enziméaticos (BUETTNER, 1993).

Segundo Nordberg e Arnér (2001), o sistema antioxidante celular pode ser dividido
em sistemas enzimaticos € nao enzimaticos. O sistema enzimatico de protecdo das membranas
celulares contra a peroxidagao lipidica é composto basicamente por trés enzimas: a glutationa
peroxidase (GPx), a superdxido dismutase (SOD) e a catalase (AITKEN et al., 1996;
BRIGELIUS-FLOHE, 1999). J4 o sistema de protecio de membranas ndo enzimético é
composto basicamente pelas vitaminas E (tocoferol) e C (ascorbato), que sdo capazes de
recuperar os radicais oxidados e assim impedir a cascata oxidativa (BUETTNER, 1993), além
de vitamina A, piruvato, glutationa, taurina e hipotaurina
(AGARWALL e ALLAMENI, 2004).

De acordo com Ferreira ¢ Matsubara (1997) os sistemas de prote¢ao podem atuar de
diferentes formas. Uma delas atuando como detoxificador do agente oxidante antes que ele

ocasione lesdo celular, constituida pela glutationa reduzida (GSH), catalase, SOD, GPx e a

3HALLIWEL, B.; GUTTERDGE, J. M. C. Free Radicals in Biology and Medicine. 2th ed., Clarenton Press,
Oxford, 1989.



33

vitamina E. A outra forma de defesa repara a lesdo ja ocorrida, sendo constituida pelo acido
ascorbico, glutationa redutase (GR), pela GPx, entre outros.

Vale ressaltar que com excecdo da vitamina E, que ¢ um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd no meio intracelular, no citoplasma
das células somadticas. No entanto, o espermatozoide, durante o processo de maturacgao, perde
a maioria de seu citoplasma, perdendo assim parte dos seus mecanismos enddgenos de reparo
e suas defesas enzimdaticas (DONNELLY et al., 1999). Contudo ele ¢ protegido do ataque
oxidativo pelo plasma seminal que contém enzimas e moléculas antioxidantes
(LEWIS et al., 1997; HSU et al., 1998; DONNELLY et al., 1999).

As enzimas que participam desse mecanismo de protecdo, também estdo presentes no
plasma seminal e nos espermatozoéides dos animais, sendo que em bovinos as enzimas
encontradas no plasma seminal foram a GPx, SOD e a catalase, esta ultima em baixo nivel. J&
nos espermatozdides foram encontradas a SOD e baixos niveis de GPx

(‘BILODEAU et al., 2000 citados por BORGES, 2003).
2.3.3.1. Superoéxido dismutase (SOD)

Foi descoberto em 1968 uma proteina do eritrocito capaz de remover cataliticamente
os radicais superdxidos. Esta proteina recebeu o nome de enzima superdxido dismutase
(VANNUCCHI et al., 1998). A SOD ¢ uma metaloenzima que nos sistemas eucariontes esta
presente de duas formas. A forma SOD-cobre-zinco est4 presente principalmente no citosol,
enquanto que a SOD-manganés estd localizada primariamente na mitocondria
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

De acordo com Sikka (1996) a SOD exerce papel importantissimo, ja que
espontaneamente catalisa a rea¢do de dismutacdo do anion superdxido (O,") formando assim
0, e H,O, (Figura 1).

SOD

2(0,7) +2H" —————> H,0,+ 0,

Figura 1 — Reagdo da dismutacdo do anion superoxido pela agdo da superdxido dismutase.

‘BILODEAU, J.F.; SUVRO-CHATTERJEE, SIRARD, M. A. Levels of antioxidant defenses are decrease in
bovine spermatozoa after a cycle of freezing and thawing. Molecular Reproduction and Development, v. 55,
p. 282-288, 2000.
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A decomposi¢do do radical O, ocorre naturalmente, porém por ser uma reagdo de
segunda ordem necessita que ocorra colisdo entre duas moléculas de O,”, de modo que ha
necessidade de uma maior concentragao desse radical. A presenca da enzima SOD favorece
essa dismutacao tornando a reacdo de primeira ordem, eliminando a necessidade da colisdao
entre as moléculas e permitindo a elimina¢do do O,” mesmo em baixas concentra¢des. Desse
modo, a SOD converte um radical altamente reativo (O, ) em outro menos reativo (H,O,)
(BARREIROS e DAVID, 2006).

De acordo com Machlin (1984) a SOD ¢ encontrada em altas concentragdes nos

testiculos e no sémen.

2.3.3.2. Catalase

A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica presente nos principais 6rgaos e tem
sua atividade dependente do NADPH. E uma das enzimas mais eficientes do sistema de
defesa antioxidante (VANNUCCHI et al., 1998).

A catalase tem como sua principal funcdo catalisar a reacdo que transforma duas
moléculas de H,O, em duas moléculas de 4gua em uma de oxigénio (SIKKA, 1996)
(Figura 2). Apesar de ser considerado fraco, o H,O, possui propriedades que o tornam
altamente deletério, como sua facilidade em se difundir através das membranas celulares,

além de participar da reacdo que forma o radical hidroxila (GUTTERIDGE, 1995).

catalase

2 H202 2 HZO + 02

Figura 2 - Reacdo de conversdo de perdxido de hidrogénio em dgua e oxigénio.

Outro papel antioxidativo da catalase ¢ diminuir o risco de formagdo do radical
hidroxila a partir do H,O; via reacdo de Fenton. E para aumentar sua eficiéncia e protegé-la da

inativagdo, a catalase se liga ao NADPH (NORDBERG e ARNER, 2001).
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2.3.3.3. Glutationa (GSH)

A glutationa ¢ um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) existente no organismo
em suas formas, reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente em
muitos importantes processos biologicos (ROVER JUNIOR et al., 2001). Esta presente em
todas as células vivas aerobicas, e € o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. Serve
para destoxificar compostos via conjugacdo em reagdes catalisadas pela glutationa
S-transferase ou diretamente, como € o caso com o peroxido de hidrogénio na reacdo
catalisada pela GPx (NORDBERG e ARNER, 2001). Logo, a GSH pode ser considerada um
dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, pois participa da

destoxicacao de agentes quimicos e da eliminagdo de produtos da lipoperoxidacao.

2.3.3.4. Glutationa redutase (GR)

A glutationa redutase ¢ uma flavoproteina dependente da NADPH e sua fun¢do pode
ser prejudicada pela deficiéncia de glicose (FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997). Apds a
exposicdo da GSH ao agente oxidante ocorre sua oxidacdo a GSSG (glutationa oxidada ou
glutationa dissulfito). A recuperagdo da GSH ¢ feita pela enzima GR, sendo esta uma etapa

essencial para manter integro o sistema de protegdo celular NORDBERG e ARNER, 2001).

2.3.3.5. Glutationa peroxidase (GPx)

A GPx ¢ encontrada em muitos tecidos de origem animal. E uma metaloenzima que
faz parte do sistema glutationa e dentre os varios tipos que podem ser identificadas estdo:
celular, extracular (plasmatico) e glutationa fosfolipide hidroperoxido peroxidase
(CEBALLOS e WITTWER, 1996; ROVER JUNIOR et al., 2001).

A familia das enzimas glutationas peroxidases pode ser dividida em dois grupo: um
grupo das selénio independentes e outra das selénio dependentes. A GPx selénio dependente
catalisa a reducdo do H»O; e outros perdxidos lipidicos pela GSH, a qual ¢ usada como
substrato, levando a formac¢do de GSSG e agua. Esse processo catalitico ¢ diretamente

dependente da redugdo da GSSG pela GR. Assim, a GPx mantém a continuidade do processo
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de reducdo da GSH e sua subseqiiente regeneragdo via GR (SIKKA, 1996;
VANNUCCHI et al., 1998; NORDBERG e ARNER, 2001) (Figura 3).

GPx
2GSH + H,0, ®:SSG + 2H,0

GR
GSSG +NADPH + H ——» 2H,0 + NADP"

Figura 3 — Mecanismo de acdo da glutationa peroxidase e glutationa redutase.

A GPx ¢ vital para a protegdo da membrana lipidica do espermatozdide, para que nao
sofra peroxidagdo pelos radicais livres, que causam a ruptura da membrana e morte do
espermatozdide (CARVALHO et al., 2003).

A atividade da GPx em diferentes tecidos ¢ um indicador do balanco nutricional de
selénio, ja que este mineral ¢ um componente da estrutura protéica desta enzima

(VILLA-ARCILLA e CEBALLOS-MARQUEZ, 2007).

2.3.4 Antioxidantes e fertilidade

Ha ainda muitas controvérsias sobre a importdncia de cada uma das enzimas
antioxidantes nos danos causados pelo estresse oxidativo no sémen e neste contexto varios
estudos foram realizados.

Lewis et al. (1997) compararam antioxidantes presentes no espermatozoide e no
plasma seminal de homens férteis e inférteis e verificaram que no plasma seminal ha maior
concentracdo dos antioxidantes ascorbato, urato e antioxidantes do grupo tiol. Ja no
espermatozdide os antioxidantes do grupo tiol foram os mais encontrados.

Pasqualotto et al. (2006) observaram que a atividade da SOD e catalase mostrou-se
menor nos pacientes inférteis comparando-se com pacientes férteis e encontraram correlacao
significativa entre a SOD e a catalase (r= 0,461; p=0,0001), evidenciando que a diminui¢do na
atividade destas duas enzimas esta associada com infertilidade. Também foi encontrada
correlagdo entre os niveis de SOD (r= 0,434; p=0,012) e catalase (r= 0,395; p=0,001) com a

morfologia espermatica, sugerindo que os espermatozoides alterados morfologicamente
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possuem alta capacidade em produzir EROs, resultado de niveis reduzidos de enzimas
antioxidantes.

Em trabalho realizado por Aitken et al. (1996) a atividade da SOD foi negativamente
correlacionada com os paradmetros de movimento espermatico (r= -0,554; p<0,001) e com a
capacidade de fusdo do espermatozoide com o oocito (r= -0,584; p<0,001), e positivamente
correlacionada com a indug¢do de danos peroxidativos (r= 0,545; p<0,05). Estes autores
verificaram que altos niveis da SOD estavam associados a func¢do espermatica alterada devido
a alta susceptibilidade dos espermatozoides aos efeitos citotoxicos do H,O,, e associados a
erros na espermatogénese com esfoliacdo de células germinativas e retengdo do excesso
residual do citoplasma.

Dandekar et al. (2002) observaram que a catalase nao apresentou mudangas
significativas em diferentes amostras patoldgicas (oligospermia, azoospermia e
astenozoospermia) de sémen de humanos. Em contrapartida, as enzimas SOD (p<0,01) e GPx
(p<0,05) se correlacionaram positivamente com amostras de sémen de pacientes com
astenozoospermia, indicando que o aumento na atividade dessas enzimas nos casos
patologicos pode ser uma tentativa de inativar as EROs.

Ja Miesel et al. (1997) ndo detectaram diferencas nos niveis da SOD no plasma
seminal de homens inférteis (p<0,05), porém em relagdo a catalase, relataram que sua
deficiéncia pareceu estar associada com casos de patologia espermatica combinada, como
oligoastenoteratozoospermia.

Em experimento realizado com bovinos, Beorlegui et al. (1997) encontraram uma alta
correlacdo entre a motilidade e os niveis de SOD (= 0,92; p<0,05), indicando que os touros
com maior motilidade também foram os que apresentaram os maiores niveis da enzima SOD.
Foi encontrada também, correlagdo negativa entre os niveis de TBARS e os niveis de SOD
(r=-0,74; p<0,05), sugerindo que quanto maiores os niveis da SOD, menores sdo os indices
de peroxidagao lipidica.

Nichi (2003) encontrou uma correlagdo negativa entre os niveis de SOD e a
porcentagem de defeitos primarios no sémen de touros (r= 0,3071, p=0,0115), indicando
assim que as amostras com maiores niveis de SOD apresentavam menores porcentagens de
defeitos ligados a espermatogénese.

Efeitos benéficos da administracio de antioxidantes foram encontrados por
Suzuki e Sofikitis (1999). Estes autores analisaram o efeito da administracdo intra-abdominal

de taurina, catalase ¢ SOD em ratos com varicocele induzida, e seus resultados indicaram que
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todos esses antioxidantes foram favordveis a preservacdo das fungdes testiculares e ao

processo de maturacao dos espermatozoides do epididimo.

2.4 Efeito da nutricdo na fertilidade do macho

Problemas na espermatogénese podem ser resultantes das mais variadas causas como
as doencas sistémicas, defeitos genéticos, infecgdes, substancias toxicas e principalmente a
nutricdo (GASVANI et al., 2000). A nutri¢do e sua relacdo com a reprodugdo demandam uma
aten¢do especial. A reprodu¢do ndo ¢ um processo necessario para a sobrevivéncia, portanto,
a atividade reprodutiva cessa a partir da deficiéncia de nutrientes para o organismo animal
(DUNN e MOSS, 1992).

De uma maneira geral, animais mal nutridos apresentam desempenho reprodutivo
insatisfatorio. No Brasil, uma das principais razdes do baixo desempenho produtivo e
reprodutivo ¢ a baixa disponibilidade de alimento e o inadequado manejo nutricional.
(SANTOS e SANTOS, 2003) As forrageiras tropicais raramente cont€ém, em quantidades
adequadas todos os nutrientes essenciais ao bom desempenho reprodutivo dos bovinos, sendo
necessdria  uma correta suplementagdo (SANTOS e SANTOS 2003;
CARVALHO et al., 2003).

Ha evidéncias que sugerem que a influéncia da nutricdo no processo reprodutivo ¢
mediada por efeitos dos constituintes da dieta no eixo hipotaldmico-hipofisario. Apesar de
haver algumas indicacdes que alteragdes na dieta podem afetar diretamente os testiculos
(BROWN, 1994). De acordo com Dode et al. (2004) o crescimento testicular ¢ o mais
prejudicado pela nutricdo desequilibrada, provocando redu¢do no desenvolvimento dos
tabulos seminiferos e diferenciagdo das células primordiais, retardando a funcionalidade
testicular e producdo espermatica. “Nolan et al. (1990) citados por Dunn e¢ Moss (1992)
verificaram queda na motilidade espermatica, retardo no crescimento testicular, redu¢do no
tamanho das células de Leydig, tibulos seminiferos menores, reducdo na concentragdo sérica
de testosterona e nos tecidos testiculares em touros subnutridos quando comparados aos

animais alimentados adequadamente.

NOLAN, C. J.; NEUENDORFF, D. A.; GODFREY, R. W.; HARMS, P. G.; WELSH JUNIOR, T. H;
MCARTHUR, N. H.; RANDEL, R. D. Influence of dietary energy intake on prepubertal development of
Brahman bulls. Journal of Animal Science, v. 68, n. 4, p. 1087-1096, 1990.
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Alguns regimes alimentares podem afetar o volume do ejaculado e a atividade dos
andrégenos sem necessariamente afetar a espermatogénese, sugerindo que certos constituintes
da dieta podem influenciar a producgdo e/ou a secrecdo de LH e FSH (BROWN, 1994).

Segundo Pires e Ribeiro (2006) o baixo consumo de energia estd associado ao atraso
na idade a puberdade, redu¢do na libido e queda na producao de espermatozdides. Quando o
animal ndo consome energia suficiente para atender sua necessidade nutricional, o resultado ¢
o quadro conhecido como balanco energético negativo (Pires e Ribeiro, 2006). Uma
diminui¢do dos pulsos de LH ocorre como consequéncia direta da diminuicao da secrecao de
GnRH durante o balago energético negativo (MAGGIONI et al., 2008).

Rekwot et al. (1988) citados por Dunn e Moss (1992) observaram que a restrigio de
proteina bruta em dieta isoenergética produziu efeitos similares aos da restricao energética.

Além de energia e proteina, outros nutrientes como vitaminas € minerais também
podem afetar as func¢des reprodutivas (DUNN e MOSS, 1992). Os elementos minerais estao
presentes em todas as células e tecidos corporais em uma grande variedade de fungdes, entre
elas: estrutural, fisioldgica, catalitica e reguladora, sendo que as concentragcdes destes
elementos variam de acordo com o tecido animal e de maneira geral, sio mantidos dentro de
limites estreitos para a atividade funcional e integridade dos tecidos, a fim de manterem
satisfatorios o crescimento, satide e produtividade animal (CARVALHO et al., 2003).

Alguns minerais e vitaminas tém sido implicados nos processos reprodutivos em
bovinos. Tem sido mostrado que nutrientes como vitamina E e selénio possuem propriedades
antioxidativas, e podem reduzir a incidéncia de distirbios reprodutivos, melhorando o
desempenho animal (SANTOS e SANTOS, 2003).

De acordo com revisdo realizada por Smith e Akinbamijo (2000) disfun¢des nos
processos de sintese de esteroides, secrecdo de prostaglandinas, motilidade espermatica, e
desenvolvimento embrionario podem estar ligados a condi¢des de deficiéncia de vitamina E e
selénio.

2.4.1 Vitamina E

A vitamina E é conhecida como um nutriente essencial para a reprodugdo desde 1922,
todavia, muitos pontos ainda precisam ser esclarecidos a respeito de seus mecanismos e

fungdes fisiologicas (BRIGELIUS-FLOHE ¢ TRABER, 1999).

GREKWOT, P. I.; OYEDIPE, E. O.; AKEREJOLA, O. O.; KUMI-DIAKA, J. The effect of protein intake on
body weight, scrotal circumference and semen production of Bunaji bulls and their Friesian crosses in Nigeria.
Animal Reproduction Science, v. 16, p. 1-11, 1988.
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A vitamina E natural engloba dois potentes grupos com componentes lipossoluveis,
que sao os tocoferois e tocotriendis, sendo que cada um deles possui os analogos a, B, y € 0
(RICCIARELLI et al., 2001). Logo, o termo vitamina E designa 8 isdmeros, ou seja,
compostos quimicos diferentes, porém com a mesma funcdo bioldgica. Todos esses isomeros
possuem um anel cromonol e uma cadeia lateral em sua estrutura. E tanto os tocoferdis como
os tocotriendis podem se apresentar nas mais variadas formas, sendo diferenciados de acordo
com o numero e a posi¢ao do grupo metil no anel cromomol (MACHLIN, 1984).

Todos os andlogos da vitamina E estdo amplamente distribuidos na natureza,
disponiveis nos vegetais ¢ sementes de oleaginosas (RICCIARELLI et al., 2001). Entre esses
analogos, o a tocoferol ¢ a forma mais abundante na natureza, além de ser a que apresenta
maior atividade metabolica e bioldgica no organismo
(BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999).

A vitamina E ¢ uma molécula lipossoluvel presente nas membranas celulares e
lipoproteinas. Apesar de sua relativa baixa concentracdo, se comparada aos outros
fosfolipidios de membrana, acredita-se que a vitamina E desempenhe um importantissimo
papel na manutencdo da integridade das membranas. Entre suas principais fungdes estd sua
habilidade em proteger os lipidios poliinsaturados da membrana contra a oxidagdo e a
formacao de complexos entre a vitamina E e produtos da hidrolise lipidica da membrana
como os lisofosfolipidios e acidos graxos livres, formando assim complexos que tendem a
promover a estabilizacdo das membranas (QUINN, 2004).

A vitamina E ¢ provavelmente o mais importante inibidor da reacdo em cadeia da
peroxidacao lipidica (HALLIWEL, 1991). Ligado a por¢ao hidrofobica desta molécula existe
um grupo hidroxila (OH) em que o 4tomo H ¢ facilmente removivel, quando os radicais livres
estdo presentes combinam-se preferencialmente a esta molécula, formando o radical
tocoferol-O, que por possuir baixa reatividade, ndo inicia reagdes em cadeia e
conseqiientemente a peroxidagdo lipidica (NORDBERG e ARNER, 2001). Por esse motivo o
a-tocoferol é conhecido como um antioxidante que interrompe as reacdes em cadeia de se
propagarem nas membranas lipidicas.

Para entender o mecanismo antioxidante da vitamina E, ¢ preciso que se conhega as
etapas da reacdo em cadeia. O anion superoxido (O,") interage com ions hidrogénio e, através
da SOD produz o H,O,, que por sua vez pode se difundir facilmente pelas membranas

celulares. Entao a GPx, enzima selénio dependente, destréi o H,O, na membrana, sendo este
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radical substituido em sua grande parte. Porém, algum H,O, remanescente, podera reagir com
0 Oy e desencadear a formacao do radical OH", o qual pode reagir com o tocoferol localizado
na membrana da célula. Caso a concentragdo de tocoferol seja insuficiente para se ligar ao
radical OH™ produzido, esse radical extremamente reativo ira entdo iniciar a peroxidag¢ao dos
lipidios da membrana celular (MACHLIN, 1984).

O tocoferol apods reagir com o radical oxidante passa por um mecanismo de
regeneragao sinergético, intermediado ou pelo acido ascérbico (vitamina C) ou pela glutationa
reduzida, com posterior formacdo de um ascorbato ou da glutationa oxidada.
(MACHLIN, 1984).

Além das funcdes de antioxidantes, ou seja, de estabilizagdo de membranas, uma
variedade de outras agoes tém sido atribuida a vitamina E.
"Ricciarelli et al. (2002) citados por Quinn (2004) incluem processos de sinalizagio celular e
expressdao génica como: a regulacdo da taxa de transcri¢do de genes que codificam o CD 36,
o a-tocoferol proteina transferase (a-TTP), a-tropomiosina e colagenase; a inibi¢do da
proliferagdo celular, da agregacdo plaquetaria e da adesdo monocitaria; a inibigdo da proteina
quinase C e da 5-lipoxigenase; a ativacdo da fosfatase A2 e da diacilglicerol (DAG) quinase;
entre outros. Estes efeitos nao estdo relacionados a atividade antioxidante da vitamina E,
embora uma parte deles sejam resultados de interagdes especificas da vitamina E com
componentes da célula, como proteinas, enzimas e membranas (QUINN, 2004).

E importante ressaltar que o requerimento de vitamina E para bovinos de corte em

crescimento e terminagao varia entre 50 a 100 UI de vitamina E/dia (NRC, 1996).

2.4.1.1 Relag¢ao da vitamina E com a fertilidade

Alguns trabalhos objetivaram avaliar a influéncia da vitamina E no status reprodutivo.
Segundo Machlin (1984) esta vitamina atua protegendo as células do estresse oxidativo, dos
danos de membrana e do DNA, e a sua deficiéncia provocaria inibi¢do na espermatogénese.

Geva et al. (1996) estudaram a possivel influéncia da suplementagdo oral com
vitamina E (200 mg/dia) durante trés meses no s€émen e na taxa de fertilizagdo de humanos
com espermiogramas normais, porém que obtiveram baixas taxas em programas de

Fecundacao in vitro (FIV) anteriores. Apds um més de tratamento, os autores observaram que

7RICCIARELLI, R.; ZINGG, J. M.; AZZI, A. The 80y, anniversary of vitamin E: Beyond its antioxidant
properties. Journal of Biological Chemistry, n. 383, p. 457-465, 2002.
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os niveis de malondialdeido (MDA) reduziram significativamente (p<0,01) e as taxas de
fertilizagdes por ciclo aumentaram significativamente (p<0,05) associando essa melhora a
diminui¢do no potencial de peroxidagao lipidica.

Kessopoulou et al. (1995) avaliaram os efeitos da suplementacao oral com vitamina E
(600mg/dia) em pacientes com disfun¢des espermadticas resultantes da producdo de altos
niveis de EROs no sémen e observaram aumento no nivel sérico da vitamina E apos o
tratamento (p=0,04) acompanhado de melhoria significativa na fun¢do espermatica avaliada
pelo teste de penetragdo na zona pelticida (p=0,04). Apesar disso, ndo foram demonstradas
diferengas significativas nos niveis de formac¢do de EROs antes ou apds o tratamento,
sugerindo que a vitamina E ndo influencia na geracdo destas espécies reativas, e sim, atua na
quebra da reagdo em cadeia da peroxidagao lipidica, oferecendo protecao aos componentes da
membrana.

Eskenazi et al. (2005) estudaram a associacdo entre o consumo de antioxidantes e a
qualidade seminal em humanos e encontraram relagdo positiva entre o consumo de vitamina E
com a motilidade progressiva (p=0,04) e com o total de espermatozoides com motilidade
progressiva (p=0,05), o qual ¢ definido como o produto entre o total de espermatozoides
contados e a porcentagem com motilidade progressiva.

O nivel de suplementacado, ou seja, a quantidade de vitamina E fornecida na dieta ¢ um
fator que deve ser analisado com cautela. Surai et al. (1997) estudaram a resisténcia do s€émen
de frangos suplementados com diferentes niveis (0, 20, 200 e 1000 mg/ kg de dieta) de
vitamina E frente aos danos provocados pela peroxidagdo lipidica. Neste experimento o
sémen foi coletado ao final de 2 semanas de tratamento, quando a concentragdo de vitamina E
nos espermatozdides e no plasma foram determinadas. Nos animais tratados com 200 mg/kg
de dieta, a concentracdo de vitamina E foi maior no sémen como um todo (p<0,001),
resultando em reduc¢do significativa na susceptibilidade do s€émen a peroxidagdo lipidica. Ja
nos animais tratados com 1000 mg/kg de dieta ndo se obteve acréscimos na concentragdo
desta vitamina. Com isso, estes autores sugerem que a concentracdo de vitamina E no sémen
possui um limite de resposta mediante a manipulagdo dietética.

Danikowski et al. (2002) forneceram diferentes niveis (0, 100, 1000, 10.000 e
20.000 Ul/kg de dieta) de vitamina E na dieta de galos por um periodo de 12 meses e
relataram que o volume, pH, coloragdo, consisténcia e motilidade ndo foram influenciados
pelo tratamentos, entretanto foi observado que altos niveis deste nutriente na dieta elevou a
concentragdo de a-tocoferol no ejaculado com consequente influéncia negativa sobre os

parametros densidade espermatica, total de espermatozdides e morfologia espermatica.



43

A influéncia de diferentes niveis de vitamina E na dieta de caprinos em relagdo ao
desenvolvimento dos orgdos reprodutivos foi avaliada por Hong et al. (2008). Estes autores
suplementaram os animais com dietas contendo 0, 80, 320 ou 880 UI de vitamina
E/animal/dia durante 5 meses. Nenhum efeito positivo foi encontrado para o grupo
suplementado com o maior nivel de vitamina E, entretanto, os animais que receberam dietas
contendo 80 e 320 UI de vitamina E/animal/dia, apresentaram uma melhora significativa no
desenvolvimento de seus 6rgaos reprodutivos.

Castelline et al. (2002) investigaram a influéncia de uma suplementa¢ao com 50mg
(controle) em comparagdo com 200mg de vitamina E/kg de dieta no sémen de coelhos. Como
resultados, estes autores observaram maior concentragdo de vitamina E no plasma e no sémen
dos animais suplementados com maior nivel de vitamina, porém, sem apresentar efeitos
positivos nos parametros espermaticos € na capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides.
Com os niveis maiores de ingestdo de vitamina E, os valores de TBARS tanto no sémen
fresco como resfriado foram significativamente menores quando comparados ao grupo
controle (p<0,05). Alta correlagdo negativa entre a susceptibilidade do sémen a oxidagdo e o
nivel de vitamina E no sémen fresco (r= -0,88; p<0,01) e resfriado (r=-0,88; p<0,01) também
foram encontradas neste trabalho.

Surai et al. (2000) em pesquisa com s€émen de patos, encontraram alta propor¢do de
acidos graxos e baixos niveis vitamina E nos espermatozoides desta espécie, ambos fatores
predisponentes a peroxidagao lipidica. Todavia, observaram alta atividade das enzimas SOD e
GPx, e aumento na atividade antioxidante do plasma, talvez, como compensacao aos baixos
niveis de vitamina E para proteger as membranas.

Hsu et al. (1998) trabalharam com suplementacdo dietética de vitamina E e/ou C na
capacidade de protecao do sémen de ratos frente a formacgdo de EROs induzida pela exposi¢ao
ao chumbo. Neste experimento, os autores notaram que a exposi¢do ao chumbo aumentou a
producdo de EROs e diminuiu a capacidade de prote¢do do sémen, reduzindo entdo, a
motilidade e a capacidade de penetragdo do espermatozdide no odcito. Os autores
demonstraram também que a suplementacdo com vitamina E e/ou C inibiu as alteragdes
relacionadas ao chumbo, protegendo os espermatozoides da queda na motilidade e capacidade
de penetracao.

Hatamoto et al. (2006) trabalharam com caes submetidos ou ndo ao estresse provocado
pela aplicacdo de dexametasona, e suplementados ou ndo com vitamina E. Os autores

relataram que a vitamina E demonstrou ser eficiente na prevencdo e controle dos efeitos
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deletério do estresse oxidativo em casos especificos, porém em alguns parametros ela atuou
como pré-oxidante.

Em experimento com touros proposto por Velasquez-Pereira et al. (1998) foram
avaliados os efeitos de uma alimentacao por longo periodo contendo gossipol (através de
caroco de algodao) e outra dieta gossipol + vitamina E. Como resultados, os autores
observaram menores valores (p<0,05) para motilidade, porcentagem de espermatozdides
normais, porcentagem de espermatozoides vivos e produgdo espermatica diaria, € maiores
valores (p<0,05) para anormalidades primdrias e os defeitos de pe¢a intermediaria no grupo
suplementado somente com gossipol. Nos testes de comportamento sexual, os touros
suplementados com gossipol + vitamina E demonstraram maior nimero de montas € menor
tempo para execucao do primeiro servico, € na avaliacdo de puberdade estes animais também
foram mais precoces. Tais achados sugerem que a suplementacdo dietética com vitamina E
pode contornar os aspectos reprodutivos negativos ocasionados pelo gossipol.

Deishsel et al. (2008) investigaram os efeitos de uma suplementagcdo dietética
contendo alguns antioxidantes na qualidade de s€men de poneis. O sémen foi coletado 2 vezes
por semana durante 16 semanas, sendo que, da 5° a 12° os animais receberam 15 g/dia de um
suplemento contendo 300mg de vitamina E, 300 mg de vitamina C, 4000 mg de L-carnitina e
12 mg de acido folico. Para analise, o sémen foi mantido resfriado (5°C por 24 horas). Os
resultados ndo demonstraram nenhuma diferenca significativa na qualidade seminal apos o
tratamento.

Investigando a quantidade de antioxidantes no plasma seminal de humanos que
apresentavam diferentes espermiogramas (normospermia, oligozoospermia € azoospermia),
Bhardwaj et al. (2000) encontraram niveis de vitamina E e GSH no plasma seminal de
pacientes com oligozoospermia € azoospermia, significativamente inferiores quando
comparados a pacientes com normospermia. Indicando que, o decréscimo nos niveis
endogenos destes antioxidantes em sujeitos com alteragdes na espermatogénese, pode causar
mudancas na integridade da membrana do espermatozoide como consequéncia do aumento do
estresse oxidativo. Em estudo semelhante, Omu et al. (1999) observaram maior nivel de
a-tocoferol tanto sérico como no sémen de homens com espermiogramas normais, quando
comparados com casos de oligozoospermia e astenozoospermia.

2.4.2 Selénio

Em 1855 um cirurgido do exército americano descreveu no territorio de Nebrasca uma

doenca que acometia cavalos que pastavam ao redor do Fort Randall. Entretanto, somente em
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1929 a doenca descrita foi relacionada a niveis elevados de selénio
(*MOXON e OLSON, 1974 citados por ZANETTI et al., 1998).

O selénio ¢ um elemento do grupo VI localizado imediatamente abaixo do enxofre (S)
e assim como este, exibe as valéncias -2, +4, +6. E menos volatil, mais metalico e
potencialmente muito mais toxico. Paradoxalmente, o selenito (+6) ¢ mais oxidado e menos
estavel que o sulfato. O selénio pode substituir o enxofre na maioria das substincias
organicas, incluindo os aminoacidos que contém enxofre (VAN SOEST, 1994).

Durante muitos anos o selénio foi mais considerado como sendo toxico para os
animais. Porém, na ultima década a compreensdo de sua importancia na nutricdo de bovinos
aumentou significativamente. Provavelmente, nenhum dos minerais envolvidos em nutri¢ao
animal sofreu tantas mudangas de conceitos, quanto a sua real importancia na nutricdo dos
animais quanto o selénio (CARVALHO et al., 2003).

Apesar da sua grande importancia e essencialidade, seu papel no metabolismo ainda
ndo foi elucidado, sendo relacionado com a sintese de complexos Se-aminodcidos, Se-
proteinas e funcionando como antioxidante eficiente (MOREIRA et al., 2001).

A funcdo antioxidante do selénio foi descrita apos a descoberta de que esse mineral
agia por intermédio da enzima GPx, quando se verificou que esta possuia quatro atomos de
selénio e era de fundamental importancia para a destrui¢do dos perdxidos formados no
organismo animal (ZANETTI et al., 1998).

Ceballos et al. (1999) trabalhando com bovinos leiteiros mantidos em regime de
pastagem, observaram que a atividade sanguinea da GPx, apresentou alta correlacdo com a
concentracdo de selénio no sangue (r=0,97; p<0,05), plasma (r=0,89; p<0,05) e forragem
(r=0,93; p<0,05), demonstrando que existe uma dependéncia, para a atividade enzimatica, do
aporte de selénio a partir da dieta.

O selénio ¢ encontrado e utilizado na dieta animal na forma inorganica como selenito
de sodio (Na,SeOs) ou na forma organica como selemetionina (Se-Met) e selenocisteina (Se-
Cys). Ainda ndo se chegou a um consenso sobre a eficiéncia da biodisponibilidade das
diferentes fontes deste mineral. Neste sentido, ¢ importante ressaltar que a atividade da
enzima GPx depende da biodisponibilidade do selénio que por sua vez, ¢ dependente da fonte

utilizada (ALVAREZ e MORAES, 2006).

SMOXON, A.L.; OLSON, O. E. Selenium in Agriculture. In: Selenium, Van Nostrand Reinhold Company,
New York, p. 675-707, 1974.
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Para ruminantes o selénio é encontrado em diversos alimentos como cereais,
leguminosas e forragens. No Brasil ele ndo se encontra facilmente disponivel para os bovinos
criados em regime de pastejo, pois como a grande maioria dos nossos solos ¢ altamente
lixiviado e com baixo teor de matéria organica, o selénio se perde facilmente
(CARVALHO et al., 2003). Além disso, apesar dos poucos trabalhos no Brasil que buscaram
estudar os niveis de selénio presentes nas principais forrageiras e alimentos fornecidos para
animais, ja foram identificadas regides deficientes deste mineral. Stringhini et al. (1997) em
um experimento conduzido em Brasilia encontraram teores de selénio variando entre 0,025 e
0,075 ppm para as pastagens estudada. Estes resultados estdo abaixo do minimo requerido,
que seria acima de 0,1 ppm (ZANETTI et al., 1998).

Gierus (2007) ressaltou que a concentragdo de selénio em volumosos e concentrados ¢
baixa, € que sua ingestdo através do contetido natural das plantas e componentes da dieta ¢
insuficiente para atender a exigéncia nutricional deste elemento em qualquer fase. Uma
suplementagdo com misturas minerais contendo selénio €, portanto, indispensavel.

De acordo com o NRC (1996) a exigéncia de selénio para bovino de corte nas fases de
crescimento e terminagao € de 0,1 mg/kg de MS ingerida. J4 teores acima de 2 mg/kg de MS

ingerida, podem ser toxicos (GIERUS, 2007).

2.4.2.1 Relagao do Selénio com a fertilidade

Em todas espécies animais atribui-se alguma influéncia do selénio na performance
reprodutiva tanto de machos como de fémeas (SMITH e AKINBAMIJO, 2000). Segundo
Carvalho et al. (2003) em touros o Selénio se concentra nos testiculos e epididimo, e neles
exerce importantes fun¢des metabolicas, como:

1) Funcido antioxidante: na formacao (nos testiculos) e na maturacdo espermatica
(nos epididimos), pela acdo da enzima GPx.

2) Funcido estrutural: através da selenoproteina glutationa peroxidase do
hidroperoxido de fosfolipidio (PHGPX), que, além da agdo antioxidante, faz parte da estrutura
fixa da peca intermediaria dos espermatozoides na membrana e nas mitocondrias.

Pardmetros como motilidade e capacidade de fertilizagdo espermatica, sdo afetados
pela deficiéncia de selénio, visto que, a deficiéncia deste elemento estd associada com danos
na arquitetura da peca intermedidria do espermatozdide (SURAI et al., 1998).

Quando ha deficiéncia de Se, ha menor sintese de PHGPx, consequentemente,

comprometendo a gametogénese do macho e afetando os espermatozodides
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(CARVALHO et al., 2003). Portanto, uma suplementacdo na dieta com selénio pode resultar
em efeitos benéficos, exercendo papel de antioxidante no sémen e em varios outros tecidos.

Behne et al. (1996) encontraram alteragdes como atrofia bilateral e redugdo nos
diametros dos tubulos seminiferos de ratos alimentados com deficiéncia de selénio. Indicando
assim, que a morfologia e funcdo testicular sdo extremamente alteradas em casos de
deficiéncia de selénio, principalmente a producao de testosterona e o desenvolvimento normal
dos espermatozoides.

De acordo com Surai et al. (1998) a inclusdao de selénio na dieta de galos aumentou a
atividade da GPx no figado, nos espermatozodides e no plasma seminal desses animais,
resultando em uma diminui¢do na susceptibilidade a peroxidacdo lipidica dos
espermatozdides e tecidos. Esses resultados foram ainda mais expressivos no s€émen resfriado
(4°C por 24 horas) em comparagdo ao sémen fresco. Ja Castelline et al. (2002) incluiram
selénio na dieta de coelhos, e constataram aumento na atividade da GPx nas hemacias e no
sémen destes animais, contudo, ndo observaram reducdo na susceptibilidade dos
espermatozdides a oxidagao.

Em experimento realizado com perdizes machos tratados ou ndo com selénio,
Tavian (2005) verificou melhora significativa nos espermatozoéides do grupo dos animais
suplementados, nas variaveis motilidade e vigor espermaticos e concentracdo do ejaculado
(p<0,01, p<0,01 e p<0,05, respectivamente), no entanto, o volume nao foi alterado pela
suplementagao (p=0,7087).

Por outro lado, também trabalhando com perdizes suplementados ou ndo com selénio,
Goés (2008) nao encontrou diferenca estatistica significativa para as variaveis volume,
motilidade, concentragdo, vigor, integridade acrossomal e integridade de membrana

plasmatica.

2.4.3 Influéncia da interacio entre vitamina E e selénio na fertilidade

O selénio e a vitamina E apresentam forte relagdo de sinergismo. A vitamina E atua
como protetor de membranas e evita a formagdo de peroxidos, contudo, uma vez formados,
para inativa-los se faz necessaria a acdo da GPx, cuja biossintese ¢ induzida pelo selénio
(VAN SOEST, 1994). O selénio diminui as exigéncias de vitamina E na membrana celular e
aumenta sua retencao no plasma sanguineo. E a vitamina E por sua vez, mantém o selénio
corporal na forma ativa, diminuindo sua perda e prevenindo a oxidagdo dos fosfolipidios da

membrana (GALYEN et al., 1999).
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Poucos sdo os trabalhos encontrados que objetivaram avaliar a influéncia da interagao
entre vitamina E e selénio na fertilidade masculina. Em estudo realizado por
Xavier et al. (2008), ndao foi observado efeito da suplementacdo alimentar com selénio e
vitamina E (0,1 e 0,3 mg/kg de PV, respectivamente) nos parametros volume, motilidade,
vigor, concentragdo, integridade de DNA e integridade acrossomal, de caprinos submetidos a
insulagdo escrotal. Sugerindo que esses nutrientes, nestas concentragdes, ndo minimizaram os
efeitos deletérios da insulacao escrotal induzida.

Castelline et al. (2002) observaram que a suplementacdo com vitamina E e selénio
(200mg de vitamina E/kg de dieta + 0,5ppm de selénio) na dieta de coelhos, aumentou a
concentragdo de vitamina E e a atividade da GPx no plasma seminal, no sémen fresco e no
sémen armazenado a 5°C por 24 horas (p<0,05). Também verificaram redugdo dos valores de
TBARS no sémen dos animais tratados (p<0,05). No entanto, os autores ndo observaram
efeito da suplementacdo nos parametros espermaticos, tdo pouco na capacidade de fertilizacao
dos espermatozoides.

Surai et al. (1998) verificaram maior concentracdo de vitamina E no sémen (p<0,0001)
e aumento da atividade da GPx (p<0,01) nos espermatozoides e no plasma seminal de galos
suplementados com vitamina E e selénio na dieta (200 mg de vitamina E + 0,3 mg de
selénio/kg) quando comparado aos animais nao suplementados. Os autores associaram este
aumento da atividade da GPx e da concentragdo de vitamina E a reducao na susceptibilidade
dos espermatozdides a peroxidacdo lipidica tanto no sémen fresco, como no sémen
armazenado a 4°C por 24 horas.

Kolodzieg e Jacyno (2005) avaliaram a suplementacao com 0,2 mg de selénio + 30 mg
de vitamina E/kg de dieta e a suplementagdo com 0,5 mg de selénio + 60 mg de vitamina E/kg
de dieta de cachagos jovens. Os autores verificaram que o ganho de peso, a eficiéncia
alimentar, o volume testicular, a libido e o volume do ejaculado nao diferiram (p>0,05) entre
os tratamentos. No entanto, maior concentragdo espermatica (p<0,05), maior nimero de
espermatozdides totais (p<0,05), maior resisténcia ao teste osmotico (p<0,01) e uma menor
porcentagem de defeitos morfologicos (p<0,05) foram observados no sémen dos animais do

grupo suplementado com 0,5 mg de selénio + 60 mg de vitamina E/kg de dieta.

3. CONSIDERACOES GERAIS

Na literatura ainda ndo ha consenso em relacdo aos efeitos promovidos pela

suplementagdo dietética com vitamina E e selénio sobre o desempenho reprodutivo. Além
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disso, ndo se tem encontrado referéncias bibliograficas sobre a influéncia destes nutrientes nos
parametros reprodutivos de machos bovinos. Para a obtencdo de maiores informagdes sobre
estes aspectos, foram realizados os seguintes trabalhos: Suplementacao oral com vitamina E e
selénio: integridade da membrana espermatica e qualidade do sémen fresco de touros jovens
da raca Brangus (Capitulo 1) e, Integridade da membrana espermadtica e qualidade do s€émen
criopreservado de touros jovens da raga Brangus suplementados com vitamina E e selénio
(Capitulo 2). Os artigos a seguir foram formatados de acordo com as normas propostas pela

Revista Brasileira de Saude e Produgao Animal.
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Capitulo 1
Suplementac¢io oral com vitamina E e selénio: integridade da membrana espermatica e
qualidade do sémen fresco de touros jovens da raca Brangus em pastejo
Oral supplementation with vitamin E and selenium: spermatic membrane integrity and fresh
semen quality of young Brangus bulls in grazing.

Resumo — O trabalho foi realizado com o objetivo de verificar se a integridade da
membrana espermatica e a qualidade do s€men fresco de touros jovens Brangus em pastejo
sao alteradas pela suplementacdo com vitamina E e selénio. Foram utilizados 17 touros da
raca Brangus com média de 24 meses de idade e peso vivo médio de 454 kg. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle (GC, sem suplementacgado de
vitamina E e selénio) e grupo suplementado com vitamina E e selénio (GS, 400 Ul de
vitamina E/dia + 0,1 mg de selénio/kg de matéria seca ingerida) adicionados ao concentrado.
Cada grupo foi mantido separado em piquetes formados por graminea forrageira Panicum
maximum cv. Mombagca e recebendo concentrado fornecido diariamente na quantidade de 4,5
kg/animal. A suplementagcdo com vitamina E e selénio foi realizada por 60 dias. Durante o
periodo experimental foram realizadas quatro coletas de sémen. O sémen foi coletado pelo
método da eletroejaculagdao. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado com medidas repetidas no tempo. Nao foi verificado efeito significativo da
suplementagdo com vitamina E e selénio (p>0,10) sobre a consisténcia testicular, volume do
ejaculado, concentragdo, motilidade, vigor, morfologia, integridade acrossomal e viabilidade
espermatica. Por outro lado, houve efeito da suplementacdo sobre a integridade da membrana
espermatica (p=0,0164). A suplementacdo oral com vitamina E e selénio, nos niveis
utilizados, ndo influenciou os parametros de qualidade do sémen fresco, porém promoveu
efeito positivo sobre a integridade funcional da membrana espermatica de touros jovens da

raga Brangus.
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Palavras chaves: antioxidantes, bovinos, espermatozoéide, estresse oxidativo

Summary — The work was carried through with the objective to verify if the sperm
membrane integrity and the fresh semen quality of young Brangus bulls are changed for
supplementation with vitamin E and selenium. Seventeen Brangus bulls with 24 months of
mean age and 454 kg of average live weight were used. The animals were divided randomly
into two groups: control group (GC, without supplementation of vitamin E and selenium) and
supplemented with vitamin E and selenium group (GS, 400 IU of vitamin E/day + 0.1 mg of
selenium/kg of dry mater intake) added to concentrate. Each group was kept in separate areas
formed by forage grass Panicum maximum cv. Mombasa and receiving concentrate supplied
daily in amount of 4.5 kg/animal. The supplementation with vitamin E and selenium was
carried out for 60 days. During the experimental period four semen collections were realized.
Semen was collected by the method of eletroejaculation. The experiment was installed in a
completely randomized design with repeated measures over time. There was no significant
effect of supplementation with vitamin E and selenium (p>0.10) on the testicular consistency,
ejaculate volume, concentration of spermatozoa, percentage of motile spermatozoa, spermatic
vigor, spermatozoa morphology, percentage of intact acrosomes and sperm viability.
Furthermore, there was significant effect of treatment on the sperm membrane integrity
(p=0.0164). The oral supplementation with vitamin E and selenium, at levels used, did not
influence the parameters of seminal quality, however promoted positive effect on the
functional of spermatic membrane integrity of young Brangus bulls.

Keywords: antioxidants, bovine, spermatozoa, oxidative stress
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1. Introducao

Além de nutrientes constantemente estudados como energia e proteina, as vitaminas e
minerais também podem afetar a funcao reprodutiva (Dunn & Moss, 1992), contudo os papéis
especificos desses nutrientes em tecidos reprodutivos ainda ndo estdo bem definidos. Alguns
autores atribuem importancia a algumas vitaminas e minerais na reproduc¢do por participarem
de um sistema antioxidante, protegendo as células do estresse oxidativo e de danos na
membrana e DNA (Aitken et al., 1989; Sharma & Agarwal, 1996).

O estresse oxidativo ¢ causado por um desequilibrio entre a formagao e a remocao das
espécies reativas ao oxigénio (EROs) no organismo, decorrente da diminuicdo dos
antioxidantes endogenos ou do aumento na geragdo de espécies oxidantes (Halliwell, 1991).
Ele tem sido identificado como uma das causas da infertilidade masculina, pois pode provocar
severos danos aos espermatozoides (Sikka, 1996).

Os espermatozodides sdo susceptiveis a danos peroxidativos por apresentarem grande
quantidade de 4cidos graxos poliinsaturados presentes em sua membrana plasmética e
associada a baixas concentragdes de enzimas antioxidantes em seu reduzido citoplasma
(Aitken, 1994).

Para prevenir ou reduzir os efeitos causados pelo estresse oxidativo, o organismo esta
equipado com diversos mecanismos de defesa antioxidante. Nesse contexto, a vitamina E e o
Selénio desempenham papéis importantes, participando da estrutura ou como co-fatores de
enzimas antioxidantes (Koury & Donangelo, 2003).

A vitamina E ¢ um antioxidante lipossoliivel e representa a principal defesa contra a
lesdo oxidativa das membranas celulares, sendo um eficiente inibidor da peroxidacao lipidica
(Quinn, 2004). Ja o selénio, tem suas funcdes metabdlicas associadas a captacdo de radicais

livrtes e modulacio do estresse oxidativo, funcionando como co-fator da glutationa
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peroxidase, enzima que evita a lesdo dos componentes celulares pelos peroxidos (Alvarez &
Moraes, 2006).

Apesar de discutida a acdo isolada do Selénio e da Vitamina E sobre a reproducao
animal, a acdo conjunta desses nutrientes apresenta poucos e controversos resultados. Na
espécie bovina, ndo se tem encontrado referéncias bibliograficas sobre o efeito desses
nutrientes nos parametros reprodutivos de machos. Sendo assim, objetivou-se com este
trabalho estudar o efeito da suplementacdo oral com vitamina E e selénio sobre a integridade
da membrana espermatica e qualidade do sémen fresco de touros jovens da raca Brangus.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno — GAP, localizada no municipio de
Jaciara, Mato Grosso, durante o periodo de junho a setembro de 2008. O municipio de Jaciara
encontra-se na altitude de 367 metros acima do nivel do mar, latitude 15°57°55”" sul e
longitude 54°58°06°” oeste. O clima da regido ¢ tropical quente e imido, com duas estacdes
bem definidas, verdao chuvoso (outubro a margo) ¢ inverno seco (abril a setembro). A

temperatura média anual € 28°C, e pluviosidade média anual de 2000 mm (INMET, 2009).
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Grafico 1 — Dados meteoroldgicos (temperatura minima, temperatura maxima e temperatura
média) da regido de Jaciara, MT — 02/06/2008 — 17/09/2008.
Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA (INMET)
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Foram utilizados 17 touros da raga Brangus, com média de 24 meses de idade e peso
vivo (PV) médio de 454 kg. Todos os touros utilizados encontravam-se em repouso sexual.
Dez dias antes do experimento, os animais foram vermifugados (Doramectina, Dectomax®,
Pfiser Satilde Animal) e tratados com ectoparasiticida (Cipermetrina + Ethion, Ciperthion®,
Shering-Plough). E em seguida foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos:

- Grupo Controle (GC) - Sem suplementagdao adicional de vitamina E e selénio,
contendo 9 animais;

- Grupo Suplementado (GS) — Suplementados com uma associagao de vitamina E e
selénio, constituido de 8 animais.

Cada grupo foi mantido separado em piquetes de 7,35 ha de area, formados por
pastagem de Panicum maximum cv. Mombaca com disponibilidade de 3.015 kg de matéria
seca (MS) /ha. Todos os animais experimentais receberam concentrado balanceado (Tabelas 1
e 2) fornecido uma vez ao dia (4,5 kg/animal). O concentrado foi formulado para ganho de

peso de 1 kg/dia, e dgua ad libitum.

Tabela 1. Composicao porcentual do suplemento fornecido aos
animais experimentais

Ingrediente Quantidade (%)

Farelo de soja 27,50

Milho grao moido 67,25

Calcario 1,50

Flor de Enxofre 0,25

Uréia Pecuaria 0,50

Sal mineral 88* 3,00

*Niveis de garantia por kg do produto: Fésforo — 88g; Calcio — 154g; Cobre — 1700mg; Enxofre — 12g;
Cobalto — 200mg; Manganés — 1300mg; Zinco — 5000mg; Iodo — 130mg; Selénio — 20mg; Magnésio — 6mg;
Sédio — 130mg.

Durante 60 dias do periodo experimental, os animais do GS receberam vitamina E (a-

tocoferol, Agrocria Nutricdo Animal) e Selénio (selenito de sddio, Agrocria Nutricdo Animal)
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adicionados ao concentrado, de modo a fornecer 400 UI de vitamina E/animal/dia e 0,Img de
selénio/kg de MS ingerida.

O periodo experimental teve a duragdo de total de 75 dias. Neste periodo foram
realizadas quatro avaliagdes espermaticas, sendo a primeira antes do inicio da suplementagao
(coleta 1), com 30 dias de suplementagado (coleta 2), com 60 dias de suplementagdo (coleta 3)
e a ultima 15 dias apos o término da suplementagdo (coleta 4) com a finalidade de observar se
haveria ou ndo efeito residual da suplementagdo com vitamina E e selénio sobre os
parametros espermaticos. Antes do periodo de suplementagdo, os animais passaram por um
periodo de adaptacao ao manejo e ao concentrado de 10 dias.

Tabela 2. Analise bromatologica do suplemento concentrado e da graminea forrageira

Nutrientes Concentrado (%) Pastagem (%)
Matéria seca (MS) 90,00 37,99
Fibra em detergente neutro (FDN) 29,40 67,57
Proteina Bruta (PB) 21,00 6,23
Extrato etéreo (EE) 2,50 1,05
Matéria Mineral (MM) 8,43 7,80

Para a coleta de sémen, os animais foram contidos em tronco apropriado, e apos a
limpeza do pénis e prepucio, a consisténcia testicular (CONST) foi avaliada e classificada em
escala de um a cinco, onde 1 foi considerado o testiculo duro e 5 foi considerado o testiculo
mole (Reichenbach et al., 2008).

A coleta de sémen foi realizada pelo método de eletroejaculagdo (Eletrovet®, Eletro
Veterinaria Ltda.) e o ejaculado acondicionado em tubo coletor graduado, devidamente

identificado, isolado de choque térmico e luz.

As amostras de s€émen obtidas foram avaliadas para caracteristicas macroscopicas e
microscopicas. As caracteristicas macroscopicas avaliadas foram volume, aspecto e coloragao

do ejaculado. O volume do ejaculado (VOL) foi aferido diretamente no tubo coletor graduado
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em mL. O aspecto foi classificado em aquoso, semi-leitoso, leitoso e cremoso. J& a coloragao

em translicida, branca turva, branca, branca leitosa e opaca.

As analises microscopicas de motilidade (MOT) espermatica e vigor (VIG) foram
realizadas no momento da coleta (CBRA, 1998). Imediatamente ap0ds a coleta foram retiradas
aliquotas de sémen para avaliagdes da: morfologia espermatica, através da técnica de
preparacao umida analisada em microscopio de contraste de fases (Alphaphot, Nikkon®) com
aumento de 1000 vezes em imersdo (Barth & Oko, 1989), sendo as alteragdes morfologicas
classificadas em defeitos maiores (DEFMA), defeitos menores (DEFME) e defeitos totais
(DEFTOT) (CBRA, 1998); concentracao espermatica (CONC) (CBRA, 1998); numero total
de espermatozdides por ejaculado (TOTEJA) (CBRA, 1998); coloragdo de eosina-nigrosina
(EOS) (WHO, 1992); coloragao acrossomal simples (POPE) (Pope et al., 1991); teste de
expansao hipo-osmotico (HIPO) (Jeyendran et al., 1984) e avaliacdo da reagdo acrossomica
através da coloragdo tripla (Harayama et al., 1993). As andlises laboratoriais foram realizadas
no Laboratério de Biotecnologia e Reproducdo Animal (LABRA) da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterindria (FAMEV) da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT), localizado no municipio de Cuiaba.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com medidas
repetidas no tempo, sendo cada animal considerado como unidade experimental e cada uma
das coletas de sémen foi considerada como uma medida repetida no tempo. Os dados foram
analisados através da ANAVA com nivel de significancia de 10%, sendo utilizado o programa
estatistico SAS (SAS, 2001). Algumas variaveis foram transformadas para serem analisadas
como dados paramétricos. Os dados estdo apresentados na forma de média e erro padrao da

média dos dados originais.
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3. Resultados e Discussiao
A consisténcia testicular (CONS) nao diferiu (p>0,10) entre os animais do grupo

controle (3,19 = 0,07) e do grupo suplementado com vitamina E e selénio (3,03 + 0,07).

Também nao foi observado efeito da coleta e da interacdo entre tratamento e coleta para esta

variavel (p>0,10). A consisténcia testicular pode refletir condigdes de anormalidades como

hipoplasias, degeneragdes e inflamacGes, bem como a funcionalidade testicular

(Dode et al., 2004). De acordo com Reichenbach et al. (2008), touro em idade reprodutiva

deve apresentar consisténcia testicular elastica e firme, condizendo assim, com os valores

encontrados neste trabalho para esta variavel.
Para as variaveis volume do ejaculado (VOL) e concentragdao espermatica (CONC)

nao foram demonstrados efeitos estatistico significativos da suplementagdao com vitamina E e

selénio, da coleta e da interacdo entre coleta e tratamento (p>0,10) (Tabela 3).

Tabela 3 — Média + erro padrdo da média (EPM) e nivel de probabilidade (P) de efeito de
tratamento das varidaveis consisténcia testicular (CONS), volume (VOL),
concentragdo espermatica (CONC), numero total de espermatozdides por
ejaculado (TOTEJA), motilidade espermatica (MOT), vigor espermatico (VIG),
defeitos maiores (DEFMA), defeitos menores (DEFME) e defeitos totais

(DEFTOT) das amostras seminais de touros Brangus ndo suplementados (GC) ou
suplementados com vitamina E e selénio (GS)

Variaveis GC GS P*
CONS 3,19+0,07 3,03 +0,07 0,1434
VOL (mL) 6,43 £ 0,76 5,61 £0,46 0,5333
CONC (xlOé/mL) 48,28 + 6,67 36,41 + 6,45 0,2100
TOTEJA (x106) 333,42 + 58,98 175,96 £ 23,71 0,0111
MOT (%) 60,83 £ 3,20 61,13 +2,56 0,7531
VIG (0-5) 2,70 +£ 0,09 2,59+0,12 0,4585
DEFMA (%) 9,45 + 1,60 90,47+ 1,24 0,9074
DEFME (%) 4,33+ 0,62 4,84 £0,76 0,4150
DEFTOT (%) 13,79 £ 1,70 14,32 £ 1,57 0,8692

(*) Valor calculado pela analise de varidncia, sendo considerado como efeito significativo quando P<0,10
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Comparando os valores obtidos para a variavel volume com dados presentes na
literatura, podemos verificar que as médias encontradas no grupo controle (6,43 = 0,76 mL) e
no grupo suplementado (5,61 + 0,46) do presente experimento, foram inferiores a média
descrita por Chacur et al. (2007), que trabalhando com touros Brangus de 36 meses de idade
no periodo chuvoso do ano e utilizando a eletroejaculagao para obtengdao do ejaculado,
encontraram volume seminal de 7,68 + 0,62 mL. Todavia, deve-se ressaltar que ejaculados
com volume entre 5 ¢ 8§ mL, quando obtidos pelo método de eletroejaculagdo sao
considerados dentro dos padrdes normais para espécie bovina (CBRA, 1998). Segundo
Reichenbach et al. (2008) o volume do ejaculado obtido pelo método da eletroejaculagdao nao
pode ser mensurado com seguranca, uma vez que existem touros com respostas variadas de
sensibilidade aos estimulos elétricos.

Em relacdo a varidvel numero total de espermatozoides por ejaculado (TOTEJA) foi
observado efeito significativo da suplementacdo com vitamina E e selénio (p=0,0111). Os
animais do grupo controle apresentaram maior TOTEJA comparando-se ao grupo
suplementado. O TOTEJA ¢ calculado em fun¢do do VOL e da CONC, variaveis estas que
ndo diferiram estaticamente entre os tratamentos. Apesar de ndo ter sido possivel verificar
diferencas estatisticas, tanto o VOL como a CONC do grupo controle, demonstraram maiores
valores absolutos em relagdo ao grupo suplementado, fato este que poderia explicar o maior
TOTEJA observado no grupo controle (Tabela 3).

As médias obtidas para as variaveis CONC e TOTEJA no grupo controle do presente
estudo superaram as descritas por Chacur et al. (2007), que encontraram concentra¢dao
espermatica de 34,32 + 2,83 (x10°/mL) e total de espermatozoides por ejaculado de 289,13 +
61,83 (x10°) em animais da mesma raca do presente estudo.

Corroborando com os resultados deste trabalho, Xavier et al. (2008) ndo observaram

efeito da suplementagdo com 0,3 UI vitamina E/kg de PV e 0,1 mg/kg de PV de selénio no
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volume e concentracdo espermatica de caprinos suplementados, quando comparados aos
animais do grupo controle. E Bartle et al. (1980) ndo encontraram alteragdes no volume,
concentracdo espermatica e total de espermatozoides por ejaculado de touros da raga
Holandesa tratados com selénio via inje¢do intra-muscular de 5, 10, 20 e 40 mg de selenito de
sodio.

Nao foi registrado efeito (p>0,10) da suplementacdo com vitamina E e selénio para as
variaveis motilidade espermatica (MOT) e vigor (VIG) (Tabela 3). Para estas mesmas
variaveis, também nao foi demonstrado efeito (p>0,10) da coleta e da interacao tratamento e
coleta. Resultados semelhantes foram encontrados por Xavier et al. (2008), que nao
observaram efeito da suplementacdo com vitamina E e selénio nos parametros vigor e
motilidade espermatica de caprinos submetidos a insulagdo escrotal. Bartle et al. (1980)
também nao encontraram diferenga na motilidade espermatica de touros tratados com selénio.

Os valores obtidos neste estudo para as varidveis MOT e VIG foram similares aos
encontrados por Moraes et al. (1998) em touros das racas Aberdeen Angus e Brangus. Por
outro lado, Chacur et al. (2007) trabalhando com touros Brangus, encontraram valores para
motilidade de 51,20 + 2,62 (%) e para vigor espermadtico de 1,93 + 0,05, valores portanto,
inferiores aos observados no presente experimento.

A motilidade e o vigor sdo parametros que apresentam relacdo com a fertilidade do
sémen (Reichenbach et al., 2008). Entretanto sdo altamente susceptiveis a influéncias externas
como temperatura do material utilizado na avaliacdo, contaminagdo da amostra por urina e
tempo decorrido entre a coleta e a andlise da amostra (Hatamoto, 2004), além de serem
varidveis avaliadas por métodos subjetivos, o que poderia explicar a divergéncia entre os
resultados obtidos por este trabalho com os resultados observados na literatura.

Quando se avaliou a morfologia espermatica, ndo foi observado efeito (p>0,10) da

suplementag¢do com vitamina E e selénio sobre o conjunto de varidveis formado por defeitos
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maiores (DEFMA), defeitos menores (DEFME) e defeitos totais (DEFTOT) (Tabela 3).
Também nao foi registrado efeito (p>0,10) da interagdao entre tratamento e coleta sobre este
conjunto de variaveis.

Contrastando os resultados obtidos no presente trabalho, Xavier et al. (2008), apds
submeterem caprinos a 18 dias de insulacdo escrotal, realizaram a avaliagdo da morfologia
espermatica, € encontraram maior quantidade de espermatozédides normais nos animais
suplementados com selénio e vitamina E, em comparacdo com os animais nao suplementados
(65% e 26,5%, respectivamente). Segundo Hatamoto (2004) o efeito da vitamina E sobre as
alteragdes morfologicas ¢ controverso, e dependente da dose utilizada e do requerimento
diario desta vitamina.

Comparando os resultados de DEFMA, DEFME e DEFTOT com dados presentes na
literatura, podemos verificar que os valores encontrados neste trabalho foram inferiores aos
descritos por Chacur et al. (2007), que encontraram 20,73 + 1,90 % de defeitos maiores; 20,44
+1,70 de defeitos menores e 30,43 + 3,4 % de defeitos totais em touros da ragca Brangus.

Em relacdo a variavel viabilidade espermatica (EOS), ndo foi observado efeito
(p>0,10) da suplementagdo com vitamina E e selénio (Tabela 4), da coleta e da interagdo entre
tratamento e coleta. A andlise desta variavel através do teste de eosina/nigrosina ¢ considerada
como importante indicador da integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides
(Dode et al., 2004), uma vez que o principio deste teste consiste na penetracdo e difusdo do
corante em células mortas, ao passo que nos espermatozoides vivos, portadores de membranas
celulares intactas, isso ndo ocorre (Reichenbach et al., 2008).

Através dos resultados obtidos pelo teste de expansdo hipo-osmotico, observou-se
maior porcentagem (p=0,0164) de espermatozdides com membrana plasmatica integra
(HIPO) no GS em comparagdo ao GC (Tabela 4), demonstrando efeito positivo da

suplementagdo com vitamina E e selénio sobre a integridade da membrana espermatica. Para
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esta variavel, ndo foi verificado efeito (p>0,10) de coleta e da interagdo entre tratamento e

coleta.

Tabela 4 — Média + erro padrao da média (EPM) e nivel de probabilidade (P) das variaveis

viabilidade espermatica (EOS), espermatozdides com membrana plasmatica
integra (HIPO), espermatozdéides com acrossoma integro (POPE),
espermatozodides vivos com acrossoma intacto (TR1-1), espermatozdides vivos
com reagdao acrossomica (TRI-2), espermatozdides mortos com acrossoma
intacto (TRI 3) e espermatozoides mortos com reagdo acrossomica degenerativa
(TRI 4) das amostras seminais de touros Brangus ndo suplementados (GC) ou
suplementados com vitamina E e selénio (GS)

Variaveis GC GS p*
EOS (%) 77,12 £ 2,02 79,31 +£2,28 0,3287
HIPO (%) 26,70 £2,89 35,71 £2,98 0,0164
POPE (%) 89,78 + 3,83 97,76 + 2,28 0,9101
TRI 1 (%) 91,64 + 1,28 88,74 + 1,84 0,2246
TRI2 (%) 0,51 +£0,10 0,57+0,15 0,6941
TRI 3 (%) 5,84 £ 0,99 7,52 +1,22 0,2823
TRI 4 (%) 2,04 + 0,67 3,16 0,82 0,3644

(*) Valor calculado pela analise de varidncia, sendo considerado como efeito significativo quando P<0,10

Corroborando com oS resultados encontrados neste estudo,

Kolodzieg & Jacyno (2005) verificaram maior resisténcia ao teste osmotico nos

espermatozodides de cachacos suplementados com 0,5 mg de selénio + 60 mg de vitamina

E/kg de dieta, ou seja duas vezes a quantidade requerida destes nutrientes para esta espécie,

em relagdo aos animais suplementados com niveis de vitamina E e selénio na dieta somente

para atender suas exigéncias.

Nao foi possivel verificar diferenga estatisticamente significativa (p>0,10) entre os

grupos estudados para a porcentagem de espermatozdides com acrossoma integro (POPE). No

entanto, podemos verificar diferencas entre os valores absolutos referentes aos grupos em

questdo, sendo que houve maior porcentagem de células com acrossoma integro no grupo
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suplementado com vitamina E e selénio em relagdo ao grupo controle (Tabela 4). Nao foi
registrado efeito (p>0,10) de coleta e de interacdo entre tratamento e coleta para esta variavel.

Xavier et al. (2008) trabalhando com caprinos mantidos em regime de confinamento,
nao verificaram efeito da suplementagdo com vitamina E e selénio sobre a porcentagem de
espermatozdides com integridade acrossomal. E Bartle et al. (1980) avaliaram o sémen obtido
por vagina artificial de touros da raga Holandesa e ndo observaram efeito do tratamento com
selénio sobre a porcentagem de acrossomas intactos.

O efeito positivo da suplementagdo com vitamina E e selénio sobre a integridade das
membranas plasmatica e acrossomal encontrado neste experimento, poderia ser explicado
pelos papéis desempenhados por estes nutrientes, uma vez que a vitamina E atua como
antioxidante lipossolivel na membrana celular (Quinn, 2004) e o selénio age como
componente da glutationa peroxidase, enzima que atua reduzindo os perdxidos formados
(Zanetti et al., 1998), sendo importante para a manutencdo da integridade estrutural do
espermatozodide (Surai et al., 1998).

Quando se avaliou os resultados obtidos pela coloragao tripla, ndo se observou efeito
do tratamento (p>0,10) e da interacdo entre tratamento e coleta (p>0,10) sobre a porcentagem
de espermatozoides vivos com acrossoma intacto (TRI 1), espermatozoides vivos com reacao
acrossomica (TRI 2), espermatozdides mortos com acrossoma intacto (TRI 3) e
espermatozdides mortos com reacao acrossomica degenerativa (TRI 4) (Tabela 4).

A observagdo da ocorréncia de reagdo acrossomal nos espermatozdides de um
ejaculado indica que esta reacdo ocorreu precocemente. A reagdo acrossomal tem a finalidade
de tornar o espermatozodide habil a penetrar na zona pelicida do 6vulo e expor seu segmento
equatorial para que ocorra fusdo entre as membranas dos gametas. No entanto, para que

ocorra esta reacdo, ¢ necessario que haja a capacitacdo espermadtica, processo este que deve
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ocorrer no trato genital feminino com a remo¢dao dos componentes decapacitantes da
membrana plasmatica dos espermatozoides (Gongalves et al., 2001).

Na literatura, ndo se tem encontrado trabalhos que objetivaram avaliar a agdo conjunta
do selénio com a vitamina E sobre os parametros seminais de bovinos. Resultados
semelhantes aos obtidos neste experimento foram encontrados por alguns pesquisadores,
porém trabalhando com outras espécies. Castellini et al. (2002) nao verificaram efeito da
suplementagdo com 200 mg de vitamina E/kg de dieta + 0,5 ppm de selénio sobre o
percentual de espermatozdides moveis, viabilidade espermatica e ocorréncia de reagao
acrossOmica no sémen de coelhos. Por outro lado, Kolodzieg & Jacyno (2005) observaram
maior concentragdo espermatica (p<0,05), maior numero de espermatozdides totais (p<0,05),
maior porcentagem de espermatozdides com acrossoma integro (p<0,01) e menor
porcentagem de defeitos morfologicos (p<0,05) no sémen de cachacos suplementados com
0,5 mg de selénio + 60 mg de vitamina E/kg de dieta em relagdo aos animais tratados com
0,2 mg de selénio + 30 mg de vitamina E/kg de dieta, niveis estes de requerimento para
cachacos em crescimento (NRC, 1998).

Para bovinos de corte nas fases de crescimento e terminacdo, a exigéncia didria de
selénio de acordo com o NRC (1996) ¢ de 0,1 mg/kg de MS ingerida. Considerando a
categoria e peso vivo médio dos animais deste experimento, estimou-se o consumo de matéria
seca (CMS) e obteve-se a quantidade de 12 kg de CMS/dia. Logo, a exigéncia de selénio para
estes animais foi de 1,2 mg/dia. Ja o requerimento de vitamina E para a categoria animal em
questdo, varia entre 50 a 100 Ul de vitamina E/dia (NRC, 1996). Neste experimento os
animais de ambos os grupos foram mantidos em sistema de pastejo e recebendo 4,5 kg de
concentrado fornecido diariamente. Deste modo, para se obter as estimativas da quantidade

total de vitamina E e de selénio fornecida aos animais estimou-se as quantidades destes



73

nutrientes provenientes da ingestdo de forragem e do concentrado (McDowell, 1999;
NRC, 1996).

Logo, o total de vitamina E e selénio fornecido aos animais experimentais foi obtido
em funcao da soma dos valores estimados destes nutrientes na forragem e de suas quantidades
ingeridas no concentrado, € no caso do GS, foram acrescidas as quantidades provenientes da
suplementagdo. Para vitamina E, ndo foi considerada quantidade proveniente da graminea
forrageira, pois segundo o NRC (1996) nao sao encontrados valores significativos de vitamina
E na maioria das gramineas.

Baseando-se nas estimativas calculadas e considerando a biodisponibilidade do
selenito de so6dio em torno de 40%, foi observado que os animais do GC receberam
diariamente 58 Ul de vitamina E e 1,98 mg de selénio (Tabela 5), ultrapassando portanto os
niveis de requerimentos destes nutrientes para a categoria animal estudada. Ja os animais do
GS receberam diariamente 458 UI de vitamina E e 2,46 mg de selénio (Tabela 5), ou seja,
niveis de vitamina E quatro vezes maiores que o exigido, e niveis de selénio duas vezes
maiores que o requerido. Este fato ajudaria explicar a auséncia de efeito da suplementagdo na
maioria das varidveis estudadas, uma vez que em ambos os grupos avaliados, as exigéncias
tanto de vitamina E quanto de selénio estavam sendo supridas.

Tabela 5 - Consumo estimado didrio de vitamina E e selénio na graminea forrageira, no
concentrado, na graminea forrageira + concentrado (situagdo do grupo controle,

GC) e na graminea forrageira + concentrado + suplementacdo (situagdo do grupo
suplementado com vitamina E e selénio, GS) dos animais experimentais

Fonte Vitamina E (UI) Selénio (mg)
Graminea forragetra e 0,5285
Concentrado 58 1,4517
Graminea forrageira + Concentrado (GC) 58 1,9802

Graminea forrageira + Concentrado + Suplementagao (GS) 458 2,4600
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E importante ressaltar que a estratégias de manejo nutricional utilizada no presente
experimento, ndo ¢ utilizada na maioria das propriedades brasileiras, onde os touros sdo
mantidos em sistema de pastejo extensivo e, na maioria das vezes suplementados apenas com
mistura mineral.

Levando-se em conta os resultados obtidos, pode-se concluir que a suplementacgao
com vitamina E e selénio, nos niveis utilizados e nas condi¢cdes de manejo do presente
experimento, nao influenciou o conjunto de varidveis formado pela consisténcia testicular,
volume, concentracdo, motilidade, vigor, defeitos, viabilidade espermatica, integridade
acrossomal e reacdo acrossdmica, porém promoveu efeito positivo sobre a integridade
funcional de membrana espermatica de touros jovens da raga Brangus suplementados a pasto
no periodo seco do ano.
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Capitulo 2
Integridade da membrana espermatica e qualidade do sémen criopreservado de touros
jovens da raca Brangus suplementados com vitamina E e selénio
Spermatic membrane integrity and cryopreserved semen quality of young Brangus bulls
supplemented with vitamin E and selenium
Resumo — Objetivou-se avaliar se a integridade da membrana espermatica e a qualidade do
sémen criopreservado de touros jovens Brangus sdo alteradas pela suplementacdo com
vitamina E e selénio. Foram utilizados 17 touros Brangus com média de 24 meses de idade e
peso vivo médio de 454 kg. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos:
grupo controle (GC) e grupo suplementado com vitamina E e selénio (GS, 400 UI de vitamina
E/dia + 0,1 mg de selénio/kg de matéria seca ingerida) adicionados ao concentrado. Cada
grupo foi mantido separado em piquetes formados pela graminea forrageira Panicum
maximum cv. Mombaga e recebendo concentrado fornecido diariamente na quantidade de 4,5
kg/animal. A suplementagcdo com vitamina E e selénio foi realizada por 60 dias. Durante o
periodo experimental foram realizadas quatro coletas de sémen. O sémen foi coletado pelo
método da eletroejaculagdo. Posteriormente, procedeu-se o congelamento das amostras
seminais, que foram armazenadas em botijdo criogénico at¢é o momento das andlises. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com medidas repetidas
no tempo. Nao foi observado efeito significativo (p>0,10) da suplementacdo com vitamina E
e selénio sobre motilidade, vigor, rea¢do acrossomica e viabilidade espermatica das amostras
de sémen criopreservadas. Por outro lado, foi observado efeito positivo (p=0,0213) da
suplementagdo com vitamina E e selénio sobre a integridade de membrana espermatica antes
e apds o processo de criopreservacdo do sémen. A suplementagdo oral com vitamina E e

selénio, nos niveis utilizados, ndo influenciou os parametros de qualidade do sémen
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criopreservado, no entanto minimizou o efeito deletério da criopreservagao sobre a
integridade funcional da membrana espermatica de touros jovens da raca Brangus.

Palavras chaves: antioxidantes, bovino, criopreservacao, espermatozoéide, estresse oxidativo
Summary — The work was carried through with the objective to evaluate if the sperm
membrane integrity and the cryopreserved semen quality of young Brangus bulls are changed
for supplementation with vitamin E and selenium. Seventeen Brangus bulls with 24 months of
mean age and 454 kg of average live weight were used. The animals were divided randomly
into two groups: control group (GC) and supplemented with vitamin E and selenium group
(GS, 400 IU of vitamin E/day + 0.1 mg of selenium/kg of dry mater intake) added to
concentrate. Each group was kept in separate areas formed by forage grass Panicum maximum
cv. Mombaga and receiving balanced concentrate daily in amount of 4.5 kg/animal. The
supplementation with vitamin E and selenium was carried out for 60 days. During the
experimental period, four semen collections were realized. Semen was collected by the
method of eletroejaculation. Subsequently, the semen samples were frozen and stored in
cryogenic cylinders until the time of analysis. The experiment was installed in a completely
randomized design with repeated measures over time. There was no significant effect
(p>0.10) of supplementation with vitamin E and selenium on motile, vigor, acrossomal
reaction and sperm viability of cryopreserved semen samples. Moreover, positive effect was
observed (p=0.0213) of supplementation with vitamin E and selenium on the sperm
membrane integrity before and after the process of semen cryopreservation. The oral
supplementation with vitamin E and selenium, at levels used, did not change the
cryopreserved seminal quality, however minimized the deleterious effects of cryopreservation
on the functional spermatic membrane integrity of young Brangus bulls.

Keywords: antioxidants, bovine, cryopreservation, spermatozoa, oxidative stress
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1. Introducao

Durante o processo de criopreservacao, os espermatozdides estao sujeitos a inimeras
situagdes que comprometem sua viabilidade e fertilidade, como a exposi¢do a temperaturas
nao fisiologicas, desidratacao e cristalizacao (Holt, 2000). Além destes, o estresse oxidativo ¢
considerado como um dos principais fatores responsaveis pelas injarias causadas ao
espermatozdide durante o processo de congelamento (Watson, 2000).

O estresse oxidativo ¢ definido como uma situagao onde existe concentragao elevada
de espécies reativas ao oxigénio (EROs) devido sua hiperproducdo ou diminui¢do dos
mecanismos de defesa antioxidantes (Pasqualotto et al., 2001). Apesar de serem originadas
pela atividade metabolica normal, as EROs responsaveis por este estresse, podem causar
danos estruturais significantes as membranas e, principalmente, ao material genético dos
espermatozodides (Aitken, 1995).

Ja foi demonstrado que o processo de congelagdo/descongelacdo do espermatozoide
bovino reduz em torno de 78% a concentragdo de glutationa reduzida (GSH), que ¢ uma
enzima que participa dos mecanismos de defesa antioxidante (Bilodeau et al., 1999), o que
poderia explicar alguns dos efeitos deletérios da crioconservagdo na viabilidade de gametas.
Assim, passa a ser de suma importancia a compreensdo desses mecanismos de defesa
antioxidante, e nesse contexto a vitamina E e o selénio passam a ter papéis fundamentais.

A vitamina E por sua lipossolubilidade, representa a principal defesa contra a lesdo
oxidativa das membranas celulares, sendo um eficiente inibidor da peroxidacao lipidica (Leite
& Sarni, 2003). A a¢do da vitamina E como antioxidante ¢ suplementada pela presenca da
enzima glutationa peroxidase, que catalisa a conversao de perdxidos organicos e perdxidos de
hidrogénio em alcodis ou 4gua, evitando assim que os peroxidos lesem componentes
celulares. A glutationa peroxidase por sua vez, contém o selénio como elemento de seu local

ativo (Fettman, 2003).
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Apesar da reconhecida importancia dos antioxidantes na prevengdo do estresse
oxidativo no sémen, ainda ha controvérsias sobre a importancia de cada uma das enzimas
envolvidas nesse processo. Com o intuito de melhorar os resultados do congelamento de
sémen bovino, este trabalho teve por objetivo, avaliar os efeitos da suplementagdo oral com
Vitamina E e Selénio sobre a integridade da membrana espermatica e qualidade do sémen
criopreservado de touros da raga Brangus, mantidos em pastejo o periodo seco do ano.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno — GAP, localizada no municipio de
Jaciara, Mato Grosso, durante o periodo de junho a setembro de 2008. O municipio de Jaciara
encontra-se na altitude de 480 metros acima do nivel do mar, latitude 16°02°30°’ sul e
longitude 54°59°45>” oeste. O clima da regido ¢ tropical quente e umido, com duas estacdes
bem definidas, verdo chuvoso (outubro a margo) e inverno seco (abril a setembro). A

temperatura média anual € 28°C, e pluviosidade média anual de 2000 mm (INMET, 2009).

Temperatura Ambiente - Jaciara/MT
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Grafico 1 — Dados meteorologicos (temperatura minima, temperatura maxima e temperatura
média) da regido de Jaciara, MT — 02/06/2008 — 17/09/2008.
Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA (INMET)
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Foram utilizados 17 touros da raga Brangus, com média de 24 meses de idade e peso
vivo médio de 454 kg. Antes do experimento, os animais foram vermifugados (Doramecina,
Dectomax®, Pfiser Saude Animal) e tratados com ectoparasiticida (Cipermetrina + Ethion,
Ciperthion®, Shering-Plough). E em seguida distribuidos aleatoriamente em dois grupos:

Grupo Controle (GC) - Sem suplementacao de vitamina E e selénio, contendo 9
animais;

Grupo Suplementado (GS) — Suplementados com associagdo de vitamina E e
selénio, constituido de 8 animais.

Cada grupo foi mantido separado em piquetes de 7,35 ha de area, formados pela
graminea Panicum maximum cv. Mombaga com disponibilidade de 3.015 kg de matéria seca
(MS)/ha. Todos os animais experimentais receberam suplemento concentrado (Tabelas 1 e 2)
fornecido uma vez ao dia (4,5 kg/animal). O suplemento concentrado foi formulado para
ganho de peso de 1 kg/dia e agua ad libitum.

Tabela 1. Composicdo porcentual do suplemento concentrado fornecido aos
animais experimentais

Ingrediente Quantidade (%)
Farelo de soja 27,50
Milho integral moido 67,25
Calcario 1,50
Flor de Enxofre 0,25
Uréia 0,50
Sal mineral 88* 3,00

*Niveis de garantia por kg do produto: Fosforo — 88g; Calcio — 154g; Cobre — 1700mg; Enxofre — 12g;
Cobalto — 200mg; Manganés — 1300mg; Zinco — 5000mg; lodo — 130mg; Selénio — 20mg; Magnésio — 6mg;
Sédio — 130mg.

Durante 60 dias do periodo experimental, os animais do GS receberam vitamina E (-
tocoferol, Agrocria Nutricdo Animal) e Selénio (selenito de s6dio, Agrocria Nutricdo Animal)

adicionados ao concentrado, de modo a fornecer 400 UI de vitamina E/animal/dia e 0,1mg de

selénio/kg de MS ingerida.
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Tabela 2. Analise bromatoldgica do suplemento concentrado e da graminea forrageira

Nutrientes Concentrado (%) Graminea forrageira (%)
Matéria seca (MS)* 90,00 37,99
Fibra em detergente neutro (FDN)** 29,40 67,57
Proteina Bruta (PB)** 21,00 5,85
Extrato etéreo (EE)** 2,50 1,05
Matéria Mineral (MM)** 8,43 11,60

*Com base na Matéria Natural
** Com base na Matéria Seca

O periodo experimental teve a duracdo de 75 dias. Neste periodo foram realizadas
quatro avaliagdes espermaticas, sendo a primeira antes do inicio da suplementagao (coleta 1),
com 30 dias de suplementagdo (coleta 2), com 60 dias de suplementacdo (coleta 3) e a ultima
15 dias apds o término da suplementacao (coleta 4) com a finalidade de observar se haveria
ou ndo efeito residual da suplementacdo com vitamina E e selénio sobre os parametros
espermaticos. Antes do periodo de suplementagdo, os animais passaram por um periodo de
adaptac¢ao ao manejo e ao concentrado de 10 dias.

Para obten¢ao dos ejaculados, empregou-se o método da eletroejaculagdo (Eletrovet®,
Eletro Veterinaria Ltda.) no qual os touros foram devidamente contidos em tronco apropriado,
protegendo-os de possiveis lesdes traumaticas. Para recepcao dos ejaculados, foram utilizados

sacolas plasticas descartaveis acopladas a um tubo Falcon previamente aquecido.

Imediatamente ap6s a coleta, o tubo coletor foi colocado em banho-maria a 37°C,
sendo mantido durante o processo de avaliagdo dos parametros macroscopicos €
microscopicos imediatos do sémen, quando entdo foi submetido ao processo de
criopreservacao.

Para o congelamento do sémen, o diluente utilizado foi o tris-citrato-frutose-gema. A
metodologia de congelamento utilizada foi a descrita Beconi et al. (1991). O sémen foi
envasado em palhetas francesas de 0,25 mL e mantidas criopreservadas e armazenadas em

botijao criogénico até 0 momento das analises. As analises foram realizadas no Laboratério de
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Biotecnologia e Reprodug¢dao Animal (LABRA) da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria (FAMEV) da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), localizado no
municipio de Cuiaba.

O descongelamento do sémen foi realizado colocando-se a palheta em banho-maria a
37°C por 30 segundos (Reichenbach et al., 2008). Logo apds, o sémen foi transferido para
frascos eppendorf de 1,5 ml previamente aquecidos, para entao serem avaliados.

As avaliagdes espermaticas foram realizadas logo apos a coleta (s€men fresco) e apds
o descongelamento (sémen criopreservado). Para a avaliacdo fisica do sémen, os seguintes
parametros foram considerados: motilidade espermatica progressiva retilinea e vigor
espermatico (CBRA, 1998).

Para avaliar a integridade da membrana espermatica foram utilizados o teste hipo-
osmotico, a coloragdo de eosina/nigrosina € a coloragao tripla.

O teste de expansdao hipo-osmotico foi realizado segundo a técnica descrita por
Jeyendran et al. (1984). A solucdo hipo-osmotica utilizada foi de 150 mOsmol. Como
controle, utilizou-se uma solucao iso-osmética de 300 mOsmol. O padrao de enrolamento de
cauda utilizado foi o descrito por Fonseca et al. (2005).

A coloracdo de eosina/nigrosina foi realizada utilizando-se a metodologia proposta por
WHO (1992). Esta metodologia permite avaliar a viabilidade espermatica através da
verificacdo da populagdo de espermatozoides vivos e mortos, pois a eosina s6 ¢ capaz de
penetrar células com membrana plasmatica lesada, corando-as em vermelho.

Para observacdo da reagdo acrossomica utilizou-se a técnica de
Harayama et al. (1993), a qual consiste na coloragdo tripla dos espermatozdides capacitados.
Para realizacdo desta técnica, trés corantes sdo empregados: o Trypan Blue que diferencia

vivos e mortos; o Rosa Bengala que cora apenas células com acrossoma intacto e o Bismarck
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Brown que cora a regido pos-acrossomal de marrom servindo para aumentar o contraste e
prevenindo coloragdes inespecificas desta regido pelo Rosa Bengala.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com medidas
repetidas no tempo, sendo cada animal considerado como unidade experimental e cada uma
das coletas de sémen foi considerada como uma medida repetida no tempo. Em cada
ejaculado foram comparados os valores pré e pds-congelamento. Os dados foram analisados
através da ANAVA com um nivel de significincia de 10% pelo programa estatistico SAS
(SAS, 2001). Algumas variaveis foram transformadas para serem analisadas como dados
paramétricos. Os dados estdo apresentados na forma de média e erro padrao da média dos
dados originais.

3. Resultados e Discussio

Em relagdao as varidveis motilidade (MOT) e vigor espermatico (VIG), ndo foi
verificado efeito da suplementacdo com vitamina E e selénio e também ndo houve efeito da
interagdo entre tratamento e criopreservacao do sémen (p>0,10). Por outro lado, houve efeito
da criopreservacao sobre este conjunto de variaveis (p<0,0001). Em ambos os tratamentos, o
sémen congelado/descongelado apresentou menores valores para MOT e VIG em relagdo ao
sémen fresco (Tabela 3).

Corroborando com os resultados obtidos neste experimento, Borges (2003) observou
diminuicdo significativa (p<0,05) nos percentuais de células moveis apos o congelamento de
sémen bovino. A motilidade ¢ um processo que requer maior demanda de energia e apresenta
relagdo positiva com a demanda de ATP, cuja sintese estd associada a capacidade funcional
das mitocondrias, sendo parte do estoque de energia consumido pelos espermatozoides
durante o processo de criopreservagdo, resultando na perda prematura da motilidade

espermatica (Holt, 2000). Esta diminui¢do na motilidade espermatica apds o processo de
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criopreservacao também estaria sendo induzida pelas espécies reativas ao oxigénio produzidas

durante o resfriamento, como sugerido por Beconi et al. (1991).

Tabela 3 — Média + erro padrdao da média das variaveis motilidade espermatica (MOT), vigor
espermatico (VIG), viabilidade espermatica (EOS), espermatozdides com
membrana plasmatica integra (HIPO), espermatozdides vivos com acrossoma
intacto (TR1 1), espermatozdides vivos com reagdo acrossdmica (TRI 2),
espermatozdides mortos com acrossoma intacto (TRI 3), espermatozdides mortos
com rea¢do acrossomica (TRI 4), do sémen fresco e do sémen criopreservado de
touros Brangus suplementados com vitamina E e selénio (Vit E + Se) e ndo
suplementados (controle)

Tempo
Sémen Fresco Sémen Pos-congelamento

Variaveis Controle Vit. E + Se Controle Vit. E + Se

MOT (%) 60,83 £3.20° 61,13 £2,56" 16,45 + 3,38° 22,95 + 4,29

VIG (0-5) 2,70 + 0,09 2,59 +0,12° 2,04 +0,23° 2,13+£0.21°

EOS (%) 77,12 £2,02° 79,31 £ 2,28° 76,83 £2,07° 76,99 + 3,73°

HIPO (%) 26,70 £2,89°* 3571 +2,98° 8,74 +1,41¢ 11,36 +2,32°

TRI 1 (%) 91,64+ 128" 88,74+ 1,84 15,00 + 4,08" 16,66 = 4,73°

TRI 2 (%) 0,51 +0,10° 0,57 + 0,15 0,13 +0,05° 0,33 + 0,30

TRI 3 (%) 5,84 +0,99° 7,52 +1,22° 83,47 +4,08° 81,33 +4,92°

TRI 4 (%) 2,04 £0,67° 3,16 £0,82% 1,38 +0.15° 1,66 +£0,31°

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,10), pelo Teste SNK.

A porcentagem de espermatozoéides vivos, avaliados pelo teste de eosina/nigrosina,

nao diferiu entre os grupos controle (77,48 + 1,58) e suplementado com vitamina E e selénio

(79,87 £ 1,98) antes do processo de criopreservacdo. Também apds o processo de

criopreservacao, nao foi observado diferenca entre os grupos controle (78,57 £ 1,89) e

suplementado (79,39 + 3,23) (Tabela 3). Estes resultados demonstram que ndo houve efeito

(p>0,10) da suplementacdo, do processo de criopreservacdo e da interacdo entre

suplementagdo e criopreservagao sobre a viabilidade espermatica (EOS).
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A manutencdo da viabilidade espermatica observada apds o processo de
criopreservacao indica que o resfriamento foi realizado de modo adequado neste experimento.
E durante o periodo de resfriamento que os fosfolipidios do diluidor interagem com os
lipidios da membrana plasmatica dos espermatozodides, conferindo-lhes maior resisténcia ao
choque térmico e auxiliando na preservacao da integridade celular. Com os periodos de
resfriamento e equilibrio controlados, os espermatozoides ao invés de sofrerem choque
térmico, sofrem modificagdes graduais na membrana plasmatica e de fluxos i0nicos,
resultando em maior resisténcia celular durante o congelamento (Watson, 1995).

Contrariando os resultados obtidos no presente trabalho, Ruiz et al. (2007) trabalhando
com amostras seminais obtidas pelo método da vagina artificial, de carneiros de 3 anos de
idade da raga Merino, observaram diminui¢do significativa (p<0,05) da viabilidade
espermatica apds o processo de criopreservagdo (87,8% e 58,4% no sémen fresco e pos-
descongelamento, respectivamente). De acordo com Chatterjje & Gagnon (2001) as alteracdes
da membrana plasmatica induzidas pela excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio
poderiam ser responsaveis pela diminui¢do da viabilidade espermatica durante o processo de
criopreservacao.

Através dos resultados obtidos pelo teste de expansdo hipo-osmotico, observou-se
maior porcentagem de espermatozdides com membrana plasmatica integra (HIPO) no GS em
comparagdo ao GC tanto no sémen fresco quanto no sémen criopreservado (p=0,0213).
Também foi verificado efeito deletério da criopreservacao sobre esta variavel (p<0,0001), no
entanto a suplementacdo com vitamina E e selénio atuou minimizando este efeito (Tabela 3),
demonstrando assim, efeito positivo da suplementagdo sobre a integridade da membrana
espermatica. Este fato poderia ser explicado pelos papéis desempenhados pelos nutrientes em
questdo, uma vez que a vitamina E atua como antioxidante lipossolivel na membrana celular

(Quinn, 2004) e o selénio age como componente da glutationa peroxidase, enzima que atua
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reduzindo os peroxidos formados (Zanetti et al., 1998), sendo importante para a manutengao
da integridade estrutural do espermatozdéide (Surai et al., 1998).

Corroborando com os resultados encontrados neste estudo, Borges (2003) trabalhando
com sémen de bovinos, observou efeito negativo (p<0,05) do processo de criopreservagao
sobre a porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra.

Quando se avaliou os resultados obtidos pela coloragdo tripla, ndo foram observados
efeitos (p>0,10) da suplementacdo com vitamina E e selénio e da intera¢do entre tratamento e
criopreservacgao sobre o conjunto de variaveis formado pela porcentagem de espermatozoides
vivos com acrossoma intacto (TRI 1), espermatozoides vivos com reagdo acrossomica (TRI 2)
e espermatozoides mortos com acrossoma intacto (TRI 3). E foi demonstrado efeito negativo
da criopreservagdo sobre este conjunto de variaveis (p<0,10) (Tabela 3).

Em relacdo a variavel porcentagem de espermatozoides mortos com reagdo
acrossomica degenerativa (TRI 4), ndao foi possivel verificar efeito (p>0,10) da
suplementag¢do, da criopreservagdo e da interagdo entre suplementacao e criopreservagao.

Neste experimento, a suplementacdo com vitamina E e selénio na dieta de touros foi
utilizada para verificar se haveria redugdo dos danos de membrana plasmatica e da queda na
qualidade do sémen decorrentes do processo de criopreservacdo. Quando as células sdo
congeladas, elas estdo sujeitas a inumeras situagdes que comprometem sua viabilidade como a
exposicdo a temperaturas ndo fisiologicas, desidratacdo, alteragdes na membrana,
cristalizacdo e estresse oxidativo (Holt, 2000; Watson, 2000). Também ja foi demonstrado
que o processo de congelagcdo/descongelacdo reduz os mecanismos de defesas antioxidantes
nos espermatozoides bovinos (Bilodeau et al., 1999).

Na literatura ndo se tem encontrado trabalhos que avaliaram a acdo conjunta do
selénio com a vitamina E sobre os parametros do s€émen criopreservado de bovinos. Bartle et

al. (1980) nao encontraram alteracoes na motilidade espermatica e no percentual de
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acrossomas integros, no sémen criopreservado de touros da raga Holandesa tratados com
selénio via inje¢do intra-muscular de selenito de sddio. Hatamoto (2004) nao observou efeito
da suplementacao oral com vitamina E sobre a motilidade espermatica, vigor, integridade de
membrana e percentual de acrossomas integros no s€émen criopreservado de caes.

De acordo com o NRC (1996) a exigéncia diaria de selénio para bovinos de corte nas
fases de crescimento e terminacdo, ¢ de 0,1 mgkg de MS ingerida. Levando-se em
consideragdo o peso vivo médio e a categoria dos animais deste experimento, estimou-se o
consumo de matéria seca (CMS) e obteve-se a quantidade de 12 kg de CMS/dia. Sendo assim,
o requerimento diario de selénio para estes animais foi de 1,2 mg. Ja o requerimento diario de
vitamina E para a categoria animal avaliada neste experimento, varia entre 50 a 100 UI de
vitamina E (NRC, 1996). No presente trabalho, os dois grupos de animais estudados foram
mantidos em sistema de pastejo e recebendo 4,5 kg de concentrado fornecido diariamente.
Deste modo para se obter as estimativas da quantidade total de vitamina E e de selénio
fornecida aos animais, estimou-se as quantidades destes nutrientes provenientes da ingestao
de forragem e do concentrado (McDowell, 1999; NRC, 1996).

Logo, o total de vitamina E e selénio fornecido aos animais experimentais foi obtido
em fun¢do da soma dos valores estimados destes nutrientes na forragem e de suas quantidades
ingeridas no concentrado, e no caso do GS, foram acrescidas as quantidades provenientes da
suplementagdo. Para vitamina E, ndo foi considerada quantidade proveniente da graminea
forrageira, pois segundo o NRC (1996) ndo sdo encontrados valores significativos de vitamina
E na maioria das gramineas.

Baseando-se nas estimativas calculadas e considerando a biodisponibilidade do
selenito de sddio em torno de 40%, foi observado que os animais do GC receberam
diariamente 58 UI de vitamina E e 1,98 mg de selénio (Tabela 4), ultrapassando portanto os

niveis de requerimentos destes nutrientes para a categoria animal estudada. Ja os animais do
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GS receberam diariamente 458 UI de vitamina E e 2,46 mg de selénio (Tabela 4), ou seja,
niveis de vitamina E quatro vezes maiores que o exigido, e niveis de selénio duas vezes
maiores que o requerido. Este fato ajudaria explicar a auséncia de efeito da suplementacao na
maioria das variaveis estudadas, uma vez que em ambos os grupos avaliados, as exigéncias
tanto de vitamina E quanto de selénio estavam sendo supridas.

E importante ressaltar que a estratégia de manejo nutricional utilizada no presente
experimento nao ¢ encontrada comumente na maioria das propriedades brasileiras, onde os
touros sao mantidos em sistema de pastejo extensivo e, em alguns casos suplementados
apenas com mistura mineral.

Tabela 4- Consumo estimado didrio de vitamina E e selénio na graminea forrageira, no
concentrado, na graminea forrageira + concentrado (situagdo do grupo controle,

GC) e na graminea forrageira + concentrado + suplementacao (situacdo do grupo
suplementado com vitamina E e selénio, GS) dos animais experimentais

Fonte Vitamina E (Ul) Selénio (mg)
Graminea forrageira e 0,5285
Concentrado 58 1,4517
Graminea forrageira + Concentrado (GC) 58 1,9802
Graminea forrageira + Concentrado + Suplementagdo (GS) 458 2,4600

De acordo com os resultados obtidos, a suplementagdo com vitamina E e selénio, nos
niveis utilizados e nas condigdes de manejo nutricional do presente experimento, ndo
influenciou os parametros qualitativos do sémen criopreservado, no entanto minimizou o
efeito deletério da criopreservagdo sobre a integridade funcional da membrana espermatica de
touros jovens da raca Brangus.
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CONCLUSOES GERAIS

Levando-se em consideragdo os resultados obtidos, as condigdes de manejo nutricional e
os niveis utilizados neste trabalho, pode-se concluir que a suplementacdo dietética com
vitamina E e selénio:

e Nao alterou os pardmetros de qualidade do sémen fresco e do sémen criopreservado de

touros jovens da raca Brangus;

e Por outro lado, promoveu efeito positivo sobre a integridade funcional da membrana
espermatica tanto no sémen fresco quanto no sémen criopreservado dos animais
estudados;

e Minimizou os efeitos deletérios provocados pelo processo de criopreservacao sobre a
integridade da membrana espermatica;

e Mais estudos sdo necessarios para que o efeito da vitamina E e selénio sobre os

parametros reprodutivos de touros seja melhor esclarecido.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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