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Resumo

Efeito da suplementacdo alimentar dos garanhdes com 6leo de arroz contendo

gama-oryzanol na qualidade espermatica

Autor: Tamarini Rodrigues Arlas
Orientador: Rodrigo Costa Mattos

Co-orientador: Ricardo Gregory

Os Triglicerideos sdo essenciais para o metabolismo espermatico e um alto nivel deste
estd associado com boa qualidade do sémen. O nivel de &cidos graxos poliinsaturados
(PUFA) ¢ considerado um elemento critico para a capacitagdo espermatica e esta
associada a motilidade espermatica e com maior fluidez de membrana. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da alimentagdo suplementar de garanhdes, com Oleo de
arroz comercial (Gama-Horse, HT Nutri ®, Brasil), em pardmetros espermaticos.
Quatro garanhdes com idades variando entre 6 ¢ 30 anos foram utilizados. Os animais
tiveram o mesmo manejo durante os 190 dias de tratamento. O experimento foi dividido
em trés periodos: pré-tratamento (PT) - 30 dias para a estabilizagdo das reservas
espermadticas; tratamento (TR) - 80 dias de suplementacdo com 200 ml de dleo arroz
contendo 34% acido linol€ico, 1% 4&cido linolénico, 1% gama-oryzanol e 660mg/Kg
vitamina E; controle (CN) - 80 dias sem suplementacdo de 6leo de arroz. Ejaculados
foram coletados duas vezes por semana com uma vagina artificial. As avaliagdes do
sémen foram realizadas imediatamente apds a colheita, sendo avaliados volume,
concentragdo, motilidade total, funcionalidade (HOST) e integridade (CFDA / PI) da
membrana e potencial antioxidante total (TRAP). Uma amostra de sangue foi obtida
cada 15 dias para avaliar testosterona e estradiol plasmaticos. Para avaliar o efeito da
suplementagdo de 6leo de arroz no sémen os dados dos ultimos 20 dias a partir da TR
com os ultimos 20 dias a partir da CN foram analisados com ANOVA, com uma
significancia estatistica de P < 0,05. A suplementagdo do 6leo de arroz aumentou a
concentracdo (P < 0,01) (TR: 226 x 10%mL; NC: 172 x 10%/mL), motilidade total (P <
0,01) (TR: 59%; NC: 42%), HOST (P < 0,02) (TR: 73%; NC: 69%) ¢ TRAP (P <0,01)
(TR: 1,9 nmol Trolox / mg de proteina; CN: 0,98 nmol Trolox / mg de proteina). Nao
foram observadas diferencas entre os periodos TR e CN em volume, integridade de

membrana, testosterona e estradiol. A suplementagdo oral com o 6leo de arroz



comercial contendo PUFA e gama-oryzanol aumentou o potencial antioxidante total do
sémen. Além disso, foi detectado uma maior funcionalidade de membrana,
provavelmente devido a defesa antioxidante evitando peroxida¢do lipidica da membrana

espermatica ou a uma melhoria da fluidez da membrana.



Effect of supplemental feeding of stallions with rice oil containing gamma-oryzanol

in sperm quality

Author: Tamarini Rodrigues Arlas
Adviser: Rodrigo Costa Mattos
Co-adviser: Ricardo Macedo Gregory
Abstract

Triglycerides are essential for sperm metabolism and a high level of triglycerides is
associated with good semen quality. The level of polyunsaturated fatty acids (PUFA) is
considered a critical feature for capacitation and is associated with sperm motility and
with increased membrane fluidity. The aim of this experiment was to evaluate the
effects of the supplementary feeding of stallions, with commercial rice oil (Gama-
Horse, HT Nutri®, Brazil), on sperm parameters. Four stallions with ages ranging
between 6 and 30 years were used. The animals had the same management during the
190 days of trial. The experiment was divided in three periods: pre-treatment (PT) - 30
days to sperm reserves stabilization; treatment (TR) - 80 days supplementation with 200
mL rice oil containing 34% linoleic acid, 1% linolenic acid, 1% gamma oryzanol and
660mg/Kg vitamin E; control (CN) - 80 days without rice oil supplementation.
Ejaculates were collected twice a week with an artificial vagina. Semen exams were
performed immediately after collection, being evaluated volume, concentration, total
motility, functionality (HOST) and integrity (CFDA/PI) of membrane and total
antioxidant potential (TRAP). A blood sample was obtained each 15 days to evaluate
plasma testosterone and estradiol. To evaluate the effect of the rice oil supplementation
the semen data from the last 20 days from TR with the last 20 days from CN were
analyzed with ANOVA, with a statistical significance from 0.05. The supplementation
of rice oil increased concentration (P < 0.01) (TR: 226 x 10%mL; CN: 172 x 10%mL),
total motility (P < 0.01) (TR: 59%; CN: 42%), HOST (P < 0.02) (TR: 73%; CN: 69%)
and TRAP (P <0.01) (TR: 1.9 nmol Trolox/mg of protein; CN: 0.98 nmol Trolox/mg of
protein). No differences among periods TR and CN were observed in volume,
membrane integrity, testosterone and estradiol. Oral supplementation with the
commercial rice oil containing PUFA and gamma-oryzanol increased the total

antioxidant potential of the semen. In addition, a higher membrane functionality and



motility was detected, probably due to antioxidant protection avoiding lipid

peroxidation of sperm membrane or to a improved membrane fluidity.
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1 - INTRODUCAO

A inseminagdo artificial ¢ uma técnica bastante difundida e corrente em
reproducdo eqiiina. Ha relatos de inseminagdo artificial com sémen fresco em textos
arabes do século XIV, sendo que sua popularizagao ocorreu a partir do final do século
XIX (BRISKO & VARNER, 1992). Os programas de inseminacdo artificial permitem o
uso mais eficiente do sémen do garanhdo (BROWN & BERTONE, 2002).

As espécies reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como radicais
livres, sao ions de oxigénio diatobmicos gerados através de sistemas bioldgicos aerdbicos
ou parcialmente aerdbicos. O desemparelhamento de elétrons, situacdo energeticamente
instavel, ¢ o que confere alta reatividade a estas moléculas (SHARMA & AGARWAL,
1996).

Nos ultimos anos, clinicos e cientistas tém ampliado seus conhecimentos sobre a

importancia do estresse oxidativo no sémen. Estudos recentes indicaram que ROS ¢
uma regra importante na fun¢do do sémen normal e o desbalanco na produgdo ou
degradagdo da ROS podem ocasionar sérios efeitos adversos no sémen. Espécies
oxigénio reativas podem ser geradas durante o metabolismo oxidativo ¢ o aumento da
geracdo de ROS também tem sido atribuido ao espermatozdide danificado e anormal
(MEYERS, 2007).
O papel das espécies reativas de oxigénio (ROS) tem sido enfatizado na fisiologia da
reproducao. Varios estudos t€ém demonstrado que os espermatozoides sdo capazes de
produzir quantidades controladas de ROS endogeno, com o objetivo de induzir a
capacitagdo espermatica e a rea¢do acrossomal, promovendo sua habilidade fertilizante
(De LAMIRANDE & GAGNON, 1995; RIVLIN et al., 2004).

Sob condicdes oxidativas extremas, todos os componentes celulares, incluindo
lipidios, proteinas, acidos nucléicos e aglicares, sdo alvos potenciais de dano oxidativo
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). A gravidade das lesdoes depende da natureza e
da quantidade de ROS e do momento e duragdo de exposi¢do, estando ainda associada a
fatores extracelulares como temperatura, tensdo de oxigénio e ambiente (AGARWAL et
al., 2003), que pode resultar em morte celular via apoptose ou necrose (SHARMA et al.,
1999).

Nos lipidios de membrana, os radicais livres podem promover lipoperoxidagao,

reagindo também com as proteinas de superficie, alterando as caracteristicas de fluidez
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e levando, assim, a liberacao de subprodutos potencialmente toxicos. As conseqiiéncias
diretas dessas lesdes serdo observadas na morfologia e funcionalidade do
espermatozdide. Alteragdes como peroxidagdo da membrana lipidica (BALL & VO,
2002), inibicdo do metabolismo (WANG et al., 2003), da motilidade (JONES et al.,
1979) e da capacidade fertilizante (PASQUALOTTO et al.,, 2000; AGARWAL &
SAID, 2005) ja foram relacionadas com a alta concentracao de ROS no sémen.

A possivel explicagdo para a alta susceptibilidade do espermatozéide ao estresse
oxidativo, baseia-se no fato de que, em mamiferos, as membranas espermaticas sao
ricas em acidos graxos poliinsaturados tornando-as muito fluidas e, ao mesmo tempo,
muito vulneraveis a danos peroxidativos (DE LAMIRADE & GAGNON, 1995;
SIKKA, 2004).

Devido ao sémen eqiiino conter uma quantidade relativamente alta de acidos
graxos poliinsaturados, sua susceptibilidade aos danos oxidativos ¢ aumentada. A
peroxidacdo lipidica causada por ROS resulta em decréscimo da fluidez da membrana —
um parametro que ¢ essencial para o espermatozodide, para as fungdes fusogénicas das
reagdes do acrossomo e fusdo do espermatozdide a membrana plasmatica do odcito
durante a fertilizagdo, assim como a motilidade e resisténcia ao estresse térmico e
osmotico. (MEYERS, 2007).

Outra explicagdo para essa fragilidade ¢ que durante os estagios finais da
espermatogénese esses gametas descartam grande parte do seu citoplasma, eliminando
enzimas citoplasmaticas de defesa que protegem as células somaticas de danos
oxidativos (GRIVEAU & LE LANNOU, 1997). Por conseguinte, a capacidade de
reparar o DNA também ¢ perdida, tornando-os mais vulnerdveis a danos do que

qualquer outra célula (AGARWAL & SAID, 2005).

O 6leo de arroz e seus principais componentes (dcidos graxos nao saturados,
fitosterois, tocotrienois ¢ o tocoferol) tém demonstrado capacidade em aumentar os
lipidios plasmaticos de roedores, coelhos, primatas ¢ humanos, reduzindo o colesterol
plasmatico e as concentragdes de triglicerideos. Outras propriedades potenciais do 6leo
de arroz e do gama-oryzanol, verificados in vitro e em modelos animais, incluem a
modulacdo da secre¢do da hipdfise, inibicdo da secre¢do gastrica, inibicdo da agregacao
plaquetaria e agdo antioxidante (CICERO & GADDI, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagao alimentar de 6leo de

arroz na motilidade espermatica total e progressiva; concentragdo espermatica;
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morfologia espermatica; integridade e funcionalidade de membrana e capacidade

antioxidante total do s€émen.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O espermatozdide

A célula espermatica eqiiina, como em outros mamiferos ¢ altamente especializada
constituida de cabega, peca intermediaria, peca principal ou cauda. A borda posterior da
cabeca da célula e a peca intermediaria sdo unidas na regido do colo, que ¢ uma
estrutura altamente especializada. A cabec¢a do espermatozodide eqiiino ¢ achatada, em
forma de raquete, a célula espermdtica tem dimensdo de aproximadamente 60-65 pum
em todo o seu comprimento; a cabeca com comprimento de 6 a 7 pum, peca
intermediaria 10 pm, peca principal 40 um e porg¢do terminal 4 a 5 um. A cabeca do
espermatozodide tem aproximadamente 3,5 a 4,0 um de largura no seguimento equatorial
do acrossomo. A fun¢do normal da célula € essencial durante o transporte do gameta no
macho e na fémea e reflete criticamente na fun¢do de coordenagdo de varias organelas
celulares (MEYERS, 2000).

Toda a caracteristica estrutural especializada do espermatozoide esta voltada para a
sua atividade funcional unica, ou seja, assegurar a liberacdo do material genético
contido no nucleo do espermatozdide para o oocito, onde a unido dos pronucleos
masculino e feminino ocorre, produzindo o zigoto (EDDY & O’ BRIEN, 1994). Assim
sendo, a funcdo principal da cabeca do espermatozdide ¢ a liberacdo de uma série
haploéide de cromossomos para o odcito; enquanto, a do flagelo ¢ promover motilidade a
célula para permitir sua passagem pelo trato reprodutivo feminino e a penetracio através

da zona pelucida do o6cito (MORTIMER, 1997).

2.2 Membrana Plasmética

Toda a célula espermatica é coberta por uma membrana plasmatica, que ¢ uma
camada dupla de fosfolipidio incorporando colesterol, carboidratos e proteinas.
Colesterol serve como uma substincia estabilizadora de membrana. Algumas das
proteinas sdo embebidas dentro das camadas de lipidios em extensdes variadas, mas
outras estdo localizadas fora da camada lipidica e sdo associadas ao glicocalix. Algumas
proteinas sdo descritas como tendo a capacidade de atravessar a camada dupla de lipidio

pelos canais de ions, poros, receptores, € componentes de transducdo de sinal. Proteinas
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que funcionam como receptoras para varios hormonios e componentes da matriz
extracelular estdo localizadas fora da camada lipidica e glicocalix. As proteinas
compdem 50% do peso molecular da membrana. As membranas plasmaticas parecem
estar ligadas nas estruturas mais internas na regido do acrossoma, regido pos acrossomal
e regido do colo (MEYERS, 2000).

A membrana plasmatica ¢ formada por duas camadas lipidicas, contendo moléculas
de fosfolipidios polares, distribuidos assimetricamente, todas orientadas de maneira que
a por¢ao hidrofobica fique direcionada para o centro da membrana e a por¢ao hidrofilica
para a superficie da membrana.Os principais lipideos presentes nesta estrutura celular
sao fosfolipideos como, colina, serina, glicerol e inositol, glicoesfingolipideos e
esterdides. Os espermatozdides na espécie eqiiina possuem uma composi¢ao incomum
de organizacdo de lipideos na membrana plasmatica. Esta ¢ repleta de fosfolipideos
poliinsaturados que podem compensar perdas de colesterol. Os fosfolipideos
poliinsaturados sdo mais flexiveis que os saturados e podem, portanto, manter a
dindmica caracteristica de bicamada lipidica desta membrana (FLESCH & GADELLA,
2000).

A temperatura corporea, a membrana plasmatica apresenta-se na forma de um
mosaico fluido onde as proteinas estdo livres para moverem-se entre os fosfolipidios
bilaterais, uma vez que a propria funcdo requer que as proteinas estejam aptas para
moverem-se dentro da membrana (JASKO, 1994), o que a torna uma estrutura
extremamente dindmica (GADELLA et al., 2001).

Os principais fatores que afetam esta fluidez sdo a composicao relativa entre
fosfolipidios e colesterol e a temperatura a qual a membrana ¢é exposta
(HAMMERSTEDT et al., 1990). A manutengdo do estado liquido dos lipideos e das
proteinas da membrana permite a movimentagao livre dos componentes, o que garante
suas interagdes (HAMMERSTEDT et al., 1990; FLESCH & GADELLA, 2000); ou
seja, lipideo-lipideo, lipideo-proteina. Essas interacdes sdo a base para ordenar os
dominios na membrana, resultando na compartimentaliza¢gdo da membrana plasmatica;
e a manutencao desses dominios ¢ essencial para a funcionalidade espermatica (PARKS
& GRAHAM, 1992).

A membrana plasmatica dos espermatozdides de mamiferos tem uma pronunciada
organizagdo de dominios com muitos antigenos glicoprotéicos (WOLFE et al. 1998). A
membrana plasmatica envolve a cabega do espermatozoide e tem sido subdividida em

dominio de superficie especializada, notavelmente a regido do acrossoma e pos
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acrossoma. Na regido do acrossoma a por¢ao anterior tem sido descrita como
seguimento marginal ¢ inclui a borda periférica da célula e fica sobre o seguimento
principal, que é a maior area acrossomal. A parte posterior do acrossoma é chamada de
seguimento equatorial e ¢ a area na qual a zona pelucida € iniciada durante os primeiros
estagios da fertilizagdo. Os dominios do seguimento marginal, principal, e equatorial
constam do que ¢ freqiientemente chamado cap. Acrossomal. A regido pos acrossomal
da membrana plasmatica ¢ a regido entre a margem posterior do seguimento equatorial
do acrossoma e o colo da célula espermatica. Na juncdo do colo e peca intermedidria
esta o anel posterior, que provavelmente forma um selo firme entre os compartimentos

citoplasmaticos da cabeca e cauda do espermatozoide (MEYERS, 2000).

2.3 Avaliacao do Sémen

A avaliagdo do sémen deve ser rapida e eficiente de modo que as amostras
cuidadosamente coletadas possam ser processadas preservando a qualidade inicial e

fertilidade (HAFEZ, 1995).

2.3.1 Motilidade Espermatica

A determinacdo da motilidade espermdtica envolve estimativa subjetiva da
viabilidade dos espermatozodides e da qualidade da motilidade. A analise ao microscopio
optico ¢ a mais comumente utilizada. Esta ¢ realizada no s€émen fresco e no diluido
(HAFEZ, 2007).

A avaliacdo da motilidade espermatica consiste na determinagdo da percentagem de
espermatozodides totais com movimento em um ejaculado. Para se obter uma avaliagao
mais precisa, pode-se avaliar apenas a percentagem de espermatozdides com motilidade
progressiva, ja que a estes ¢ atribuida alta fertilidade (PICKETT & VOSS, 1972).

Entende-se por motilidade progressiva a percentagem de células que estdo se
movimentando ativamente para frente. Incluem-se, também, os espermatozoides com
movimentos circulares amplos, devido a alta incidéncia de implantagdes abaxiais do
colo (BIELANSKI & KACZMARSKI, 1979). A motilidade total ¢ definida como a
percentagem de espermatozdides que apresentam movimento circular, pendular,
progressivo. A motilidade espermatica ¢ um dos principais métodos de avaliacdo de

espermatozodides preservados e constitui um elemento importante na estimativa da
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viabilidade espermatica (KENNEY et al., 1983, VARNER et al., 1989; PICKETT,
1993). Sendo ela um componente indispensavel no mecanismo de fertilizag¢do, sua perda
irreversivel resultaria na perda da fun¢do celular. Por outro lado, sua manuten¢do ndo
implica integridade celular completa (VARNER et al.,, 1989) e ndo tem correlagdo
absoluta com a fertilidade (PACE & SULLIVAN, 1975; BEDFORD et al., 1995;
MATTOS, 1995; KELLER, 1998).

Virias técnicas foram desenvolvidas para uma avaliacdo objetiva da motilidade
espermatica: fotomicrografia com lapso de tempo, videomicrografia quadro a quadro,
espectrofotometria e analise computadorizada. Sistemas automaticos sdo acurados, mas
seus custos relativamente altos limitam o uso rotineiro em laboratorios comercias
(HAFEZ, 2007).

Andlise Espermatica Assistida por Computador (CASA) ¢é adequado para
determinar clinicamente os padrdes individuais de motilidade (AMANN, 1987; JASKO
et al., 1988; BLACH et al., 1989). Este método ¢ visto como um importante avango na
avaliagdo da qualidade espermatica (YANIZ et al., 2008).

A avaliagdo da motilidade e morfologia da célula espermatica ¢ um pardmetro
essencial para o estabelecimento de correlagdo entre motilidade e fertilidade
espermatica. A CASA permite uma avaliagdo objetiva das diferentes caracteristicas das
células espermaticas, como motilidade, velocidade e morfologia. O principal problema
quanto a CASA estd relacionado a padronizacdo e otimizagcdo dos equipamentos,
procedimentos e competéncia do usuario. Os diferentes instrumentos utilizados tém
demonstrado altos niveis de precisdo quanto a classificagdo espermatica utilizando
diferentes metodologias (VERSTEGEN et al., 2002).

Jasko et al. (1992), ao avaliarem a correlagdo entre diversas caracteristicas seminais
e fertilidade de garanhdes, observaram que o coeficiente mais alto foi o obtido com a
motilidade avaliada subjetivamente (r = 0.46). A motilidade estimada por computador

teve r = 0.34.
2.3.2 Morfologia Espermatica
A forma do espermatozdide pode ser alterada durante varios estdgios de sua vida e

as causas destas deformidades podem agir num estdgio especifico do desenvolvimento

espermatico, ou ocorrer durante o transporte, apos sua maturidade. As possiveis causas
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destas alteragdes podem estar presentes na espermatogénese, na maturacdo do gameta,
durante e apos a ejaculagao (DOTT, 1975).

A avaliacdo isolada da morfologia espermdtica pode ndo indicar o potencial de
fertilidade de um ejaculado, mas pode mostrar se o potencial de fertilidade é baixo,
principalmente quando houver altas porcentagens de anormalidades espermaticas
primarias e secundarias (DOTT, 1975).

As alteragdes morfoldgicas do espermatozoide eqiiino podem se dividir em
primarias e secundarias (BLOM, 1949). As alteragdes primarias ocorrem durante o
processo de espermatogénese e as alteragcdes secundarias ocorrem durante o percurso
pelos ductos, epididimo e durante a ejaculacdo. Esta classificacdo tem sido questionada,
pois a origem destas alteracdes ainda nao foi bem esclarecida (BLOM, 1972).

Pelo menos 200 espermatozdides devem ser avaliados, considerando-se a presenga
do tipo e a incidéncia de cada defeito morfolégico. Defeitos especificos devem ser
registrados, como acrossomos knobbed, gotas protoplasmaticas proximais, pecas
intermediarias inchadas e caudas enroladas (HAFEZ, 2007).

De acordo com Bielanski (1975), a presenca de mais de 10% de anormalidades
primarias no garanhdo, estd relacionada a baixa fertilidade, enquanto garanhdes
apresentando somente anormalidades secundarias, mesmo superando 30% de alteragdes

em um ejaculado, ndo apresentam necessariamente baixa fertilidade.

2.3.3 Teste de Funcionalidade de Membrana - Teste Hiposmotico (HOST)

As membranas bioldgicas sdao responsaveis pela homeostase celular, por meio das
trocas realizadas com o meio externo. A membrana forma uma barreira semipermeavel
para moléculas e serve para manter e modular a composi¢do do meio intracelular. Além
disso, a membrana protege a célula contra as influéncias do ambiente extracelular, tanto
no trato genital masculino, até os espermatozdides serem ejaculados, como no trato
genital feminino até ocorrer a fertilizacdo. Protege também de influéncias ndo
fisioloégicas, quando os espermatozoides sdo colocados nos diluentes seminais
(EINARSSON, 1992).

A integridade da membrana também ¢ importante no processo de capacitacao
espermatica. Sabendo-se que a membrana plasmatica estd envolvida em trocas
metabolicas com o meio, o estudo de sua funcionalidade soma-se aos pardmetros
tradicionais de avaliacdo do sémen para determinar indices de fertilidade. Além das

diferencas individuais na preservacao do s€émen de garanhdes, pode-se considerar que o
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comportamento osmotico do espermatozoide também tem influéncia na preservacao do
sémen (LAGARES, 1995; KOHNE et al., 1995). A integridade funcional e estrutural da
membrana espermatica ¢ crucial para a viabilidade dos espermatozdides (LECHNIAK
et al., 2002).

O teste hiposmoético (HOST) foi desenvolvido por Jeyendran et al. (1984), com a
finalidade de avaliar a funcionalidade da membrana plasmatica em espermatozoides
humanos.

Este teste tem sido usado para responsividade da membrana espermatica para uma
variedade de espécies, incluindo carneiro, humano, bovino e garanhdo e tem sido
relacionado a fun¢do do sémen e subfertilidade. O principio ¢ baseado no transporte de
dgua através da membrana da cauda do espermatozodide sob condi¢do hipotdnica.
Quando os mecanismos de transporte celular de agua sdo adequados, a agua flui de
acordo com o gradiente de concentracdo e causa uma protuberancia da membrana
plasmatica sobre a cauda do espermatozdide. A cauda do espermatozédide desenvolve
uma caracteristica distal enrolada, a populagdo de células pode ser contada
manualmente ou automaticamente. Esta medida fundamental ¢ simples de ser realizada
e poderia ganhar mais aplicacdo clinica para maior conhecimento do transporte de agua
disponivel do sémen do garanhdo (MEYERS, 2007). Assim, a capacidade do
enrolamento do espermatozoide na presenca de solu¢do hiposmdtica demonstra que esta
ocorrendo transporte de Aagua através da membrana, indicando funcdo intacta da
membrana (DREVIUS & ERIKSSON, 1966).

Lagares et al. (2000) modificaram a técnica desenvolvida por Lomeo & Giambérsio
(1991), diluindo sémen eqiiino com agua destilada na proporcdo de 1:3 (100
mOsmol/kg), com o objetivo de verificar o efeito de quatro diluentes para o sémen
eqiiino resfriado. Observaram altos percentuais de espermatozoides com membrana
funcional ao utilizar os diluentes Leite Desnatado, diluente Kenney, diluente Tyrode e o

diluente Glicina.
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2.3.4 Integridade de Membrana - Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de
Propidio (PI)

As técnicas que utilizam corantes fluorescentes vem ganhando importancia por sua
caracteristica de marcar estruturas especificas das células e de detectar integridade
estrutural ou funcionalidade de forma clara (CELEGHINI, 2005).

Garner et al. (1986) descreveram a utilizagdo de duas coloragdes fluorescentes, em
conjunto ou separadamente, para avaliar a integridade da membrana plasmatica de
suinos, bovinos, caninos, eqiiinos, camundongos ¢ humanos: a carboxifluoresceina
(CFDA) e o iodeto de propidio (PI).

O espermatozoide ¢ corado de verde pelo CFDA, através de esterases nao
especificas, que se transformam em carboxifluoresceina livre no interior da célula,
ficando esta retida (HARRISON & VICKERS, 1990) nos espermatozdides com
membrana integra (HAUGLAND, 1992). O PI cora as células mortas de vermelho,
devido a permeabilidade alterada da membrana danificada (JOHNSON et al., 1996). A
utilizagdo conjunta do CFDA com o PI ¢ considerada mais segura para avaliar a
integridade de membrana do que a utiliza¢do isolada destes corantes (HARRISON &
VICKERS, 1990). Quando utilizados separadamente, o PI ¢ considerado mais confiavel
do que o CFDA (BALTES, 1993).

Esta técnica tem como desvantagem a necessidade de ser realizada o mais répido
possivel depois da aplicacdo do corante, pois a cor se perde devido a passagem dos

compostos fluorescentes através da membrana (JOHNSON et al., 1996).

2.4 Acidos graxos

Os acidos graxos sdo fisiologicamente importantes, tanto como componentes de
fosfolipidios e glicolipideos, como moléculas alimentares. Sdo armazenados no tecido
adiposo como tricilglicer6is (gorduras neutras), que podem ser mobilizados pela ag¢do
hidrolitica de lipases sob controle hormonal (STRYER, 1992).

Acidos graxos sdo acidos carboxilicos alifaticos de cadeias longas, encontrados em
lipidios e 6leos naturais. Podem ou ndo apresentar ligagdes duplas entre as moléculas de
carbono, sendo classificados como: saturados e insaturados. Os 4cidos graxos saturados
(nenhuma ligagdo dupla), sdo encontrados principalmente em alimentos de origem

animal. Os 4acidos graxos insaturados (com ligacdes duplas) podem ser monoinsaturados
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(apenas uma ligacao dupla), ou poliinsaturados (mais de uma ligacao dupla). Os acidos
graxos sao também classificados como acidos graxos essenciais (AGE), que nao sao
sintetizados pelo organismo (4&cidos linolénico, linolé¢ico e o araquidonico) e ndo
essenciais que sao sintetizados pelo organismo (MORGADO & GALZERANO, 2006).

Os acidos graxos essencias encontram-se principalmente nos 6leos vegetais; sua
func¢do ¢ diversa e nao muito bem definida, participando na sintese de prostaglandinas,
substancia de a¢do hormonal, e de leucotrienos, substancias relacionadas com células de
defesa. Os acidos linoléico e linolénico sdo necessarios para sintese de ecosandides
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), além de formar parte da estrutura das
membranas e encontrar-se em altas quantidades nos 6rgaos reprodutivos (GONZALES
& SILVA, 2006).

O balancgo dietético entre acidos graxos 6mega-6 e 6mega-3 ¢ um determinante da
composicao dos acidos graxos das membranas, ¢ o organismo dos animais ¢ capaz de
dessaturar e alongar os dois acidos graxos essenciais, linoléico e a-linolénico, dando
origem a duas familias distintas de acidos graxos poliinsaturados: 4cidos graxos n-6,
derivado do 4cido linoléico, e acido graxo n-3, cujo precursor € o acido linolénico. Nao
existe interconversdo entre essas duas familias de &4cidos graxos no organismo
(GADELLA, 1996).

A adicdo de oleos vegetais a dieta dos eqliinos tem se tornado um procedimento
comum. Os Oleos sdo fonte de energia prontamente disponivel para o consumo e, em
sua maioria, sdo alimentos palataveis para os eqiiinos. Entretanto, os lipideos variam em
seu valor dietético devido a estrutura quimica dos triglicerideos e dos acidos graxos de
cadeia longa. H4 também desinformacao quanto as interacdes que ocorrem quando eles
fazem parte da dieta, o que dificulta tirar conclusdes sobre o seu real valor nutritivo
(MARCHELLO et al., 2000).

O ¢6leo possui mais de 2 vezes a energia contida nos graos, ou seja, uma Otima
opcao de suplementacdo quando o assunto ¢ necessidade de energia e sem problemas de
digestdo. Existe pouca alteragdo na quantidade de calorias entre os 6leos. Contudo,
existe diferenca no perfil de acidos graxos de cada 6leo e quanto a outros nutrientes
interessantes que sdo extraidos no processo de refino. No processo de semi-refino ¢
retirada a lecitina e a acidez, mantendo vitaminas e fitoesterdis como o gama-oryzanol,
encontrado em grande concentragdo no 6leo extraido do farelo do arroz. O gama-
oryzanol ¢ uma substancia com propriedades anabolizantes que aumentam a massa

muscular e antioxidantes que protegem as células durante o esforgo fisico. (AVILA,
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2007). Suplementando 6 garanhdes com 150mL de 6leo de arroz rico em gama-
oryzanol, Gobesso (2006), encontrou um aumento da concentragdao plasmatica de
testosterona durante o tratamento, e acentuada queda apds o término da suplementacao.
Entretanto, Fry et al. (1997), suplementando homens fisiculturistas com gama-oryzanol
(500mg/dia) ndo observaram nenhuma diferenga para os niveis de hormonios
circulantes (testosterona, cortisol, estradiol, hormoénio do crescimento, insulina beta-
endorfina), minerais, albumina ou lipidios sangiiineos.

Entre os varios nutrientes que exercem efeito sobre a biologia dos espermatozoides
estdo os lipidios (KELSO, 1997).

Além da fungdo energética, os lipideos também sdo componentes celulares de
membranas biologicas. Em todas as espécies, os fosfolipidios sdo os principais
componentes lipidicos dos espermatozoides, caracterizados por conterem grandes
quantidades de acidos graxos poliinsaturados — PUFAs, o que sugere que a composi¢ao
de lipidios e acidos graxos dos espermatozoides pode ser um fator determinante das
taxas de fertilidade (MARTIN RILLO et al., 1996). Os PUFAs da série 6mega 3 e
omega 6 sdo acidos graxos essenciais, uma vez que ndo podem ser sintetizados pelos
animais e precisam ser fornecidos pela racdo. Os PUFAs s3o materiais oxidaveis, por
possuirem duplas ligagdes que formam radicais livres ao se juntarem ao O, metabolico,
dando origem aos perdxidos. Um dos antioxidantes mais utilizados na membrana ¢ a
vitamina E, que neutraliza os radicais livres, assim evita-se dano celular, o qual
ocasiona desarranjos metabdlicos como, por exemplo, a inibicdo de atividades

enzimaticas (MCDOWELL, 1989).

2.4.1 O colesterol como precursor de hormdnios esteroidais

O esterol mais abundante em tecidos animais ¢ o colesterol (WANNMACHER &
DIAS, 1992). O primeiro composto esteroidal que se forma nas gonodas e no cortex da
adrenal, a partir do colesterol ¢ a pregnolona, composto que gera os demais esteroides.
No cortex da adrenal sintetizam-se dois tipos de esterdides: os mineralocorticoides
(aldosterona, o mais importante), que controlam a reabsor¢ao de ions (Na', CL, HCOs)
nos tibulos renais, e os glicocorticdides (cortisol, o mais importante), que regulam o
metabolismo dos glicidios. Nos testiculos, sintetizam-se os androgenos (testosterona, o
mais importante), que controlam os caracteres secundarios e a espermatogénese

(GONZALES & SILVA, 2006).
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2.4.2 Prostaglandinas

Inicialmente, as prostaglandinas foram achadas no plasma seminal como secre¢dao
da prostata. H4 varios tipos de prostaglandinas na natureza, entre as quais as mais
importantes sdo as do tipo E e F (GONZALES & SILVA, 2006).

As prostaglandinas alteram as atividades das células nas quais sdo sintetizadas e de
células vizinhas. A natureza destes efeitos pode variar de um tipo de célula a outra, em
contraste com a uniformidade na acdo de um hormdnio tal como insulina e glucagon. O
mecanismo de a¢do da prostaglandina PGE; no tecido adiposo foi estudado em detalhes.
A lipdlise ¢ estimulada por hormdnios tais com epinefrina, glucagon, corticotropina e

hormdnio estimulante da tiredide (STRYER, 1992).

2.5 Antioxidantes

O gama-oryzanol, componente do 6leo de arroz, apresenta capacidade antioxidante e
previne a oxidagdo protéica e a peroxidacao lipidica quando as células sdo expostas aos
radicais livres (PARRADO et al., 2003; SUH et al., 2005).

Estudo realizado por Xu et al. (2001) sobre os componentes do 6leo de arroz,
constataram que o gama-oryzanol possui uma atividade antioxidante significativamente
maior que a Vitamina E. Esta atividade maior pode ser devido a sua estrutura que ¢
muito similar a do colesterol. O gama-oryzanol pode ter uma maior habilidade de
associar-se ao colesterol, tornando-se mais eficiente na protecdo contra o ataque dos
radicais livres.

Embora existam oito formas de ocorréncia natural de Vitamina E que variam
enormemente em sua atividades bioldgica, o a-tocoferol constitui a forma principal e
mais ativa nos alimentos e a tnica forma importante no corpo do eqiiino. Para funcionar
efetivamente como um antioxidante, a Vitamina E deve ser facilmente oxidada; como
conseqiiéncia, as formas naturalmente ocorrentes e as formas sintéticas (tocoferdis) sao
relativamente instaveis. Os niveis teciduais mais altos de Vitamina E conferem uma

prote¢do antioxidante maior contra danos teciduais (LEWIS, 2000).
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2.6 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)

As espécies reativas de oxigénio e outros radicais livres podem ser produzidos por
fontes exogenas ou endogenas. As fontes exdgenas de geracdo de ROS incluem
radiagdo, fumo, estresse, alguns medicamentos (HALLIWELL, 1987).

Os radicais livres podem ser definidos como estruturas altamente reativas, instaveis
e que possuem um elétron desemparelhado na ltima camada, o qual ocupa um tUnico
orbital atdbmico ou molecular (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2000). A presenca de
um elétron desemparelhado confere a estas espécies duas propriedades caracteristicas: o
paramagnetismo, uma vez que produzem facilmente um campo magnético e a alta
reatividade, relacionada com o tempo de meia vida da reacdo, que ¢ de microssegundos
(FRIDOVICH, 1998). Como exemplo de radicais livres podemos citar o superoxido (O
*), hidroxila (OH"), peroxil (RO,") e alcoxil (RO®) (CADENAS, 1989).

As espécies reativas de oxigénio ndo sdo necessariamente radicais livres, mas
apresentam uma relacdo direta com a formagdo destes, como ¢ o caso do perdxido de
hidrogénio (H»O;) que ndo possuem elétrons desemparelhados (HALLIWEL &
GUTERIDGE, 2000), mas que leva a formagdo do radical hidroxila (SIMON et al.,
1981). Nas células os ROS sao produzidos como conseqiiéncia do metabolismo celular
normal (DIAZ et al., 1998).

Em condi¢des normais os ROS produzidos numa célula reagem com as defesas
enzimaticas e ndo enzimaticas. Contudo, quando ocorre um desbalango entre os
compostos oxidantes e antioxidantes do organismo, estabelece-se uma condi¢do
denominada de estresse oxidativo, onde os radicais livres em excesso comecam a
produzir danos a macromoléculas bioldgicas como lipidios, proteinas e DNA
(BECKMAN & AMES, 1996).

O ROS ¢ um importante mediador de danos ao espermatozdide e tem sido
associado com diminui¢do da motilidade, morfologia anormal e diminui¢do da
capacidade de penetracdo espermatozoide-ovocito (AITKEN & FISHER, 1994;
AITKEN, 1995).

Todas as células vivas sdo normalmente expostas a algumas espécies reativas de
oxigénio. O estresse oxidativo demonstrou ser uma das principais causas de infertilidade
masculina: uma grande propor¢do de homens inférteis possui niveis elevados de ROS

no sémen (AGARWAL & SAID, 2004). Devido ao seu alto teor de acidos graxos
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poliinsaturados e sua capacidade de gerar ROS, os espermatozéides humanos sdo muito
sensiveis ao estresse oxidativo (AITKEN & CLARKSON, 1987; AITKEN et al., 1989).

Devido ao sémen eqiiino conter uma quantidade relativamente alta de acidos graxos
poliinsaturados, sua susceptibilidade aos danos oxidativos ¢ aumentada. A peroxidacao
lipidica subseqiiente por ROS resulta em decréscimo da fluidez da membrana — um
parametro que ¢ essencial para o sémen para as fungdes fusogénicas das reagdes do
acrossomo e fusdo do espermatozoide a membrana plasmatica do odcito durante a
fertilizacdo, assim como a motilidade e resisténcia ao estress térmico e osmotico. Varios
laboratérios tém desenvolvido métodos para detectar o grau de produgdo de ROS no
sémen e fluido seminal e peroxidacao lipidica do s€émen, e essas provas podem se tornar

clinicamente Uteis como uma rotina num método de avaliacdo da fungdo espermatica

(MEYERS, 2007).
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Os Triglicerideos sdo essenciais para o metabolismo espermatico e um alto nivel deste
esta associado com boa qualidade do sémen. O nivel de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) ¢ considerado um elemento critico para a capacitagdo e esta associada a
motilidade espermatica e com maior fluidez de membrana. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos da alimentacdo suplementar de garanhdes, com Oleo de arroz
comercial (Gama-Horse, HT Nutri ®, Brasil), em parametros espermaticos. Quatro
garanhdes com idades variando entre 6 ¢ 30 anos foram utilizados. Os animais tiveram o
mesmo manejo durante os 190 dias de tratamento. O experimento foi dividido em trés
periodos: pré-tratamento (PT) - 30 dias para a estabilizagdo das reservas espermaticas;
tratamento (TR) - 80 dias de suplementagdo com 200 ml de 6leo arroz contendo 34%
acido linoléico, 1% 4cido linolénico, 1% gama-oryzanol e 660mg/Kg vitamina E;
controle (CN) - 80 dias sem suplementagdo de oleo de arroz. Ejaculados foram
coletados duas vezes por semana com uma vagina artificial. As avaliacdes do sémen
foram realizadas imediatamente apds a colheita, sendo avaliados volume, concentragao,
motilidade total, funcionalidade (HOST) e integridade (CFDA / PI) da membrana e
potencial antioxidante total (TRAP). Uma amostra de sangue foi obtida cada 15 dias
para avaliar testosterona e estradiol plasmaticos. Para avaliar o efeito da suplementacdo
de 6leo de arroz no sémen os dados dos ultimos 20 dias a partir da TR com os ltimos
20 dias a partir da CN foram analisados com ANOVA, com uma significancia estatistica
de 0,05. A suplementagdo do oleo de arroz aumentou a concentragao (P < 0,01) (TR:
226 x 10%mL; NC: 172 x 10%mL), motilidade total (P < 0,01) (TR: 59%; NC: 42%),
HOST (P < 0,02) (TR: 73%; NC: 69%) e TRAP (P < 0,01) (TR: 1,9 nmol Trolox / mg

de proteina; CN: 0,98 nmol Trolox / mg de proteina). Nao foram observadas diferencas
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entre os periodos TR e CN em volume, integridade de membrana, testosterona e
estradiol. A suplementagao oral com o 6leo de arroz comercial contendo PUFA e gama-
oryzanol aumentou o potencial antioxidante total do s€men. Além disso, foi detectada
uma maior funcionalidade de membrana, provavelmente devido a defesa antioxidante
evitando peroxidacao lipidica da membrana espermatica ou a uma melhoria da fluidez
da membrana.

Palavras chave: garanhdes, sémen, antioxidantes, acidos graxos poliinsaturados

(PUFA).
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Triglycerides are essential for sperm metabolism and a high level of triglycerides is
associated with good semen quality. The level of polyunsaturated fatty acids (PUFA) is
considered a critical feature for capacitation and is associated with sperm motility and
with increased membrane fluidity. The aim of this experiment was to evaluate the
effects of the supplementary feeding of stallions, with commercial rice oil (Gama-
Horse, HT Nutri®, Brazil), on sperm parameters. Four stallions with ages ranging
between 6 and 30 years were used. The animals had the same management during the
190 days of trial. The experiment was divided in three periods: pre-treatment (PT) - 30
days to sperm reserves stabilization; treatment (TR) - 80 days supplementation with 200
mL rice oil containing 34% linoleic acid, 1% linolenic acid, 1% gamma oryzanol and
660mg/Kg vitamin E; control (CN) - 80 days without rice oil supplementation.
Ejaculates were collected twice a week with an artificial vagina. Semen exams were
performed immediately after collection, being evaluated volume, concentration, total
motility, functionality (HOST) and integrity (CFDA/PI) of membrane and total
antioxidant potential (TRAP). A blood sample was obtained each 15 days to evaluate
plasma testosterone and estradiol. To evaluate the effect of the rice oil supplementation
the semen data from the last 20 days from TR with the last 20 days from CN were
analyzed with ANOVA, with a statistical significance from 0.05. The supplementation
of rice oil increased concentration (P < 0.01) (TR: 226 x 10%mL; CN: 172 x 10%mL),
total motility (P < 0.01) (TR: 59%; CN: 42%), HOST (P < 0.02) (TR: 73%; CN: 69%)
and TRAP (P <0.01) (TR: 1.9 nmol Trolox/mg of protein; CN: 0.98 nmol Trolox/mg of
protein). No differences among periods TR and CN were observed in volume,

membrane integrity, testosterone and estradiol. Oral supplementation with the
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commercial rice oil containing PUFA and gamma-oryzanol increased the total
antioxidant potential of the semen. In addition, a higher membrane functionality and
motility was detected, probably due to antioxidant protection avoiding lipid
peroxidation of sperm membrane or to a improved membrane fluidity.

Key words: stallions, semen, gamma-oryzanol, polyunsaturated fatty acids (PUFA).
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Introducgéo

As espécies reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como radicais livres,
sdo ions de oxigénio diatdmicos gerados através de sistemas bioldgicos aerdbicos ou
parcialmente aerdbicos (SHARMA & AGARWAL, 1996). Estes sdo importantes
mediadores de danos ao espermatozoide e tem sido associado com diminui¢do da
motilidade, morfologia anormal e diminuicdo da capacidade de penetracdo
espermatozoéide-ovocito (AITKEN & FISHER,1994; AITKEN, 1995).

Em diferentes espécies, suplementos alimentares com antioxidantes tém sido
utilizados para melhorar a qualidade espermatica (DEICHSEL et al., 2008). O o6leo de
arroz e seus principais componentes (4cidos graxos ndo saturados, fitoesterois,
tocotrienois e o tocoferol) tém demonstrado capacidade em aumentar os lipidios
plasmaticos de roedores, coelhos, primatas e humanos, reduzindo o colesterol
plasmatico e as concentragdes de triglicerideos. Outras propriedades potenciais do 6leo
de arroz ¢ do gama-oryzanol, verificado Iin vitro e em modelos animais, incluem a
modulacdo da secre¢do da hipdfise, inibicdo da secre¢do gastrica, inibicdo da agregacao
plaquetiria e agdo antioxidante (CICERO e GADDI, 2001). O gama-oryzanol,
componente do 6leo de arroz, apresenta capacidade antioxidante e previne a oxidagao
protéica e a peroxidacdo lipidica quando as células sdo expostas aos radicais livres
(PARRADO et al., 2003; SUH et al., 2005).

Devido ao sémen eqiiino conter uma quantidade relativamente alta de acidos graxos
poliinsaturados, sua susceptibilidade aos danos oxidativos ¢ aumentada. A peroxidacao
lipidica causada por ROS resulta em decréscimo da fluidez da membrana — um
parametro que ¢ essencial para o sémen para as fungdes fusogénicas das reagdes do
acrossomo e fusdo do espermatozoide a membrana plasmatica do odcito durante a
fertilizacdo, assim como a motilidade e resisténcia ao estresse térmico e osmético.
(MEYERS, 2007).

O presente artigo teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo alimentar
de 6leo de arroz na motilidade espermadtica total e progressiva; morfologia espermatica;
concentragdo espermatica; integridade e funcionalidade de membrana e capacidade

antioxidante total do sémen.
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Material e Métodos

Local de execugdo

Este experimento foi realizado junto ao laboratério de Reprodugdo Animal
(REPROLAB) que se localiza na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil (30 04’ S, 51 07> W) e ao
laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do Departamento de Bioquimica do

Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS.

Animais

Foram utilizados quatro garanhdes, sendo trés da raga Puro Sangue de Corrida, com
média de seis anos de idade e um ponei com aproximadamente 30 anos de idade.

Os animais encontravam-se no Reprolab, sob o mesmo tipo de manejo. Eram
arragoados com aveia duas vezes ao dia mais feno de alfafa. Ficavam soltos em piquetes
durante todo dia com agua e sal mineral a vontade e eram suplementados, por via oral,
com 200mL por dia de Gama-Horse® (6leo de arroz contendo 34% acido linoleico, 1%
acido linolenico, 1% gama-oryzanol e 660mg/Kg vitamina E). O tratamento teve inicio
apds um periodo de padronizagdo espermatica de 30 dias, chamado de PT no més de
julho de 2006. De primeiro de agosto a dezenove de outubro (80 dias) os animais foram
suplementados (periodo chamado de TR) e de vinte de outubro a oito de janeiro de 2007
(periodo chamado de CN, 80 dias) nao houve a suplementacdo. Totalizando 190 dias de

experimento, conforme mostra a figura 1.

Dias 0 30 110 190

Tratament PT TR CN

Figura 1: Esquema grafico da suplementa¢do dos garanhdes durante as trés fases do

experimento: PT - Pré Tratamento; TR — Suplementagdo; CN - Controle
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Avaliagao do sémen fresco

Foram realizadas 2 coletas de sémen por semana por meio de vagina artificial
modelo Hannover durante todo experimento.

Apbs a coleta, desprezou-se a fragdo gel e o s€men foi filtrado com gaze estéril.
Posteriormente o s€émen fresco foi avaliado quanto ao volume, concentragao, motilidade
(progressiva e total) e morfologia espermatica. O ejaculado foi diluido em leite
desnatado UHT, a 37 °C, visando obter concentragdo final de 25 x 10°
espermatozdides/mL. Logo apdés a dilui¢do, foi novamente avaliada a motilidade
espermatica, bem como a funcionalidade de membrana, pelo teste hiposmotico (HOST)
e a integridade de membrana, pelo teste de Fluorescéncia, (CFDA/PI). Apds a avaliagdo,
as amostras de sémen foram colocadas em frascos fechados e resfriadas até 5 °C. As
amostras refrigeradas foram avaliadas para os mesmos parametros em 24 horas.

A motilidade progressiva foi avaliada por técnico experiente, avaliando
porcentagem de espermatozoides que se movimentavam ativamente de forma retilinea.
A motilidade total foi definida pela porcentagem de espermatozdides que apresentam
movimento, podendo ser retilineo ou em circulos.

Para a andlise da integridade fisica da membrana, 400 pl. de sémen foram
incubados com 3 pL de iodeto de propidio e 2 pL de diacetato de carboxifluoresceina,
em banho-maria a 37 °C por 8 minutos. Uma aliquota foi analisada em Microscopio de
Epifluorescéncia, em aumento de 1000 x, sob imersdo. Um total de 100 células por
amostra foi avaliado. Os espermatozéides que estavam totalmente corados por verde
(CFDA) foram consideradas como células com membrana integra. Ja os
espermatozodides, parcialmente ou totalmente corados de vermelho (PI), foram
considerados como aqueles que possuem a membrana danificada.

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada através da aplicacao
do teste hiposmético (HOST). Para tanto, 200 uL de agua destilada foram adicionados a
100 pL de sémen, perfazendo uma osmolaridade de 100 mOsmol/kg e logo apds, as
amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 8 minutos. Posteriormente, uma
gota de cada amostra de s€émen foi colocada entre lamina e laminula para anélise em
Microscopio Optico de Contraste de Fase em aumento de 400 x. Foram avaliadas 100
células de cada amostra e foram considerados com a membrana funcional os

espermetatozdides que aumentaram de volume, apresentando enrolamento da cauda,
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conforme descrito por Lomeo e Giambersio (1991) modificado por Lagares et al.

(2000).

Morfologia Espermatica

Logo apods a coleta, foi realizado esfregaco de sémen em lamina, corado pelo
método de Cerowsky (1976), modificado por (MATTOS et al., 1990). As laminas foram
coradas em solugdo saturada de vermelho congo por 20 segundos, lavadas em agua
destilada e coradas em solugdo de violeta genciana a 0,5 % durante 5 segundos, sendo

novamente lavadas e colocadas para secar. Foram avaliadas 200 células por esfregaco.

Potencial Antioxidante Total (TRAP)

A cada 15 dias, uma fra¢do de 300 pL de sémen fresco de cada garanhdo foi
separada e adicionada a 300 uL de uma solucdo tampao composto por fosfato de sddio
20 mM, cloreto de potassio 140 mM e pH 7,4. Totalizando 15 amostras por garanhao.

As amostras devidamente identificadas foram acondicionadas em um frasco tipo
Eppendorf®, mergulhadas em nitrogénio liquido por 30 segundos e armazenadas em
freezer a -180 °C até a realizacao das analises bioquimicas.

O TRAP traduz a capacidade do tecido em resistir ao estresse oxidativo pela adi¢ao
de uma fonte de radicais livres ao sistema. Mede o conteido de antioxidantes nao-
enzimaticos presentes na amostra, sendo entdo uma medida quantitativa (EVELSON et
al., 2001).

O TRAP foi determinado através da medida da intensidade de luminescéncia do
luminol induzida pela termolise do 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropane) (ABAP) (Lissi et
al., 1992; Evelson et al., (2001) em um contador de cintilagdo Wallac 1409. A um vial
de cintilagdo de vidro foram adicionados 3 mL de ABAP 10 mM (dissolvido em tampao
fosfato de sédio 50 mM pH 7,4) e 10 puL de luminol 5,6 mM, sendo medida a
luminescéncia inicial. Apos isso, 10 pL de Trolox 160 uM (analogo hidrosoltivel do o-
tocopherol, usado como padrao) ou 30 puL de amostra foram entdo adicionados ao vial,
produzindo uma diminui¢do no valor inicial de luminescéncia. Esse valor ¢ mantido
baixo até que os antioxidantes presentes na amostra sejam depletados, entdo a
luminescéncia retorna ao seu valor inicial. O tempo levado pela amostra para manter a

luminescéncia baixa ¢ diretamente proporcional a capacidade antioxidante do tecido,
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entdo o TRAP representa a quantidade de antioxidantes ndo-enzimaticos presentes na
amostra. Os resultados foram calculados como nmol Trolox/mg proteina
(BUSTAMANTE, 2006).

A concentragdo de proteina foi determinada nas amostras usando albumina sérica

bovina como padrao (LOWRY et al., 1951).
Coleta de sangue

Uma vez por semana era coletado sangue dos garanhdes no mesmo horario, da veia
jugular com agulhas descartaveis e tubos tipo Vaccutainer® com heparina sédica como
anticoagulante. Os tubos eram centrifugados a 100 g durante 10 minutos. Uma fragao de
plasma de cada amostra foi coletada, acondicionada em frasco de 1,5 mL tipo
Eppendorf® e mantida em freezer a -20 "C.

As andlises quantitativas do hormonio testosterona e estradiol foi realizada pelo

método de radioimunoensaio.

Analise Estatistica

Foi utilizada a andlise de variancia. Foi adotado o modelo de parcelas subdivididas,
com periodos de tratamento (PT, TR e CN) nas parcelas principais, arranjados em
blocos casuais (coletas). Como parcelas dependentes utilizaram-se volume, motilidade
total e progressivas, integridade e funcionalidade de membrana, concentracdo, nimero
total de espermatozoides, morfologia espermadtica, niveis plasmaticos de testosterona e
de estradiol ¢ TRAP. Como teste complementar para comparacdo das médias foi

utilizado o teste de Tukey.
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Resultados
Sémen Fresco

Na tabela abaixo estdo expressos os valores dos dados do sémen fresco 0 hora
dos quatro garanhdes coletados. Foram analisados com ANOVA, os dados dos tltimos
20 dias a partir da TR com os ultimos 20 dias a partir da CN, com uma significancia
estatistica de 0,05.

A suplementacdo do 6leo de arroz aumentou a concentragao (P < 0,01) (TR: 226
x 10°mL; NC: 172 x 10%mL), motilidade total (P < 0,01) (TR: 59%; NC: 42%),
motilidade progressiva (P = 0,03) (TR: 69%; NC 52%), HOST (P = 0,02) (TR: 73%;
NC: 69%) e espermatozéides morfologicamente normais (P < 0,01) (TR: 68%; NC:
61%). Nao foram observadas diferengas entre os periodos TR e CN em volume, nimero

total de espermatozodides e integridade de membrana.

Tabela 1: Valores das médias, desvio padrdo ¢ P do sémen fresco durante os 20 dias

finais dos periodos tratamento (TR) e controle (CN).

TR CN P
Volume (mL) 42+35 44+1,9 0,54
Concentragio x10%mL 227 +9,6 172 +5,7 0,00
NTE x10’ 9+0,7 80,6 0,24
Motilidade Total % 59+27 42+1,4 0,00
Motilidade Progressiva % 69 + 0,8 52+0,4 0,03
Membrana Plasmatica Funcional (HOST) % 73 +0,8 69+1,5 0,02
Membrana Plasmatica Integra (CFDA/PI) % 81+ 1,1 78 £ 1,6 0,13
Morfologia Espermatica Normal % 68 £4,9 61 +2,7 0,00
Morfologia Defeitos Primarios % 11+£7.2 9+4,9 0,27

(NTE — namero total de espermatozoides)
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Sémen 24 horas

Observa-se que a suplementagdo com o6leo de arroz melhorou (P < 0,01) a
motilidade total durante o tratamento. Entretanto, ndo se observaram diferencas (P >
0,05) na motilidade progressiva e na funcionalidade e integridade de membrana

plasmatica entre o periodo de tratamento e o periodo de controle. (Tabela 2).

Tabela 2: Valores das médias, desvio padrao e P do sémen preservado por 24 horas a +

5°C nos 20 dias finais dos periodos tratamento (TR) e controle (CN).

TR NC P
Motilidade Total % 34+9,1 22+59 0,00
Motilidade Progressiva % 5+1,3 4+1,2 0,21
Membrana Plasmatica Funcional (HOST) %  50+£13,6 58+9,9 0,14
Membrana Plasmatica integra (CFDA/PD) %  71+£6,8 68 £3,2 0,22

Testosterona
Os valores médios de testosterona circulante nos quatro garanhdes durante os 20
dias finais do periodo TR e do periodo CN estdo expressos na Figura 2. Ndo se

verificaram diferencas significativas (P = 0,4) entre os dois periodos.

2,5 -
N l
o 15 -
£
S
[+7s]
c 1
1,6
05 - 1,2
0 . .
TR CN

Figura 2 Valores médios de testosterona circulante nos quatro garanhdes
durante os 20 dias finais do periodo TR (tratamento) e do periodo CN

(Controle)
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Potencial antioxidante total (TRAP)

Os valores médios do Potencial Antioxidante total do sémen dos quatro
garanhdes durante todo o experimento encontram-se expressos na Figura 3. Observa-se
que ocorreu um aumento gradativo do TRAP durante a suplementagdao (TR) - amostras
4 a 9- em relacdo ao periodo PT - amostras 1 a 3- com posterior diminui¢ao dos valores

durante o periodo CN - amostras 10 a 15- (P =0,01).

3,00 -
250 4 PT L CN
2,00 -
1,50 -

1,00 /\

0,50 ~

nmolTrolox/mg proteina

0,00 T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Amostras TRAP
Figura 3: Valores médios de TRAP dos garanhdes nos periodos pré-
tratamento (PT) amostras 1 a 3, tratamento (TR) amostras 4 a 9 e

Controle (CN) amostras 10 a 15. (P =0,01).

O valor médio de TRAP do sémen dos reprodutores durante o periodo PT foi de
0,87 nmolTrolox/mg proteina, aumentando significativamente (P = 0,01) durante os
ultimos 20 dias de suplementagao (1,91 nmolTrolox/mg proteina) e retornando a valores
semelhantes do periodo PT durante os 20 dias finais do periodo CN (0,78

nmolTrolox/mg proteina) (Figura 4).
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Figura 4: Valores médios de TRAP do sémen dos garanhdes durante o

periodo PT e nos ultimos 20 dias dos periodos TR e CN.

Discussao

Os resultados do presente estudo demonstram que ap6s suplementagao com Oleo de
arroz contendo antioxidantes (gama-oryzanol e vitamina E), 4cidos graxos
poliinsaturados (4cidos linolénico e linoléico) e com possiveis efeitos anabolizantes
causados pelo y-oryzanol observou-se uma melhora na capacidade antioxidante do
sémen, em uma melhora na morfologia espermatica, num aumento da motilidade
espermdtica, um aumento da concentragdo espermatica e uma melhora na
funcionalidade de membrana.

O efeito antioxidante da suplementagdo foi comprovado com a melhora na
capacidade antioxidante total do sémen no presente experimento. Entretanto, os efeitos
antioxidantes podem também ter influenciado a motilidade espermatica, a concentragao,
a morfologia e a funcionalidade de membrana.

Observando o efeito da suplementacio por 60 dias com 6leo de arroz rico em gama
oryzanol na qualidade espermatica de garanhdes, Gobesso (2006) observou uma
tendéncia dos garanhdes a apresentarem maior volume seminal, menor quantidade de
espermatozdides com defeitos maiores e durante todo periodo experimental, melhores
indices de motilidade espermatica. Suplementando 15 garanhdes durante 14 semanas
com Vitamina E como fonte de antioxidante acrescido de 6leo de soja, Gee et al. (2008)

obtiveram uma melhora na motilidade espermatica. Utilizando suplemento comercial,



41

durante 8 semanas, contendo antioxidantes (vitamina E -tocoferol, acido ascorbico e
acido folico) e L-Carnitina, como fonte de antioxidantes em poneis Shetland, Deichsel
et al. (2008) observaram uma diminuigdo na porcentagem de defeitos espermaticos
durante o tratamento, entretanto ndo verificaram melhora na qualidade do sémen e na
contagem total de espermatozoéides. Este resultado pode estar relacionado a natureza do
antioxidante utilizado, pois 0 gama-oryzanol, além de ser fonte de tocoferol (Vitamina
E) ¢ também fonte de tocotrienol, antioxidante, com maior contetido de vitamina que o
do tocoferol (SUGANO & TSUIJI, 1995). A maior parte dos agentes antioxidantes esta
no meio intracelular, com exce¢do da vitamina E (tocoferol) (HEBBEL, 1986).

Da mesma forma, suplementando com vitaminas C e E diferentes espécies tais
como humanos (ESKENAZI et al., 2005), ratos (SONMEZ et al., 2005) e javalis
(STRZEZEK et al., 2004; AUDET et al., 2004) observaram incremento na qualidade do
sémen. A suplementacdo da dieta humana com diferentes antioxidantes melhora a
qualidade seminal (ESKENAZI et al., 2005). A suplementacdo com vitamina C
aumentou o nimero total de espermatozoides, a motilidade total e progressiva e a
concentragdo espermadtica. Utilizando Vitamina E observou-se aumento da motilidade
total e progressiva e suplementando a dieta com B-caroteno aumentou a concentragao
espermatica e a motilidade total. Strzezek et al. (2004), adicionando Vitamina E,
Vitamina C e Selénio a dieta de javalis, observou diferenga significativa na
concentragdo espermadtica e no numero total de espermatozodides. Da mesma forma, a
suplementag¢do com Vitamina E em cdes incrementou a motilidade espermatica, vigor e
concentragdo, além de um decréscimo na contagem de defeitos maiores nos
espermatozdides (HATAMOTO et al., 2006).

Os niveis de antioxidantes no sémen apresentam uma relagdo direta com a
motilidade espermatica (LEWIS et al, 1995). Utilizando sémen humano Smith et al.
(1996) observaram um aumento nos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos superiores
nos homens férteis em relacdo aos homens inférteis.

A melhora observada na funcionalidade de membrana (Teste Hiposmotico), durante
a suplementagdo no presente experimento, pode ser atribuida a sua suscetibilidade a
acdo das espécies reativas de oxigénio. A membrana ¢ um dos componentes celulares
mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica, acarretando alteragdes na sua
estrutura ¢ em sua permeabilidade (MELO FILHO et al., 1983). E sabido que os
antioxidantes interferem na func¢do espermatica normal via peroxidagdo de acidos

graxos nao saturados na membrana plasmatica dos espermatozoides que resulta em uma
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queda na qualidade espermatica (AITKEN & CLARKSON, 1987). Ainda que a geragao
controlada de ROS tenha fungdes fisiologicas em diferentes tipos de células, altas
concentragdes sdo deletérias as fungdes celulares, podendo danificar todos os tipos de
biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios. Para proteger-se do efeito deletério
dos ROS, a célula possui um sistema de defesa antioxidante. Distirbios no balango
oxidante — antioxidante, em favor do oxidante, levam ao estresse oxidativo, que pode
ser causado por reducdo na quantidade de antioxidantes nos sistemas de defesa celular
ou por aumento na produ¢do de ROS (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). A
geracdo de altas concentracdes de ROS no sémen estd associada ao declinio no
metabolismo de energia do espermatozodide, na motilidade e na viabilidade espermaética
e com a fragmentacdo do DNA em eqiiinos, bovinos ¢ humanos (BAUMBER et al.,
2002; BILODEAU et al., 2002; ARMSTRONG et al., 1999).

O sémen de todos os animais domésticos contém elevados niveis de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs), em particular, acido docohexanoico e acido docosapentanoico
(6mega 6). O sémen de garanhdes tem altos niveis de 4cido docosapentandico (PARKS
& LYNCH, 1992). Uma vez que os animais sdo incapazes de sintetizar PUFAg, devem
adquiri-los a partir de precursores na dieta. Os PUFAg tém mostrado efeitos positivos na
capacidade espermatica em varias espécies (BLESBOIS et al., 1997).

A melhora da motilidade espermatica, da concentragdo, da funcionalidade de
membrana e da morfologia espermatica observadas durante o presente experimento
pode também ter sido ocasionada pela adicdo de acidos graxos na dieta devido a um
aumento da fluidez de membrana. Brinsko et al. (2005), realizaram um experimento
com 8 garanhdes durante 14 semanas com a suplementacdo na dieta de nutracéutico,
rico em acido graxo docosahexaenoico (omega 3). Apds 24 horas o sémen foi resfriado
e armazenado em Equitainer” e ndo foi observada melhora nos resultados de motilidade
progressiva e total, contudo 48 horas apods este resfriamento o sémen obteve melhora
significativa na motilidade total e progressiva. Elhordoy et al., (2008) suplementaram
eqiiinos durante 80 dias com PUFA em particular dcido docosahexaenoico e obtiveram
uma melhora significativa nos parametros: motilidade, concentragdo e morfologia
espermatica.

O gama-orizanol ¢ uma substancia com propriedades anabolizantes que aumentam
a massa muscular e antioxidantes que protegem as células durante o esforgo fisico.

(AVILA, 2007). Em humanos o consumo de gama-oryzanol pode ocorrer pela crenga de
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que este venha gerar efeitos que variam no aumento na producdo e liberacdo de
testosterona e & estimulagdo do Hormonio do Crescimento (CICERO & GADDI, 2001).

No presente experimento ndo foram observados aumento nas concentragdes
plasmaticas de testosterona, demonstrando que o gama-oryzanol ndo apresentou efeitos
anabolizantes. Este resultado estd de acordo com os encontrados em outras espécies
como: humanos (FRY et al., 1997), caes (HATAMOTO et al., 2006), suinos (AUDET
et al., 2004) e coelhos (ANDREAZZI et al.,, 2002). Em homens fisiculturistas
suplementados com gama-oryzanol por via oral durante 9 semanas ndo foi observada
diferenca significativa para os niveis de hormdnios circulantes (testosterona, cortisol,
estradiol, GH, insulina, beta-endorfina), minerais (calcio e magnésio), albumina ou
lipidios sangiiineos (FRY et al., 1997). Contudo, Gobesso (2006) observou um aumento
das concentracdes plasmaticas de testosterona, e uma acentuada queda apos o termino
da suplementacdo com gama-oryzanol em eqiiinos.

Conclui-se que a suplementacdo com o6leo de arroz, contendo acidos graxos e
gama-oryzanol melhora o potencial antioxidante total do sémen. Além disso, observou-
se uma melhora na motilidade espermatica e na funcionalidade de membrana
provavelmente devido a uma protecdo antioxidante evitando a peroxidagao lipidica da
membrana espermatica ou a um aumento da fluidez de membrana. Nao se observou

efeito anabolizante com a suplementagdo de gama-oryzanol.



4 CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementacdo com Oleo de arroz, contendo 4cidos graxos e
gama-oryzanol melhora o potencial antioxidante total do sémen. Além disso, observou-
se uma melhora na motilidade espermatica e na funcionalidade de membrana
provavelmente devido a uma prote¢do antioxidante evitando a peroxidagao lipidica da
membrana espermatica ou a um aumento da fluidez de membrana.

A suplementagdo de gama-oryzanol ndo tem efeito anabolizante no garanhao.
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