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RESUMO

Para avaliar o efeito da suplementacdo com Selénio e Vitamina E na dieta de
caprinos submetidos a insulacdo escrotal (IE) sobre o perfil de indicadores
bioguimicos do metabolismo oxidativo sistémico, utilizaram-se 12 animais 0s quais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (G1= sem suplementacdo; G2 =
suplementados com Selénio e Vitamina E). A suplementacdo foi iniciada 60 dias
antes da inducéo da insulacdo escrotal (IE). Ao término do periodo de adaptacdo de
30 dias, iniciou-se a IE com colocacédo de bolsas plasticas nos testiculos durante 18
dias. A suplementacdo alimentar com Selénio e Vitamina E para os animais do G2
foi mantida durante 42 dias apdés o término da IE, correspondendo a fase pés-
insulacdo (PIE). Amostras de sangue foram obtidas por venopuncéo jugular para
analise de glutationa reduzida (GSH), substancia reativa ao acido tiobarbitlrico
(TBARS-MDA) e determinacdo da habilidade de reducao férrica plasmatica (FRAP).
Verificou-se diminuigdo significativa da GSH no periodo da IE e, posteriormente, no
periodo PIE, ocorreu um aumento gradativo desta variavel. Nao houve diferenca
estatistica entre grupos. Quanto a determinacdo de TBARS, ndo houve diferencas
significativas entre tratamentos e momentos de coleta. Foram registradas diferencas
estatisticas do FRAP para os momentos de coleta. Sendo observadas menores
médias no 12° e 18° dia da IE. Nao foram observadas diferencas entre os grupos. O
uso suplementar dietético de Selénio e Vitamina E ndo diminuiu a concentracdo de
radicais livres formados em condicéo de insulacao escrotal, no entanto o modelo de
inducdo de estresse térmico testicular foi eficiente em promover estresse oxidativo
sistémico. O método FRAP pode ser recomendado como indicador bioquimico do
metabolismo oxidativo em caprinos com insulagéo escrotal.

Palavras-chave: Testiculo, caprino, estresse térmico, enzimas, antioxidantes.
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ABSTRACT

To evaluate the effect of supplementation with selenium and vitamin E in the
diet of goats submitted to scrotal insulation (IE) on the profile of biochemical markers
of systemic oxidative metabolism, we used 12 animals which were randomly divided
into two groups (G1 = no supplementation G2 = supplemented with selenium and
vitamin E). The supplementation started 60 days before the induction of insulation
(IE). At the end of the induction period of 30 days, began to IE with placement of
plastic bags in the testes for 18 days. Supplementing with Selenium and Vitamin E
for the animals of G2 was maintained for 42 days after the end of IE, corresponding
to the post-insulation (PIE). Blood samples were obtained by jugular venipuncture for
analysis of reduced glutathione (GSH), thiobarbituric acid reactive substance
(TBARS-MDA) and determining the ferric reducing ability of plasma (FRAP). There
was a significant decrease in GSH during the IE and then in the PIE, there was a
gradual increase of this variable. There was no statistical difference between groups.
The determination of TBARS, no significant differences between treatments and
times of collection. We recorded significant differences in FRAP for collection times.
As observed in the lower mean 12 and 18 days of IE. There were no differences
between groups. The use of supplemental dietary selenium and vitamin E did not
reduce the concentration of free radicals formed in a position to scrotal insulation,
however the model of induction of testicular heat stress was effective in promoting
systemic oxidative stress. The FRAP method can be recommended as a biochemical
marker of oxidative metabolism in goats with insulation.

Keywords: Testis, goat, heat stress, enzymes, antioxidants.
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1. INTRODUCAO

O Nordeste brasileiro tem sido destacado durante séculos como éarea de
vocacdo para a exploracdo de ruminantes domésticos, notadamente caprinos e
ovinos, pelo potencial da vegetagcédo natural para a manutengéo e sobrevivéncia dos
animais destas espécies. Nesta regido tanto os animais machos como as fémeas
ndo apresentam sazonalidade reprodutiva, ndo sendo o fotoperiodo fator limitante
para sua reproducéo (LEITE e SIMPLICIO, 2005).

Até o ano de 2008 o rebanho caprino brasileiro era estimado em 9,3 milhdes
de cabecas, com cerca de 90% deste total localizados na Regidao Nordeste,
constituindo um rebanho com aproximadamente 8,5 milhdes de animais (IBGE,
2008). No entanto, deve-se registrar que o fato de os animais apresentarem
potencial produtivo permanente ao longo do ano, e de o nordeste possuir 0 maior
rebanho efetivo brasileiro, ndo atendem aos requisitos basicos de uma atividade
voltada para as demandas que se manifestam em um mercado moderno e cada vez
mais exigente (LEITE e SIMPLICIO, 2005).

O rebanho nordestino ainda apresenta indices zootécnicos baixos, devido,
principalmente, a nutricdo inadequada durante o periodo seco, quando ha uma
acentuada queda na producao de forragens, associada as deficiéncias minerais e
vitaminicas (GUIMARAES et al., 1992; LOBO, 2005), além de fatores particulares
em relacdo ao estresse térmico calérico a que 0s animais sdo diretamente
submetidos em determinadas épocas do ano. Embora os caprinos adaptem-se bem
tanto em ambientes mais favoraveis ao seu desenvolvimento quanto as mais
extremas condicdes climaticas, de aridez e de limitacdes topograficas como areas
de montanha, sabe-se que a temperatura ambiente elevada tem sido
freqientemente apontada como um dos principais fatores adversos ao bom
desempenho produtivo e reprodutivo de animais de interesse pecuario (SANTOS,
1995), especialmente daqueles criados em regides com maiores indices térmicos,
como os encontrados no semi-arido do estado de Pernambuco.

Como ja conhecido, as variagdes estacionais provocam mudancas na atividade
sexual dos machos, e na producdo qualitativa e quantitativa do sémen por meio da
interacdo de fatores, como disponibilidade de alimentos, temperatura, fotoperiodo e

atividade hipofisaria (JENNINGS, 1976). Dentre esses, se destaca a temperatura,
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uma vez que a intensidade do estresse térmico pode provocar falhas nos
mecanismos de termorregulacao testicular, favorecendo a degeneracédo do epitélio
seminifero e, consequientemente, a espermatogénese (SANTOS et al., 1998). No
entanto, poucos estudos indicam o agente causador desta alteracdo. Pesquisas
recentes (NICHI, 2003; XAVIER, 2007) tém sugerido o envolvimento do estresse
oxidativo como complicador dos danos provocados pelo estresse térmico testicular.

Como se sabe, a causa mais freqliente de degeneracao testicular em animais é
o estresse térmico caldrico (BLANCHARD e VARNER, 1993; NICHI, 2003), sendo
assim, torna-se importante conhecer, ndo s6 o efeito deletério que o estresse
térmico causa aos testiculos, mas também as modificacbes organicas que possam
ser estabelecidas como mecanismo de desequilibrio sistémico, predispondo os
animais a diferentes tipos de alteracdes.

Muitos estudos evidenciaram que, em casos de temperatura ambiente elevada,
0s mecanismos fisiologicos de termorregulacado testicular ndo séo suficientes para
manter a temperatura ideal para o funcionamento da gbnada masculina,
determinando sua degeneracdo. Em condicfes experimentais, a insulacéo escrotal é
um bom método para o estudo das alteracbes causadas pela degeneracdo, pois
com o0 aumento da temperatura ocorrem mudancas na tensdo intratesticular,
circulacdo do sangue, linfa, além dos fluidos extra e intratesticulares (FLORENTINO
et al. 2003a).

N&do se tem conhecimento de nenhuma pesquisa realizada no campo da
bioquimica clinica de caprinos sob estresse térmico testicular, a fim de determinar,
com acuracia, os efeitos desse fator de estresse sobre o organismo como um todo e
suas implicacdes na producao e reproducdo animal, principalmente, no que se refere
a producéo de espécies reativas de oxigénio. Santos e Simplicio (2000), Florentino
et al. (2003a) e Xavier (2007), demonstraram que a ocorréncia de processo
degenerativo é marcante em caprinos quando induzidos a insulacdo escrotal, porém

0 conjunto de variaveis avaliadas foi particular ao parénquima testicular e ao sémen.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. METABOLISMO OXIDATIVO

2.1.1. Espécies Reativas do Oxigénio (EROs)

Atualmente existe um crescente interesse nos estudos com espécies reativas
do oxigénio, em virtude de ter sido demonstrado que Varios sistemas sofrem
modificacdes funcionais devido aos danos causados por sua elevada producéo,
interferindo nas suas estruturas e fungcbes (FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
RIVLIN et al. 2004; JOHNSON et al. 2005).

As EROs sao também chamados de radicais livres. Este termo refere-se a
atomo ou molécula altamente reativa, que contém nuamero impar de elétrons em sua
dltima camada eletrénica. E este ndo emparelhamento de elétrons na Ultima camada
gue lhes confere alta reatividade e faz dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima, com capacidade de reagir rapidamente com
diversos compostos podendo atacar alvos celulares (FERREIRA e MATSUBARA,
1997; JORDAO JUNIOR et al. 1998; SHARMA et al. 1999; BIANCHI e ANTUNES,
1999; VOET, et al. 2000; SILVA et al. 2008).

Uma vez formados, os radicais livres (RL) interagem com outras moléculas
através de reacOes redox, com o propdsito de atingir uma configuracao eletronica
estavel. Em uma reacéo redox ocorre transferéncia de elétrons entre as espécies
guimicas participantes. Uma delas cede elétrons livres (processo denominado
oxidacdo) e outra, necessariamente, os recebe (processo denominado reducao).
Toda oxidacdo de uma espécie quimica implica na reducdo de outra. A molécula que
cede elétrons recebe o nome de agente redutor e a molécula receptora se chama
agente oxidante. Quando um RL reage com uma molécula ele pode ceder ou captar
elétrons, ou simplesmente pode unir-se a ela. Em qualquer destes casos a molécula
se converte em um RL e se inicia uma reacdo em cadeia onde um RL gera outro RL
(CHIHUAILAF et al. 2002), podendo resultar em morte celular e tecidual (FERREIRA
e MATSUBARA, 1997; JORDAO JURNIOR, 1998; SHARMA et al. 1999; VOET, et
al. 2000; SILVA et al. 2008).

O elemento oxigénio molecular (O,) pode ser considerado um radical livre, ja

gue apresenta desemparelhamento de elétrons na sua Ultima camada eletrénica, o
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gue Ihe confere uma alta reatividade (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999, citado por
SILVA et al. 2008). Entretanto, o oxigénio atmosférico, embora sendo um radical,
ndo é reativo com moléculas bioldgicas, pois seus dois orbitais eletrdnicos tém o
mesmo estado em relagéo ao “spin” (JORDAO JUNIOR et al. 1998).

Para Ferreira e Matsubara (1997), radical livre ndo é o termo ideal para
designar os agentes reativos patogénicos, pois alguns deles n&o apresentam
elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, sendo estes chamados né&o
radicalares. Como na sua maioria esses agentes sdo derivados do metabolismo do
O, € mais indicado utilizar o termo Espécie Reativa do Oxigénio (ERO).

Embora a maioria dos agentes reativos seja derivada do oxigénio, também
sdo conhecidas e sintetizadas, durante o metabolismo normal, espécies derivadas
do nitrogénio como o Oxido nitrico (NO’), o dioxido de nitrogénio (NO73) e o
peroxinitrito (ONOQO); espécies derivadas do cloro, como acido hipocloroso (HOCI),
o cloreto de nitrila (NO,CI) e as cloraminas; espécies derivadas do enxofre, como 0s
radicais tiilas (RS’) e as espécies derivadas de metais como o Fe, o Cu e 0 Mn, que
sdo capazes de catalisar as reacOes dos radicais livres (VASCONCELOS et al.
2007).

As EROs podem ser geradas no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana (BIANCHI e ANTUNES, 1999). No entanto, a principal fonte intracelular
de EROs é a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial durante a fosforilacédo
oxidativa (BEATTIE, 2003; BRENNEISEN, et al. 2005; JOHNSON et al. 2005).

Elas sdo formadas constantemente em sistemas aerobicos, durante o
processo de respiracao celular, no processo de geracao de energia para contracao
muscular e secre¢cdo hormonal, bem como no processo de fagocitose de bactérias
por macrofagos, mondécitos e neutréfilos (PENG, et al. 2000; BEATTIE, 2003);
espécies toxicas de oxigénio também sdo produzidos por peroxissomos, pelo
sistema citocromo P450, localizado no reticulo endoplasmatico de células hepéaticas
e do intestino delgado que tem a finalidade de participar do metabolismo de
compostos xenobidticos (BEATTIE, 2003; SILVA et al. 2008) e durante 0 processo
de reperfuséo de tecidos isquémicos com sangue oxigenado (FRANCISCO NETO et
al. 2005; GUIMARAES et al. 2007).

Muitas vezes estes agentes sdo de extrema utilidade, e participam de
processos vitais, podendo-se citar a fagocitose como parte do sistema de defesa

imunolégico, nos processos de desintoxicacao e nos processos que desencadeiam o
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relaxamento do endotélio (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004). O oOxido nitrico, por
exemplo, é conhecido como um regulador da atividade de fatores de transcricdo e
outros determinantes de expressao génica. O peréxido de hidrogénio e o superéxido
tém efeitos intracelulares similares. Citocinas, fatores de crescimento, horménios e
neurotransmissores usam as EROs como mensageiros intracelulares secundarios
(NORDBERG e ARNER, 2001; BRENNEISEN, et al. 2005).

2.1.2. Geragéo das EROs

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1999) citado por Silva et al. (2008), o
oxigénio (O,) que é respirado € metabolizado no organismo da seguinte maneira:
aproximadamente 85 a 90% s&o utilizados pela mitocondria através da cadeia de
transporte de elétrons, e os 10 a 15% restantes sdo utilizados por diversas enzimas
oxidases e oxigenases e também por reacdes quimicas de oxidacao direta. Na parte
terminal da cadeia de transporte de elétrons, a enzima citocromo oxidase remove
um elétron de cada uma das quatro moléculas da citocromo c, oxidando-as, e
adiciona os quatro elétrons ao O, para formar agua (em torno de 95 a 98% dos 85 a
90% citados acima). Os 2 a 5% restantes séo reduzidos univalentemente em EROs.

A etapa final da oxidac&o geral dos alimentos resulta na formacédo de NADH e
FADH. A cadeia de transporte de elétrons oxida esses cofatores reduzidos por meio
da transferéncia de elétrons, em uma série de etapas para o O,, 0 aceptor final de
elétrons, ao mesmo tempo em que captura a energia livre das reacdes de oxidacao-
reducdo para dirigir a sintese de ATP. Os varios transportadores de elétrons
envolvidos na transferéncia de elétrons do NADH para o O, até formar agua (H.O)
ficam agrupados em quatro grandes complexos enzimaticos com multiplas
subunidades (complexos I-IV) que catalisam diferentes reacdes parciais da cadeia
de transporte de elétrons (Reacédo 01) (BEATTIE, 2003; SCHNEIDER e OLIVEIRA,
2004).

Reacédo 01 —reducao tetravalente do oxigénio:
O, +4e +4H" — 2 H,0

A estrutura eletrbnica do O, favorece sua reducéo por adicdo de um elétron
de cada vez (conversao univalente), o que favorece a geracdo de EROs (BEATTIE,
2003; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004; VASCONCELOS et al. 2007), pois, embora a

reducdo dos quatro elétrons do O, pela citocromo c oxidase seja quase sempre
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executada com grande rapidez e precisdo, o O, €, algumas vezes, reduzido apenas
de modo parcial, produzindo as EROs (VOET et al. 2000).

2.1.3. Tipos de EROs

a) Radical Superéxido

A adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental

gera a formacéo do radical superéxido (O, ). Reacdo 02:

02+e-— Oz._

Este radical ocorre em quase todas as células aerbdbicas e € produzido
durante a ativagdo maxima dos neutrofilos, mondcitos e eosinofilos, num processo
conhecido como exploséo respiratoria (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; BEATTIE,
2003). Este processo € essencial para a funcéo bactericida destas células, tanto que
diversos estudos (SMITH et al. 1984; SMITH et al. 1997; WICHTEL, 1998; CIARLINI
et al. 2002; LOPES et al. 2003; PASCHOAL et al. 2003; REIS et al. 2005) tém
demonstrado que a deficiéncia no metabolismo oxidativo dos neutrofilos, torna os
individuos mais susceptiveis a infec¢des e, até mesmo, ao parasitismo por vermes
gastrintestinais. Em condicbes fisiologicas ele é gerado principalmente nas
mitocdndrias, microssomas e peroxissomas. Também é gerado através de enzimas
como a xantina oxidase e NADPH oxidase (NORDBERG e ARNER, 2001;
ANDRADE JUNIOR et al. 2005; VASCONCELOS, et al. 2007). Apresenta meia vida
mais longa que o radical hidroxila, podendo reagir com as moléculas por mais
tempo, no entanto ele apresenta uma baixa reatividade molecular, e é duvidosa sua
capacidade de produzir danos significativos as estruturas celulares, pois ndo tem
habilidade de penetrar em membranas lipidicas, agindo apenas no local de formacao
(NORDBERG e ARNER, 2001). Todavia, de acordo com Andrade Junior, et al.
(2005), as reacdes desencadeadas pelo radical superéxido podem gerar radicais
hidroxila e peroxil e em meio acido este radical pode formar perdoxido de hidrogénio.

Ele também pode reagir com o éxido nitrico para formar o peroxinitrito.
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b) Per6xido de Hidrogénio

O superoxido ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio forma
peréxido de hidrogénio (H20,), através do processo chamado dismutacdo. Essa
reacao € catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD) que € encontrada em

quantidades elevadas nas células de mamiferos. Reagéo 03:
20,"+2H" 33 H,0,

O peréxido de hidrogénio ndo é considerado um radical livre verdadeiro, pois
ndo apresenta elétrons desemparelhados em sua Ultima camada (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; ANDRADE JUNIOR et al. 2005). Segundo Vasconcelos et al.
(2007), trata-se de um agente oxidante e redutor fraco. No entanto, & considerado
um metabdlito do oxigénio extremamente deletério por apresentar meia-vida longa e
devido a sua habilidade de penetrar membranas biolégicas e iniciar o processo de
peroxidacg&o lipidica (NORDBERG e ARNER, 2001). Também tem relevancia sua
participagdo na reacdo que produz o radical hidroxila, o mais lesivo e mais reativo
radical conhecido, tanto durante o processo de reducéo tetravalente do O,, quanto
reagindo com metais redox-ativos como o ferro e o cobre na reacédo conhecida como
reacdo de Fenton (ANDRADE JUNIOR, 2005; VASCONCELOS et al. 2007). Uma
acao benéfica do radical € carrear, para fora da célula, moléculas de sinalizacéo
intracelular (NORDBERG e ARNER, 2001).

¢) Radical Hidroxila

Quando o H,O, recebe mais um elétron e um ion hidrogénio, € formado o
radical hidroxila (OH"). Este radical também pode ser formado quando o H,O, reage

com ions ferro ou cobre. Essa reacao é conhecida como reacdo de Fenton. Reacéo
04:

Fe?'/Cu* + H,0, — OH + OH + O,

Os ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacao entre H,0,
e superoéxido, conduzindo a producédo de radical hidroxila (Rea¢édo 5), a chamada

Reacao de Haber-Weiss. Reacao 05:

H,O, + 02._ —OH +OH + 0O,



22

O radical hidroxila é o mais reativo dos intermedidrios, pois pode reagir e
alterar qualquer estrutura celular que esteja proxima (NORDBERG e ARNER, 2001;
SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004; VASCONCELOS et al. 2007). E o que apresenta a
meia vida mais curta, o que justifica sua maior instabilidade e maior rapidez em
retirar elétrons de outras moléculas (ANDRADE JUNIOR et al. 2005). Esta ERO
reage amplamente com aminoacidos, fosfolipideos, acido desoxirribonucléico (DNA),
acido ribonucléico (RNA) e acidos organicos. Assim, pode levar a mutacdo ou
inativacdo do DNA, inativar varias proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a
pontes dissulfeto e também pode iniciar a oxidacdo de acidos graxos polinsaturados
das membranas celulares ocasionando lipoperoxidagdo (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004; VASCONCELOS et al. 2007).

d) Oxigénio Singlete e Ozbnio

Outras EROs de interesse sdo os oxigénio singletes, que sdo formas de
oxigénio spin-alteradas, e o o0z6nio (VASCONCELOS et al. 2007). O oxigénio
singlete (*O,) é uma forma excitada do oxigénio molecular, produzido por reacées
fotoquimicas pela exposicdo a radiacéo ionizante, luz ultravioleta ou luz visivel sobre
os tecidos. Ele ndo possui elétrons desemparelhados em sua ultima camada, mas
mesmo assim reage com um grande numero de moléculas bioldgicas, incluindo
lipideos de membrana, iniciando processos de peroxidacdo. Por ser muito instavel,
possui meia-vida curta, tendo, entretanto, um poder destrutivo intenso
(VASCONCELOS et al. 2007; SILVA et al. 2008). Quanto ao oz6nio (O3), este é
produzido no ar atmosférico poluido e por alguns equipamentos. Ele ¢é
extremamente danoso ao pulmao, oxidando rapidamente proteinas, DNA e lipideos
(VASCONCELOS et al. 2007).

2.1.4. Espécies Reativas Derivadas do Nitrogénio

Além do oxigénio, o nitrogénio também participa da estrutura dos radicais
livres de importancia para a saude, sendo entdo denominadas de espécies reativas
derivadas do nitrogénio (ERNs) (LEITE e SARNI, 2003). Dentre estas, merece

destaque o 6xido nitrico, também chamado de monéxido de nitrogénio (NO). Ele é
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sintetizado nos organismos vivos pela enzima éxido nitrico sintetase, que converte o
aminoécido L-arginina a NO' + L-citrulina. E um radical abundante que age em uma
variedade de processos bioldgicos, incluindo relaxamento  muscular,
neurotransmiss&o e regulacdo imune. E considerado o membro mais estranho da
familia das EROs. Originalmente foi identificado como fator relaxante derivado do
endotélio, € um potente vasodilatador, envolvido na regulacdo da pressédo arterial
(NORDBERG e ARNER, 2001; VASCONCELOS et al. 2007). Segundo Nordberg e
Arnér (2001), o 6xido nitrico tem ainda a capacidade de inibir a peroxidacao lipidica
em membranas biologicas devido a sua capacidade de reagir com outras EROs
menos reativas. Ele funciona também como mensageiro intracelular e devido a sua
capacidade de ultrapassar membranas também funciona como transmissor de sinais
entre células. Seu efeito toxico como RL, contribui de modo importante para a leséo
tecidual que ocorre nos processos inflamatorios cronicos, na sepse e na sindrome
da leséo por isquemia e reperfusdo (LEITE e SARNI, 2003).

Outra espécie derivada do nitrogénio € o peroxinitrito (ONOQO"), formado pela
reacdo do radical superoxido com o Oxido nitrico. Ele é considerado um oxidante
potente, bastante instavel, com tempo de vida curto e com propriedades
semelhantes ao radical hidroxila. Causa danos a muitas moléculas bioldgicas,
inclusive a grupos S-H das proteinas, provoca hidroxilacao e nitracdo de compostos
aromaticos. Também tem capacidade de formar radicais hidroxilas independente da
presenca de metais de transicdo. Em presenca de CO, o peroxinitrito forma o

peroxicarboxilato nitroso (ONOOCO;) que tem importancia devido a sua capacidade
de formar o anion radical carbonato (CO3’), que é mediador de diversas reagées de

oxidacao e nitracdo (NORDBERG e ARNER 2001; VASCONCELOS et al. 2007).

2.1.5. Espécies Reativas Derivadas do Cloro

O cloro também da origem a espécies reativas e dentre elas destaca-se o
acido hipocloroso (HOCI). Esta € uma espécie nao radicalar, membrana permeavel
gue oxida um grande numero de compostos biolégicos, como ti6is e tioéteres,
aminas, fendis e ligacbes insaturadas. Mais seletivo que o radical hidroxila, oxida
ferro e proteinas. Pode reagir com o radical superéxido e formar o radical hidroxila
(VASCONCELOS et al. 2007). O é&cido hipocloroso € formado através da
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peroxidacdo de ions cloro catalisado pela enzima mieloperoxidase em peroxissomos
de neutréfilos, macréfagos ou mondcitos ativados por células infectadas com virus
ou bactérias (HURST et al. 1991). Para destruir células infectadas, as células de
defesa geram uma descarga oxidante composta basicamente por peréxido de
hidrogénio, &cido hipocloroso e O6xido nitrico, além do &nion superoxido
(CHIHUAILAF et al. 2002).

2.1.6. Mecanismos de Defesa Antioxidante

A producdo continua de EROs e ERNs durante os processos metabolicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar
0s niveis intracelulares de espécies reativas e impedir a indugéo de danos (BIANCHI
e ANTUNES, 1999; BEATTIE, 2003).

De acordo com Sies (1993), uma ampla definicdo de antioxidante € qualquer
substancia, presente em baixas concentracdes quando comparada a do substrato
oxidavel, que atrasa ou inibe a oxidacao deste substrato de maneira eficaz. Esses
agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres podem ser
classificados em antioxidantes enzimaticos ou nao enzimaticos (SIES, 1993;
BIANCHI e ANTUNES, 1999). O primeiro grupo inclui as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase. O segundo grupo €
constituido por compostos sintetizados pelo proprio organismo como a bilirrubina,
ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina, coenzima Q, acido Urico, e outros
ingeridos através da dieta regular ou via suplementacdo como o acido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (precursor da vitamina A) e grupos
fendis de plantas (flavonoides) (WRIGHT et al., 1981; SIES, 1993; HALOVSKA et al.,
1996; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004; VASCONCELOS et al. 2007).

Outra forma de classificar os antioxidantes € quanto a sua forma de atuacéo.
Nesta classificacdo uma linha de defesa atua como detoxificadora do agente antes
gue ele cause lesdo. Esta linha € constituida pela glutationa reduzida (GSH),
superoéxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina
E. A outra linha de defesa tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo
constituida pelo acido-ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd), pela GSH-Px,

a-tocoferol, carotendides, flavondides, transferrina, bilirrubina e coenzima-Q, entre
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outros. (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; BIANCHI e ANTUNES, 1999; SILVA et
al. 2008).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos,
valendo salientar que a composicédo das defesas antioxidantes difere entre tecidos,
entre tipos celulares e possivelmente de célula a célula do mesmo tipo, em um dado
tecido (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004), e seu desempenho vai depender de
fatores como o tipo de radical livre formado e onde e como s&o gerados esses
radicais. Assim, € perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor
em um determinado sistema, mas que falhe na protecéo, ou mesmo que aumente as
lesBes induzidas em outros sistemas ou tecidos (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir sua
formacdo, principalmente pela inibicdo das rea¢cdes em cadeia com o ferro e o cobre.
Os antioxidantes também sdo capazes de interceptar radicais livres formados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas. Outro mecanismo de protecdo € o
reparo das lesdes causadas pelos radicais (BIANCHI e ANTUNES, 1999; SILVA et
al. 2008).

a) Mecanismo de Defesa Antioxidante Enzimatico

Catalase

A catalase é uma enzima cujo sitio ativo contém o grupo heme. Esta presente
principalmente no peroxissoma, a principal organela responsavel pela
desintoxicacdo celular e pela oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa, fonte
inesgotavel de peroxidos organicos, produtos carbonilicos e oxigénio singlet
(VASCONCELOS et al. 2007). Sua funcéo é catalisar a dismutacdo do peroxido de
hidrogénio a agua e oxigénio molecular. Devido a sua localizacdo no peroxissoma,
ela também esta relacionada com o processo de detoxificacdo de diferentes
substratos. Outra funcdo antioxidante da catalase € diminuir o risco de formacao de
radicais hidroxila via reacdo de Fenton, uma vez que ela elimina o perdxido de
hidrogénio (H,0,) (NORDBERG e ARNER, 2001).
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Glutationa

A familia de glutationa peroxidase apresenta-se sob quatro formas. A GSH-Px
1 ou classica que é encontrada no citosol de todas as células do organismo; a GSH-
Px 2 ou gastrointestinal é especifica do trato gastrointestinal; a GSH-Px 3 ou
plasmética ou extracelular & encontrada no fluido de revestimento interno do pulméo
e no plasma; e a GSH-Px 4 que atua sobre peréxidos de residuos de acidos graxos
nas membranas e lipoproteinas, reduzindo também o hidroperoxido da timina,
formado como consequéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA
(NORDBERG e ARNER, 2001; VASCONCELOS et al. 2007). De acordo com
Nordberg e Arnér (2001), também foi encontrada atividade enzimética da GSH-Px 4
em células espermaticas.

A GSH-Px é considerada uma metaloenzima, cuja estrutura esta formada por
4 g/mol de selénio (Se) por cada mol de enzima. A funcdo da GSH-Px é catalisar a
reducdo do H,O, e outros peroxidos a agua ou alcool na presenca da glutationa
reduzida (GSH). A GSH é uma flavoproteina (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) a qual
atua como agente redutor ao ceder um atomo de hidrogénio (H"), transformando-se
em glutationa oxidada ou dissulfeto de glutationa (GSSG). Nesta reacdo sao
liberadas duas moléculas de dgua e o metabdlito oxigenado € inativado (CEBALLOS
e WITTWER, 1996; FERREIRA e MATSUBARA, 1997; CEBALLOS, et al. 1999). A
GSH é considerada um dos agentes antioxidantes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante celular (SIES, 1993; FERREIRA e MATSUBARA, 1997,
NORDBERG e ARNER, 2001). Sua capacidade redutora é determinada pelo
grupamento sulfidrila (—-SH), presente na cisteina.

A recuperacdo da GSH é feita pela enzima glutationa-redutase (GSH-Rd),
uma etapa essencial para manter integro o sistema de protecdo celular.
Habitualmente a reserva intracelular de GSH-Rd é alta e somente uma grave
deficiéncia desta enzima resultard em sinais clinicos. Visto que a GSH-Rd é uma
flavoproteina dependente da nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida
(NADPH) e, portanto, também depende da integridade das vias da pentose,
condicbes de diminuicdo do fornecimento de NADPH, como no jejum e na
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), h& prejuizo da funcédo da
GSH-Rd (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
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Superoxido-Dismutase

A superoxido-dismutase (SOD) corresponde a uma familia de enzimas com
diferentes grupos prostéticos em sua composicdo. Os mamiferos tém trés
isoenzimas diferentes da SOD que catalisa a conversao de superéxido em peréxido
de hidrogénio. A forma citosodlica da SOD contém cobre e zinco no seu sitio ativo,
assim como a forma extracelular da enzima; entretanto, existe uma forma
mitocondrial com manganés no seu sitio ativo (BEATTIE, 2003; NORDBERG e
ARNER, 2001; VASCONCELOS et al. 2007). Na reacéo catalisada pela SOD, duas
moléculas do radical superoxido formam peréxido de hidrogénio e oxigénio
molecular, o que faz de sua atividade uma fonte de perdxido de hidrogénio celular
(NORDBERG e ARNER, 2001).

A acdo conjunta das enzimas CAT, SOD e GSH-Px, evita o acumulo de
radical superoxido e de peréxido de hidrogénio, para que ndo haja formacédo do
radical hidroxila, contra o qual nao existe sistema enzimatico de defesa
(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

b) Sistema de Protecdo Antioxidante Nao Enzimatico

Coenzima Q

O segundo grupo de antioxidantes é aquele ndo enzimatico, também
conhecido por agir na reparacao da lesdo ocorrida. Dentre estes tem-se a coenzima
Q ou ubiguinona. Sua forma antioxidante € o ubiquinol (CoQH>), produto da reducéo
da CoQ, que tem a funcdo de inibir a iniciacdo da peroxidacdo lipidica, com
consequente impedimento da formacdo de radicais peroxila. Além disso, a CoQ
regenera a vitamina E do radical tocoferila. Ela desempenha papel central na cadeia
respiratéria mitocondrial, na cadeia de transporte de elétrons extra-mitocondrial,
participa da regulacdo da permeabilidade, diminui a oxidacdo de proteinas de
membrana, previne a oxidacdo do DNA e impede a disfuncdo endotelial,
provavelmente por aumentar a disponibilidade de oxido nitrico. A atividade
antioxidante do CoQH, depende, ndo somente da sua concentracdo total, mas
também do seu estado redox, ou seja, da proporcdo de CoQH, em relacdo a CoQ
total (CHIHUAILAF et al. 2002; VASCONCELOS et al. 2007).
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Acido Urico

Outro composto antioxidante ndo enzimético é o acido urico (URH3). Este, em
pH fisiolégico é dissociado a urato (UrHy), que possui atividade antioxidante, uma
vez que reage com radicais peroxila antes que estes penetrem na membrana celular
e iniciem o dano. Eles também possuem atividade de quelante de metais de
transicdo e previnem a oxidacao da vitamina C (VASCONCELOS et al. 2007).

B-Caroteno

O p-caroteno é um carotendide presente em muitos alimentos,
particularmente frutas e vegetais. As propriedades antioxidantes dos carotendides
estao relacionadas a sua capacidade de capturar radicais e outras espécies, Como 0
oxigénio singlete, em baixas concentracfes e em baixa pressao parcial de oxigénio,
tais como aquelas da maioria dos tecidos sob condigdes fisiologicas (BIANCHI e
ANTUNES, 1999; VASCONCELOS et al. 2007). O p-caroteno € o principal precursor
da vitamina A, que também possui atividades antioxidantes. Em bovinos a
capacidade de conversao de B-caroteno em vitamina A é de 24%, ou seja, cada 1mg
de B-caroteno equivale a 400 Ul de vitamina A (BIANCHI e ANTUNES, 1999;
TAVAROL, 2004).

Proteinas de Transporte de Armazenamento de lons Metalicos

Um componente adicional do sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico
sdo as proteinas de transporte e armazenamento de ions metalicos, cuja acdo é
seqliestrar e limitar a exposicdo a ions Fe®*" e Cu®*, ja que seus excessos promovem
a geracao de ions hidroxila através da reacdo de Fenton. As proteinas que cumprem
esta funcdo séo a ferritina, transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina, haptoglobina,

metalotioneina, hemopexina e carnosina (CHIHUAILAF et al. 2002).

Transferrina

A transferrina € uma betaglobulina sintetizada pelo figado, responsavel pelo

transporte de ferro no plasma (SMITH, 1997). O ferro obtido da dieta pode ser o Fe**
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(férrico) ou Fe?" (ferroso). Para entrar na célula duodenal é necessario que o Fe
esteja na forma reduzida. No interior do eritrécito é oxidado a Fe®*" e em seguida é
reduzido a Fe?*, para circular no plasma inicialmente ligado a ceruloplasmina, que
novamente o oxida para que seja captado pela transferrina e dai é transportado para
o figado, onde é armazenado e distribuido para as células (VASCONCELOS et al.
2007).

Ceruloplasmina

A ceruloplasmina € uma a-2 globulina sintetizada pelo figado que possui em
sua molécula seis atomos de cobre. Sua principal funcao € o transporte de cobre no
plasma desde o figado até os tecidos (CHIHUAILAF et al. 2002; ROSA e MATTIOLI,
2002; VASCONCELOS et al. 2007). O Cu?', obtido da dieta, é quelado pelo
aminoacido histidina e absorvido no duodeno. E transportado ao figado ligado a
albumina e 14 é incorporado na proteina ceruloplasmina e entéo distribuido para as
células (VASCONCELOS et al. 2007).

Vitamina C

A vitamina C ou acido ascorbico também € um componente do sistema de
defesa antioxidante ndo enzimatico. Em sistemas bioldgicos, em pH fisiolégico (7,4),

99,95% da vitamina C (AsCH;) encontra-se na forma de ascorbato (AsC), que € a
forma que atua como antioxidante, ao doar um H ou [H" + e7] para um radical. O

ascorbato atua como antioxidante sobre ERO e ERN, em ambiente biologico
aquoso, resultando na formacdo do anion radical semidesidroascorbato (Asc™), ou
ascorbila, pouco reativo. Atua eficientemente sobre o anion radical superéxido, o
peroxido de hidrogénio, o hipoclorito (CIO") e os radicais hidroxila e peroxila. O
ascorbato pode atuar diretamente nas membranas celulares, por impedir a iniciacao
da peroxidacao lipidica ou indiretamente por regenerar a vitamina E, que atua como
antioxidante na face lipofilica da membrana. Além disso, ele pode regenerar 0 anion
radical urato, fechando o ciclo de atuacédo antioxidante do mesmo (CHIHUAILAF et
al. 2002; VASCONCELOS et al. 2007). Apesar de sua propriedade antioxidante, o

ascorbato pode desempenhar efeito de um potente pro-oxidante em presenca de
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excessivas concentracdes de fons Fe®* e Cu?* e gerar radicais peréxido (H-0,) e
hidroxila (OH") (CHIHUAILAF et al. 2002; BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Vitamina E

A vitamina E ou tocoferol € um antioxidante lipossolavel que atua bloqueando
a etapa de propagacdo da peroxidacéo lipidica dos acidos graxos poliinsaturados
das membranas e lipoproteinas. Intercepta o radical peroxila com formacdo do
radical tocoferila, que ser& regenerado pela vitamina C, glutationa ou ubiquinol a
tocoferol (VASCONCELOS et al. 2007). Sua capacidade antioxidante esta
relacionada a presenca de um grupo hidroxila ligado a porcdo hidrofébica de sua
molécula. O hidrogénio do radical hidroxila é facilmente removivel, sendo assim, o
tocoferol se adere a membrana celular atraindo as moléculas de &cido graxos
poliinsaturados, posteriormente cede o hidrogénio fenolico aos radicais lipidicos
livres formados durante a peroxidacdo formando o radical tocoferol-O, que por
possuir baixa reatividade, ndo inicia reacbes em cadeia. O complexo radical-
tocoferol é eliminado parcialmente pela respiracdo e a outra parte € reconvertida a
tocoferol, como ja foi exposto (MILLER e BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA, 1993;
SILVA et al. 2008).

2.1.7. Estresse Oxidativo

Disturbios de producao de oxidante / antioxidante, em favor do oxidante, (por
exemplo, no processo de sepse, reperfusdo de tecidos isquémicos, exposicdo a
radiacdo inclusive radiacdo solar, exercicio intenso e exposicdo ao calor), doencas
imunoldgicas, anemia, uremia, ou em caso de deficiéncia dos mecanismos
antioxidantes, como observado nas deficiéncias vitaminicas e minerais, ocorrem
danos celulares os quais sao denominados “Estresse Oxidativo” (SIES, 1993;
BIANCHI e ANTUNES, 1999; CHIHUAILAF et al. 2002; BEATTIE, 2003;
FONTEQUE, 2005; VASCONCELOS et al. 2007).

Depois de formadas, as EROs podem reagir e causar danos a todas as
classes de moléculas biolégicas (VOET et al. 2000; BEATTIE, 2003), sendo que o
alvo celular primario pode variar, dependendo da célula, do tipo de estresse imposto

e quao severo € esse estresse (SILVA et al. 2008). Ja a extensdao dos danos
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depende ndo somente da natureza e quantidade de EROs, mas também do
momento e da duracdo da exposi¢cao, associado aos fatores extracelulares, como
temperatura, tenséo de oxigénio e ambiente (AGARWAL et al., 2003).

De acordo com Beattie (2003), Andrade Janior et al. (2005) e Silva et al.
(2008), os constituintes celulares e extracelulares mais afetados sdo os &cidos
graxos poliinsaturados das membranas celulares (plasmatica, mitocondrial e
lisossomal), proteinas (enzimas celulares e constituintes da matriz extracelular) e o

acido nucléico (principalmente cromossomos).

a) Interacdo das EROs com Acidos Graxos

Os fosfolipideos presentes em membranas plasmaticas e de organelas estao
sujeitos a peroxidacédo de lipideos, uma reacdo em cadeia de radical livre iniciada
por remocao de hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado por radical hidroxila
(BIESALSKY, 2002; BEATTIE, 2003). Os principais acidos atingidos sao o linoléico,
0 araquiddnico e o docosahexanoico, por possuirem fracas pontes de ligacdo entre
carbono e hidrogénio, sendo o hidrogénio facilmente abstraido, e devido as suas
multiplas ligaces (NORDBERG e ARNER, 2001; SILVA et al. 2008).

A peroxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados usualmente envolve trés
processos definidos como iniciacdo, propagacdo e terminacdo. A fase de iniciacao
ocorre com a formacdo de um conjugado dieno pela subtragcdo de um atomo de
hidrogénio pela ERO. A fase de propagacdo da peroxidacéo lipidica decorre da
interacdo do oxigénio molecular com o carbono, com a formacdo do radical
hidroperéxido, que subtrai hidrogénio de outras moléculas de lipideos, resultando no
hidroperédxido lipidico. Com a ajuda de metais cataliticos, a decomposicdo dos
hidroperdxidos resulta na formacédo dos radicais alcoxil e peroxil que podem iniciar
uma reacdo em cadeia propagando a peroxidacao lipidica (BEATTIE, 2003;
ANDRADE JUNIOR et al. 2005).

Ao se degradarem, os hidroperdxidos originam uma variedade de compostos
citotoxicos, como os aldeidos, entre eles o hidroxinonenal e o malondialdeido.
Sendo que este Ultimo possui baixa toxicidade (CHIHUAILAF et al. 2002).

Uma consequéncia significativa da peroxidacdo de lipideos ¢é a

2+

permeabilidade de membranas aumentada, levando a um influxo de Ca e de

outros ions, com subseqiente inchamento da célula. Aumentos similares de
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permeabilidade de membranas de organelas também podem resultar em ma
distribuicdo de ions e resulta em dano intracelular. Por exemplo, o acumulo de
quantidades excessivas de Ca?* em mitocondrias pode desencadear apoptose
(BEATTIE, 2003). A alteracdo da permeabilidade das membranas pode, ainda,
promover a liberacdo de enzimas das organelas e formacdo de produtos citotoxicos
gue inativam receptores das proteinas da membrana, fato que potencializa os danos
celulares, culminando com sua morte (SILVA et al. 2008).

b) Interagdo das EROs com Proteinas

Nas proteinas, o ataque das EROs pode levar a modificacdo dos
aminoacidos (SILVA et al. 2008). As mudancas fisicas nas proteinas que eles
compbem estdo distribuidas em trés categorias: fragmentacdo, agregacdo e
susceptibilidade a digestdo proteolitica. As proteinas sdo seletivamente
fragmentadas nos residuos de prolina, cisteina, metionina, histidina e arginina uma
vez que eles sdo susceptiveis ao ataque por radicais hidroxila e os dois ultimos
estdo em intima associacdo com os metais de transicdo. O radical hidroxila tem,
ainda, a capacidade de formar ligacbes cruzadas entre as proteinas o que gera
agregacao das mesmas (BEATTIE, 2003).

Foi observado que a presenca de quantidades significativas de aminoacidos
aromaticos ou sulfurados numa estrutura protéica a torna mais vulneravel a acéao
das EROs. Estudos realizados in vitro mostraram que as proteinas sofrem alteracdes
localizadas nos sitios ligados a metais de transicdo. Estes sitios sdo particularmente
susceptiveis devido a facilidade com que os metais ligados reagem com o peroxido
de hidrogénio para formar ions hidroxila os quais, posteriormente, atacam o0s
aminoéacidos adjacentes (CHIHUAILAF et al. 2002).

As alteracdes conformacionais ocasionam alteracdo da atividade enzimatica e
aumento da susceptibilidade proteolitica (BEATTIE, 2003; ANDRADE JUNIOR et al.
2005; SILVA et al. 2008).

c) Interacdo das EROs com o DNA

Sem duvida, a consequéncia mais importante das EROs € o dano ao DNA,

tanto mitocondrial como nuclear, resultando em mutagdes. Em humanos foram
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observados, aproximadamente, 20 tipos de alteracdes oxidativas do DNA pela acao
das EROs (ANDRADE JUNIOR, et al. 2005). O DNA mitocondrial € mais susceptivel
a danos por EROs, uma vez que a cadeia de transporte de elétrons € uma fonte
importante de radicais toxicos de oxigénio. Além disso, tem-se que 0s mecanismos
de reparo do DNA mitocondrial € menos eficiente em relagdo ao do DNA nuclear
(CHIHUAILAF et al. 2002; BEATTIE, 2003; ANDRADE JUNIOR, et al. 2005). O DNA
nuclear esta protegido de dano permanente por uma capa protetora de histonas,
bem como pelos mecanismos ativos de reparo. As alteragbes provocadas pelas
EROs, principalmente o radical hidroxila, inclui alteracdes de bases e quebra de
moléculas. Dano ao DNA mitocondrial resultarda em mutacfes que afetam a
producéo de energia, no entanto, estas alteracdes serao significativas na medida em
gue sejam intensas e capazes de iludir os sistemas de reparo antes que ocorra a
replicacdo (CHIHUAILAF et al. 2002). Dos cinco principais componentes do DNA, a
timina e a citosina sdo as bases mais susceptiveis aos danos causados pelo ataque
dos radicais hidroxila, seguidas pela adenina, guanina e o acucar desoxirribose
(ANDRADE JUNIOR et al. 2005).

2.2. INSULACAO TESTICULAR

A caprinocultura representa uma importante atividade sécio-econdémica para a
populacdo da regido semi-arida do Nordeste, onde os periodos criticos de seca
interferem na producdo de alimentos. Apesar de os caprinos serem considerados
animais de facil adaptacéo, a associacdo entre os varios fatores climaticos como,
temperatura do ar, umidade relativa do ar e irradiacdo provocam alteracbes
fisiolégicas que acabam interferindo na produtividade animal (SILVA et al. 2005).
Appleman e Delouche (1958) observaram que em temperaturas criticas, entre 35° C
e 40° C, os caprinos reduzem a sua eficiéncia bioenergética prejudicando o seu
desempenho produtivo, em decorréncia do estresse térmico.

O estresse provocado pelas elevadas temperaturas ambientais, além de
interferir nos parametros fisioldgicos, temperatura retal, freqiéncia respiratéria e
temperatura superficial (Muller et al., 1994), interfere também no desempenho
reprodutivo dos animais, uma vez que a espermatogénese esta sobre controle
fisiol6gico do sistema neuroenddcrino e sofre influéncia direta da termorregulacao
escrototesticular (SANTOS e SIMPLICIO, 2000). Para Rao et al. (1983) a introdug&o
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de animais exoticos em &reas de clima diferente ao de origem provoca deterioracéo
no seu desempenho reprodutivo, apresentando alteracdes na qualidade e nos
constituintes bioquimicos do sémen, em decorréncia do estresse caldrico.

Muitos estudos evidenciaram que, em casos de temperatura ambiente
elevada, os mecanismos fisiolégicos de termorregulacdo testicular ndo sé&o
suficientes para manter a temperatura ideal para o funcionamento da gbnada
masculina, determinando degeneracao testicular (FLORENTINO et al. 2003a). Nichi
(2003), estudando as modificagbes na qualidade espermatica de sémen de touros
indianos e europeus em diferentes épocas do ano, observou aumento da ocorréncia
de defeitos maiores nos espermatozéides coletados no periodo do verdo. Silva et al.
(2005), observaram diminui¢do da concentracdo espermatica do sémen de caprinos
criados no semi-arido paraibano, quando as coletas foram realizadas na época mais
guente do ano.

Segundo Villares (1976), nos mamiferos com testiculos localizados
permanentemente na bolsa escrotal, a termorregulacdo acontece principalmente
pela existéncia de trés mecanismos: as glandulas apodcrinas, situadas na bolsa
escrotal, que permitem a sudagdo com subsequente resfriamento testicular; a tanica
dartos e o musculo cremaster que favorecem o afastamento e a aproximacédo dos
testiculos a regido inguino-abdominal e o plexo pampiniforme, constituido por
artérias e veias testiculares, dispostas contiguamente, o qual é responsavel pela
troca de calor e consequente resfriamento do sangue arterial.

Contudo, dependendo do grau de intensidade do estresse térmico, poderéo
ocorrer falhas na eficacia desses mecanismos, favorecendo a subsequente
degeneracdo do epitélio germinativo testicular (HULET e SHELTON, 1982;
SANTOS, 1995; FLORENTINO et al., 2003b; NICHI, 2003), com comprovado efeito
depressivo na qualidade do sémen, produzindo elevacdo de pH e da porcentagem
de espermatozéides anormais, diminuicdo da motilidade, concentracdo espermatica,
volume e porcentagem de espermatozoides vivos.

De acordo com Lasota et al. (2004), os espermatozéides mamiferos tém uma
alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados em sua membrana, além de
apresentarem uma baixa concentragcdo de enzimas antioxidantes em seu
citoplasma. Esta caracteristica os torna particularmente sensiveis aos efeitos das
EROs.
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Em condi¢des experimentais, a insulacdo escrotal € um bom método para o
estudo das alteracBes degenerativas testiculares causadas pelo estresse térmico
(FLORENTINO et al. 2003a), pois 0 aumento da temperatura do escroto, quer
natural ou induzido pela insulacdo da bolsa escrotal, interfere na termorregulacéo
testicular, predispondo a degeneracdo do epitélio germinativo gonadal (SANTOS e
SIMPLICIO, 2000).

Os mecanismos através dos quais ocorre morte celular em resposta ao
estresse calorico, ainda ndo estdo completamente elucidados, no entanto estudos
recentes tém demonstrado que ocorre morte programada das células germinativas
através de apoptose. Este tipo de morte celular também ocorre em funcdo do
estresse oxidativo, no entanto, ndo € conhecida a origem das EROs nos casos de
estresse calorico, mas se sabe que elas estdo aumentadas nestes casos(KUMAGAI
et al. 2002).

Nichi (2003) observou aumento significativo nos niveis de malondialdeido no
sémen coletado de touros no periodo do verao, indicando a ocorréncia de estresse
oxidativo em temperatura elevada. Ratos adultos submetidos a cirurgia para
inducdo de criptorquidismo apresentaram aumento da peroxidacéo lipidica como
sinal de estresse oxidatvo (AHOTUPA e HUHTANIEMI, 1992). Niveis de
peroxidacéo lipidica também estao significativamente aumentados antes da descida
dos testiculo para a bolsa escrotal em ratos (PELTOLA et al. 2005). Estes dados
indicam que ha um envolvimento das EROs com a morte por apoptose das células

germinativas testiculares.

De acordo com Nichi (2003) e Setchell (1998), uma explicacdo plausivel para o
aumento da producdo de EROs durante o estresse térmico testicular seria o
aumento da taxa metabdlica e correspondente aumento da demanda por oxigénio
sem elevacéo da circulacdo sanguinea, uma vez que o fluxo sanguineo é limitado
em funcdo da disposicao espiralada da artéria testicular, 0 que provocaria um
guadro de hipoxia tecidual, condicdo predisponente para producdo de EROs.
Barros et al. (2009), trabalhando com bovinos ndo observou aumento do fluxo
sanguineo de touros submetidos a temperatura de 35°C diretamente sobre testiculo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Setchell (1978) citado por Barros et
al. (2009), avaliando o fluxo sanguineo testicular de carneiros, quando a

temperatura escrotal era elevada até a temperatura corporal.
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Embora alguns autores afirmem que ha poucas explicacbes sobre a morte
celular causada por estresse térmico, Rockett et al. (2001), explica que o0 processo
de degeneracdo testicular pelo aumento de temperatura estd relacionado a
expressdo de um grupo de proteinas conhecidas como proteinas do choque térmico
(HSPs), principalmente a HSP-70.

De acordo com Paul et al (2009), a hipoxia gera parada do ciclo celular e morte
por apoptose. Os mesmos autores, trabalhando com ratos submetidos a estresse
calorico transitério, encontraram evidéncias do envolvimento da hipoxia, estresse
oxidativo e apoptose no processo de degeneracao do epitélio germinativo testicular
ao investigarem o marcador de hipoxia tecidual conhecido como fator induzido por
hipéxia 1a mRNA (HIF1a mRNA), as enzimas antioxidantes glutationa peroxidase 1
(GPX1) e glutationa S-transferase a e expressdo da caspase 3 um marcador de
morte celular por apoptose. Shiraishi et al. (2009), também observaram correlacao
entre 0 aumento da temperatura testicular e a expressdo de marcadores do
estresse oxidativo com a morte celular por apoptose, trabalhando com homens

criptorquidicos. No entanto, esses mecanismos ainda ndo estdo bem esclarecidos.

Uma explicacdo proposta seria que as situacfes de estresse como o calor,
alteram a conformacdo terciaria das proteinas, separando as cadeias de
aminoacidos, expondo os aminoacidos hidrofébicos a agua e provocando a perda
da funcdo da proteina. Nesta situacdo ocorre ativacdo das Proteinas do Choque
térmico (HSPs), que migram para o nucleo e nucléolo e ajudam a célula a conservar
ou degradar as proteinas desnaturadas, unindo-se a elas para evitar que se
agreguem, marcando-as para logo destrui-las, ou mantendo as cadeias de
polipeptideos separadas, para que quando o estresse tenha acabado, elas possam
voltar ao funcionamento inicial, recuperando sua conformacdo tridimensional
(ESSIG e NOSEK, 1997; MEYER e SILVA, 1999). As HSP70 comp&em a principal
classe de proteinas induzidas por temperaturas elevadas e tém se mostrado
importantes tanto na espermatogénse quanto no desenvolvimento de embrides
(ROCKETT et al. 2001). De acordo com Hwang et al. (2008), o nivel de
termotolerancia de uma célula é diretamente proporcional aos niveis de HSP70

presentes em seu citosol.

Estas proteinas podem ativar a expressao do gene p53, que tem acao na

supressdo de tumores e também é expresso nos testiculos. Altas temperaturas
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escrotais causariam, em espermatocitos paquitenos e espermétides arredondadas,
a condensacdo na cromatina nuclear, que, por sua vez, levariam a ativacdo das
HSPs e posterior ativagdo do p53, com consequente interrupcédo do ciclo celular.
Este mecanismo visaria prevenir a proliferagdo de células germinativas com DNA
danificado (ALMON et al. 1993; DADA et al. 2001). Yin et al. (1998), observaram que
a P53 foi responséavel pela eliminacdo espontédnea através de apoptose das células
germinativas testiculares defeituosas de ratos. No entanto, eles sugerem que sua
ativacao ocorra devido a condicfes de hipoxia tecidual. Chaki et al. (2005), observou
aumento do estresse oxidativo e morte por apoptose em células seminais de ratos
criptorquidicos, mas também ocorreu remocdo de células germinativas negativas
para apoptose por células gigantes multinucleadas, indicando uma outra forma de
remocao de células defeituosas além da apoptose.

Morgentaler et al. (1999), postularam que o p53 poderia atuar na apoptose
induzida pelo estresse térmico, com a funcédo de selecionar as células germinativas
gue sofreram danos pelo calor, provocando morte celular das mesmas. Segundo
Hikim e Swerdloff (1999), o mecanismo de acdo do p53 no testiculo ainda néo foi
completamente elucidado, porém, ha indicios de que este mecanismo envolveria a
ativacao de genes indutores do p53 com posterior formacédo de EROs. Estas EROs
provocariam a degeneracdo oxidativa dos componentes mitocondriais, 0 que
permitiria a liberacdo de fatores indutores da apoptose, como o citocromo c. Além
deste mecanismo, estudos recentes indicam que a proteina p53 promove uma
permeabilidade transitdria na membrana mitocondrial que por si sO, permitiria a
saida de EROs e do citocromo c. Além de induzir a apoptose no citosol, o citocromo
c € aceptor final de elétrons, com potencial funcdo na formacdo de anions
superéxido, ERO gque fornece substrato para a formacéo do perdxido de hidrogénio,
com posterior formacdo do radical hidroxila, outra ERO extremamente ativa
(NELSON e COX, 2006).

As lesdes estruturais ao nivel do testiculo sdo marcantes quando altas
temperaturas séo induzidas sobre este 6rgdo e seguramente as conseqiéncias néo
se restringem apenas ao testiculo, mas também ao organismo como um todo, uma
vez que € acompanhado por aumento na producédo de radicais livres, determinando
alteracdes no metabolismo celular sistémico, pois, de acordo com Sies (1993),

espécies oxidativas inofensivas podem se formar no interior celular e serem
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transportadas para outros sitios onde poderéo ser ativadas e provocar oxidacao de
componentes celulares longe de onde foram produzidas.

2.3. SELENIO E VITAMINA E

Danos tissulares induzidos por estresse oxidativo sdo minimizados por
elementos de defesa oxidativa, ou seja, por antioxidantes. Dentre os mecanismos de
defesa, estdo reconhecidamente envolvidos na protecdo das membranas biolégicas
contra a lipoperoxidacdo a vitamina E e o selénio, os quais atuam sinergicamente
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999; TEMPLER, 2000). A vitamina E previne a
peroxidacéo, rastreando as EROs nos estagios iniciais da lipoperoxidagéo, enquanto
gue o selénio atua como centro ativo da enzima glutationa peroxidase a qual reduz o
peroxido de hidrogénio e hidroxidos de lipideos a produtos menos reativos
(ORTOLANI, 1999; VAN METRE e CALLAN, 2001).

2.3.1. Selénio

O selénio é um microelemento essencial para o crescimento dos animais e
seres humanos. Foi descoberto por Jons Jacob Berzelius em 1817. Em baixa
concentracdo, € um elemento essencial a diversas funcdes; ja em alta concentracao
possui propriedades toxicas (FOSTER e SUMAR, 1997).

O selénio esta presente no solo e na agua e é absorvido pelas plantas. Sua
concentracdo na planta depende de sua concentracdo no solo. Em geral, pode-se
afirmar que plantas crescendo em solos com baixo pH, altos teores de argila e
adubados com produtos a base de sulfato, tém baixos teores de selénio (GUEDES e
NOGUEIRA, 1994; GIERUS, 2007). A concentracdo de selénio nas plantas e graos
€ baixa, sendo, portanto, necesséaria sua suplementacdo com misturas minerais
(GIERUS, 2007).

Os animais recebem Se como selenoaminoacidos, que constituem a forma
organica do elemento e sdo conhecidos como selenometionina e selenocisteina, ou
como compostos inorganicos, por exemplo, o selenito de sédio ou selenito de célcio
e selenatos (FOSTER e SUMAR, 1997; UNDERWOOD e SUTTLE, 1999; ALVAREZ

e MORAES, 2006). As formas organicas do selénio representam formas analogas
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dos aminoacidos sulfurados, com o selénio ocupando o mesmo lugar que o enxofre
em suas estruturas moleculares (GIERUS, 2007).

Sua absorc¢éo é primariamente duodenal, ndo ocorrendo nenhuma absorcao
no ramen ou abomaso (NCR, 2000). Esta absorcao € beneficiada quando niveis das
vitaminas E e A e de histidina da dieta sdo adequados (PUGH et al. 2005).
Entretanto, quando se compara a absorcao do selénio nos ruminantes e nos animais
monogastricos observa-se que nos ruminantes € menor devido a acdo das bactérias
ruminais que atuam sobre as formas biologicamente ativas, tornando-as
inabsorviveis (CEBALLOS e WITTWER, 1996; LUCCI, 1997; SPEARS, 2002). Outro
fator que prejudica a absor¢cdo do mineral é a maior ingestdo de concentrados, pois
este tipo de dieta favorece a diminuicdo do pH ruminal, que, quanto mais &cido
diminui a absorcéo do selénio. Outros fatores como ra¢cdes mal formuladas, tipo de
planta, agentes competidores como o enxofre, cadmio, prata e mercurio e doencgas
entéricas diminuem a absorcéo do selénio e sua atividade protetora (RIET-CORREA
et al. 2003).

A absorcdo do selenito € por difusdo, e portanto proporcional a quantidade
presente no lumen intestinal, a absorcdo do selenato e da selenometionina ocorre
por transporte ativo. Pouco do selénio elementar é absorvido no intestino devido a
sua baixa solubilidade e, portanto, passa a ser excretado nessa forma nas fezes
(GIERUS, 2007).

Apés a absorcdo intestinal, selenometionina e selenocisteina podem ser
metabolizadas pelos animais como aminoacidos. No metabolismo pds-absortivo das
formas inorganicas, o selenito é captado pelos eritrécitos, reduzido imediatamente a
seleneto (HSe"), acoplado a albumina e transferido ao plasma, para entdo ser
transportado ao figado (NRC, 2000; GIERUS, 2007). No figado ele é ligado as
globulinas e é revertido novamente para a circulacdo sanglinea, para entdo ser
distribuido aos diferentes sitios de armazenamento e compartimentos de
mobilizacéo lenta, armazenando-se principalmente em tecidos que tém composicao
protéica (CEBALLOS e WITTWER, 1996). Os rins e o figado normalmente contém
as maiores concentracfes de Se (FOSTER e SUMAR, 1997). O selenato, por sua
vez, € incorporado diretamente pelos hepatdcitos, utilizando o mesmo sistema de
transporte dos fosfatos da corrente sanguiinea.

Para que o selénio seja incorporado especificamente em selenoproteinas

funcionais, como a glutationa peroxidase, é necessario que as formas organicas e
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inorganicas sejam reduzidas a seleneto, e este, por sua vez, metabolizado a
selenocisteina. A selenocisteina da dieta ndo é incorporada diretamente em
selenoproteinas funcionais, necessitando ser inicialmente reduzida a seleneto. As
formas inorganicas sdo mais rapidamente transformadas em selenetos que as
organicas (GIERUS, 2007).

O Se é excretado nas fezes ap0s a acdo dos microrganismos ruminais que
reduzem o mineral a formas inabsorviveis, principalmente a forma de selénio
elementar. Esta via € a principal para os ruminantes, seguida da via urinéria e de
menor relevancia tém-se as vias biliar, salivar e pulmonar. Os ruminantes podem
ainda excretar selénio através da eructacdo e no leite (CEBALLOS e WITTWER,
1996).

O requerimento minimo de selénio para uma determinada espécie varia de
acordo com a forma quimica do elemento ingerido e com a composi¢cdo da dieta,
mais particularmente, se esta associada a vitamina E (GRACE et al. 1994). Os
requerimentos de selénio para pequenos ruminantes variam de 0,1 a 0,3 mg/Kg
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999), no entanto, de acordo com o NRC (2000), os
requerimentos de selénio variam dependendo da forma quimica do elemento, da
condicao prévia do selénio no organismo animal e da presenca, na dieta, de fatores
gue interferem ou favorecem a atuacéo do selénio, tais como a vitamina E, enxofre,

lipideos, proteinas, aminoacidos e outros nutrientes.

2.3.2. Vitamina E

A vitamina E foi descoberta em 1923, por Evans e Bishop, em estudos de
fertilidade em ratos. Devido ao seu papel na fertilidade, a substancia foi chamada de
tocoferol, que, literalmente, significa a substancia requerida para “assegurar
nascimentos normais” (RUCKER e MORRIS, 1997; JORDAO JUNIOR et al. 1998).

O termo vitamina E é a designacdo comum para descrever um grupo de
potentes antioxidantes lipossoluveis que estdo distribuidos em duas diferentes
familias: os tocofer6is e os tocotriendis (BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999;
VASCONCELOS et al. 2007). Andlises estruturais revelaram que os tocoferdis e 0s
tocotriendis diferem apenas na cadeia lateral fitica, que pode ser saturada, no caso

dos tocoferdis, ou insaturada, no caso dos tocotriendis. Ambos se subdividem em
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quatro isbmeros chamados qa, 3, y e 6, dependendo do numero e posi¢ao do grupo
metila no anel cromanol (JORDAO JUNIOR et al. 1998).

Dentre todos os tocoferdis conhecidos, o a-tocoferol tem sido considerado o
biologicamente mais ativo, inclusive no que diz respeito a sua atividade como
antioxidante, sendo o principal antioxidante lipossolivel, nas membranas celulares
(BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999).

A vitamina E esta disponivel nos vegetais e pastos verdes, 6leo de sementes,
como éster acetato sintético e esta presente no colostro e no leite (PHILLIPS 1992;
SILVA et al. 2008). No entanto, 80% da vitamina E perde-se em alimentos fenados,
ensilados ou desidratados rapidamente. Efeito semelhante ocorre de acordo com a
maturidade da planta forrageira (VAN METRE e CALLAN, 2001). Conforme relatou
Lucci (1997), a concentracao de vitamina E nas forragens também sofre influéncia
da estacdo do ano, estando bastante reduzida no periodo de estiagem, pois a
exposicdo prolongada ao O2 e a luz solar aumenta as perdas de atividade da
vitamina. A utilizacdo de racdes com elevados teores de acidos graxos volateis
geralmente provocam a queima das reservas de vitamina E dos cereais, e ainda
pode haver perda de tocoferol por oxidacdo apds o0 processamento dos graos
(trituracao e peletizacdo) e a mistura com minerais (SILVA et al. 2008). Jukola et al.
(1996), estudando o total de vitamina E em feno, silagem, cevada, aveia e graos de
cereais observou grande variabilidade sendo encontrado em média 30.9, 96.7, 76.9
e 37.5 mg/Kg de MS, respectivamente.

O manejo de rebanhos totalmente confinados cresce no pais, e as forragens
conservadas sao fornecidas quase como O Unico volumoso, 0 que aumenta a
chance de nascimento de crias com deficiéncia de vitamina E. O excessivo uso de
concentrado no alimento de vacas e cabras apds o parto aumenta a acidez rumenal.
Essa maior acidez do rimen acentua a perda de vitamina E e, como conseqiéncia,
ha reducdo do seu nivel plasmatico nos dias subseglentes ao parto,
comprometendo assim, a concentracdo e a composicao do colostro e leite oferecido
aos animais recém-nascidos (NRC, 2000; LUCCI, 1997).

A vitamina E atravessa a barreira placentaria em pequenas quantidades. Os
ruminantes neonatos, antes da ingestdo de colostro, apresentam reduzidos niveis de
a-tocoferol, se comparados aos maternos (PEHRSON et al. 1990). O requerimento
de vitamina E em caprinos que nao apresentam deficiéncia de selénio, é de 25

mg/Kg por via parenteral e 40 mg/Kg por via oral e esse valor pode dobrar quando
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0s animais se alimentam com sucedaneos do leite (ADAMS, 2003). De acordo com
Van Metre e Callan (2001), os valores séricos normais de vitamina E em caprinos
variam entre 60 e 150 pg/mL.

A vitamina E dietética é absorvida sob a forma de n&o esterificada no intestino
delgado, incorporada a quilomicrons e secretada na circulagéo linfatica intestinal. A
enzima lipase lipoprotéica hidrolisa os triacilglicerdis nos quilomicrons e promove a
formacdo de remanescentes de quilomicrons que sao captados pelo figado via
receptor especifico para a apolipoproteina-E, localizado nas células parenquimais. A
vitamina E é secretada pelas células parenquimais hepaticas, em associacdo com
as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Alguma vitamina E, associada a
quilomicrons e VLDL, é, provavelmente, transferida as células periféricas e as
lipoproteinas de alta densidade (HDL) durante o processo de lipdlise. No
metabolismo da VLDL, uma parte da vitamina se associa a LDL e segue o0s
mecanismos de captacao de LDL, tanto nas células parenquimais hepaticas quanto
nas células periféricas (JORDAO JUNIOR et al. 1996; RUCKER e MORRIS 1997;
ADAMS, 2003 ). A eficacia de absor¢éo da vitamina E é menor do que a da vitamina
A, com o a-tocoferol sendo mais bem absorvido. De acordo com Medeiros e Paulino
(2002), quando a administracdo de vitamina E € realizada por via oral apenas 50%
séo absorvidos pelo intestino delgado, sendo o restante eliminado pelas fezes.

Os principais locais de armazenamento do tocoferol sédo os tecidos hepético,
adiposo e muscular, no entanto esses estoques sdo rapidamente esgotados pela
deficiéncia dietética (ADAMS, 2003).

2.3.3. Atuacédo do Selénio e da Vitamina E

Como nutriente, o Se desempenha diversas funcées no organismo animal,
estando intimamente ligado a vitamina E. Dentre estas funcfes pode-se destacar
seu papel antioxidante por compor a enzima glutationa peroxidase, cuja estrutura
esta formada por 4g/mol da enzima; favorece o crescimento, uma vez que faz parte
da estrutura da enzima iodotironina 5’-deiodinase tipo | que catalisa a reacdo de
deiodinizacdo da L-tiroxina (T4), convertendo o hormdnio da tiredide na sua forma
ativa, 3,3’,5-triiodotironina (T3), e este tem papel importante na sintese do hormdnio

do crescimento (GH); tem acdo protetora frente a necrose hepética disseminada,

também estd associado a manifestacbes clinicas como a doenga do musculo
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branco, infertilidade em machos e fémeas, retencdo de placenta, metrite, cistos
ovarianos e imunossupressao (FOUCRAS et al. 1996; LOMBA, 1996).

O mecanismo pelo qual a deficiéncia de selénio interfere na fungao
reprodutiva da fémea ainda ndo € bem esclarecido. Ceballos e Wittwer (1996),
justificam esta influéncia como sendo resultado do estresse oxidativo produzido pela
deficiéncia de selénio e/ou vitamina E. No entanto, de acordo com Wichtel (1998), a
glutationa peroxidase estd envolvida na cascata do &cido araquidbnico, e 0s
eicosanoides, produtos do metabolismo do &cido araquidbnico, sdo mediadores
importantes da funcdo imune e reprodutiva. O Se, como glutationa peroxidase,
poderia ter papéis na produg¢do de prostaglandina 2a (PGF ), durante a cascata do
acido araquidénico, agindo em intermediarios da PGF 2.

Com relacao a retencao de placenta, Lucci (1985) realizou um estudo em 120
vacas de criacdes situadas em quatro municipios do Estado de Sao Paulo. Os
autores concluiram que a suplementacao de Se diminuiu a incidéncia de retencéo de
placenta em apenas duas das quatro propriedades estudadas. Rosa et al. (1985),
em experimentos realizados em vacas da raca holandesa, no municipio de
Descalvado, Sédo Paulo, concluiram que o Se associado ou ndo a vitamina E, néo
influenciou a incidéncia de retencdo de placenta. Santiago (1986a) observou uma
diminuicdo dos casos de retencdo de placenta, em vacas da raca charolesa, que
receberam, com 240/260 dias de gestacdo, 1ml/100 kg de selénio-tocoferol.
Vasconcelos et al. (1989), fizeram investigacdes durante os anos de 1984 e 1985
para avaliar os efeitos da aplicacdo de Se, de vitamina E, e de Se associado a
vitamina E na incidéncia da retencdo de placenta, em rebanhos leiteiros em
Barbacena e Passos (Minas Gerais). Chegaram a conclusdo que, em Barbacena, a
administracdo de Se foi eficaz, enquanto que em Passos este efeito ndo se fez
sentir.

Em relacdo a gestacdo e fertilidade em vacas, Zanetti et al. (1984)
suplementaram, no municipio de Batatais, Sdo Paulo, vacas da raca holandesa
vermelho e branca, em final de gestacdo. Verificaram, apesar de n&do haver
diferencas estatisticas, que os animais suplementados com doses maiores foram
inseminados mais cedo e necessitaram de um menor nimero de inseminacfes por
concepcao. Santiago (1986a) verificou, no Rio Grande do Sul, uma diminuicdo na
duracdo média da gestacao, dos partos auxiliados e da duracdo do puerpério clinico,

além da diminuicdo de casos de retengéo de placenta, em vacas da raga charolesa;
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0 grupo tratado também obteve bezerros mais pesados ao nascer e mostrou mais
precocemente o primeiro cio pos-parto. Santiago (1986b) observou ainda, no Rio
Grande do Sul, um aumento no indice de fecundacdo, diminuicdo do nimero de
inseminacdes por concepcdo e do intervalo entre parto e fecundacdo, em dois
grupos de vacas da raga charolesa, que foram tratadas com selénio-tocoferol.

Quanto a funcao reprodutiva dos machos, sabe-se que os espermatozdéides
sdo susceptiveis a danos peroxidativos por apresentarem, em suas membranas,
grandes quantidades de acidos graxos poliinsaturados. Os danos peroxidativos
induzem a formacdo de EROs, que é uma das maiores causas de reducdo da
viabilidade e fertilidade dos espermatozoéides (ALVAREZ et al. 2006). Em condi¢des
fisiologicas as EROs cumprem papel importante, uma vez que promove leve
capacitacdo espermatica e aumento da afinidade pela zona peltucida (BAUMBER et
al. 2003), tanto que Rivlin et al. (2004), trabalhando com sémen de touros, observou
melhora na capacitacdo espermatica quando da adicdo de pequenas concentracdes
de peroxido de hidrogénio, ja altas concentracdes foram prejudiciais.

Quando produzidas em excesso, as EROs determinam prejuizos sobre a
atividade do espermatozoide que incluem perda da motilidade de forma irreversivel,
inibicdo da respiracédo espermatica, lesées no DNA espermatico e perda de enzimas
intracelulares, interferindo na capacidade fertilizante do espermatozdide (BAUMBER
et al. 2003). A utilizacdo de uma dieta com niveis apropriados de substancias
antioxidantes, especialmente selénio e vitamina E, ocorreria reducdo dos danos
celulares (ALVAREZ et al. 2006).

Xavier (2007) observou que a suplementacdo com selénio e vitamina E em
caprinos minimizou os efeitos drasticos causados pela insulacdo escrotal sobre os
parametros biométricos testiculares além de acelerar a recuperacdo do processo
espermatogénico apos suspensa a insulacdo escrotal. Alvarez, et al. (2006), ao
suplementarem coelhos com diferentes niveis de selenometionina e/ou vitamina C,
observaram que a vitamina C melhorou a concentracdo e a coloracdo do sémen.
Lasota et al. (2004) ndo observaram correlacdo entre a qualidade do sémen de
reprodutores suinos e a concentracdo de GSH-Px. J& Brzezinska et al. (1995),
observaram reducdo da producdo de EROs e conseqiente melhora da taxa de
fertilizacdo ao suplementarem reprodutores suinos.

As afirmacdes de que a deficiéncia de Se também pode agir reduzindo a

resposta imune dos bovinos foi estudada por diversos pesquisadores. Wichtel
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(1998), observou que a administracdo de Se e/ou vitamina E a bezerros de duas a
guatro semanas de idade melhorou a resposta imune dos animais, € que a vitamina
E sozinha foi capaz de acentuar a imunidade passiva nos bezerros, aumentando a
concentracédo de IgM e IgG no soro, em 60,7% e 46,7%, respectivamente. A
diminuicdo da atividade da GSH-Px em células fagociticas tem sido associada &
abaixa capacidade bactericida dos neutréfilos bovinos, devido ao acumulo de
radicais peréxidos que geram estresse oxidativo. Estudos recentes confirmaram que
leucécitos de bovinos deficientes em Se tém sua atividade diminuida e que a
proliferacdo de linfocitos também é prejudicada.

Devido a esta acdo imunoldgica, foram realizados estudos para avaliar a
resposta de fémeas bovinas suplementadas com Se e/ou vitamina E a ocorréncia de
mastite. O primeiro estudo feito sobre o efeito do Se e vitamina E na incidéncia de
mastite clinica foi reportado por Smith et al., (1984) onde encontraram diminuicéo de
37% na incidéncia de mastite clinica em vacas recebendo suplementacéo de 740 Ul
de vitamina E por dia, durante o periodo seco. Apenas a injecao de selénio, 21 dias
antes do parto, ndo teve efeito significativo sobre incidéncia de mastite, no entanto,
vacas suplementadas com selénio e vitamina E tiveram diminuicdo dos sintomas
clinicos de mastite comparadas com aquelas que nao receberam nenhum tipo de
suplementacdo. Smith et al., (1997) concluiu que a suplementacdo com Se e
vitamina E melhora a reposta neutrofilica da glandula maméaria, debelando as
infeccBes mais rapidamente, e diminuindo a contagem de células somaticas do leite.
Isso, além de garantir a cura do animal, ainda melhora a qualidade do leite, evitando
perdas maiores ao produtor. Paschoal et al.,, (2003) concluiram que a
suplementacdo com selénio no pré-parto aumentou o nivel sérico do mineral nas
vacas e reduziu a contagem de células somaticas nas oito primeiras semanas de
lactacdo, desempenhando importante papel na resposta imune da glandula mamaria
de bovinos leiteiros. Politis et al. (1995), observaram que a suplementacdo com
vitamina E preveniu a supressdo da atividade de neutréfilos e macrofagos

sanguineos no periodo pos-parto.

2.4. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

7

A producdo exacerbada de radicais livres é controlada pelo sistema

antioxidante eritrocitario, representado por um sistema enzimatico. A determinagéo
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dos radicais livres é extremamente dificil devido a curta meia-vida e a tecnologia
para detectar diretamente os radicais em sistemas bioldégicos (FONTEQUE, 2005).
Devido a esses problemas analiticos e tendo em vista o0 mecanismo de lesdo dos
radicais livres, utilizam-se biomarcadores para monitorar o envolvimento das EROs
na patogénese da lesdo. A determinacdo das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) e o malondialdeido (MDA) sao os testes mais freqlientemente
utilizados para a mensuracdo da lipoperoxidacdo de membranas (BIESALSKY,
2002).

A atividade das EROs pode ser avaliada indiretamente pela mensuracéo dos
produtos de sua reacdo com acidos poliinsaturados de membrana celular, tais como
o malondialdeido, ou ainda pela interferéncia nas quantidades de substancias e
enzimas com atividade antioxidante, tais como a glutationa e suas enzimas
conjugadas (McGRATH et al., 1995). Algumas  substancias com  atividade
antioxidante s&o classicamente indicadas, como é o0 caso dos antioxidantes
enzimaticos (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e néao
enzimaticos (glutationa, vitamina C e E, selénio, ergotioneina, flavonoides
polifendlicos) em diferentes matrizes biologicas (CHIHUAILAF et al., 2002).

Novos testes que mensuram o efeito antioxidante em fluidos biologicos
podem ser Uteis em prover o indice de habilidade que o organismo tem de resistir ao
dano oxidativo determinado por algum fator (BENZIE e STRAIN, 1996).

Segundo Mates (2000), tanto o anion superoxido como o peréxido de
hidrogénio, tém a capacidade de reducdo do ion metalico ferro (Fe®*"), formando
novo fon (Fe®"), uma vez que o ferro é o principal metal de transicdo responsavel
pela transformacéao do H,O, em OH’, por meio da reacédo de Fenton.

Neste contexto, o poder antioxidante pode ser referido analogamente como a
habilidade de reducdo. Assim sendo, utilizar um método com potencial de reducéo,
em método colorimétrico, ligado a um oxidante reduzido, facilmente poderia oferecer
uma um método simples para avaliar esta habilidade. O método FRAP, o qual mede
a habilidade de reducado férrica plasmatica (BENZIE e STRAIN, 1996), tem sido
recomendado como um indicador de estresse oxidativo. Tal método ainda é pouco
aplicado na rotina clinica em Medicina Veterinaria (SOARES, 2004).

A menor capacidade produtiva e reprodutiva de caprinos criados em regides
de elevadas temperaturas, como no estado de Pernambuco, poderia ser explicada

por uma maior producdo de EROs e também por uma menor eficiéncia dos
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mecanismos de protecdo antioxidante, causados pelas altas temperaturas. No caso
particular de estresse térmico testicular, este levaria a danos ndo so testiculares e
espermaticos, como ja comprovado por Santos (1995) e Florentino (2000a), mas
também sobre o organismo como um todo. O uso de nutrientes antioxidantes, como
0 selénio e a vitamina E, tem alcancado interesse por boa parte da comunidade
cientifica nos inUmeros modelos experimentais e ensaios clinicos registrados,
verificando-se os efeitos benéficos que estes nutrientes estabelecem para o0s
animais. Costa (2000) reportou que mais pesquisas sdo necessarias, para melhor
definir um protocolo experimental, em termos de dose, via e duragéo de tratamento,
bem como condicdo de saude ou doenca, no qual os agentes antioxidantes
interferem positivamente no organismo animal.

E importante verificar o impacto que estes nutrientes exercem nos caprinos
induzidos ao estresse térmico testicular, o qual determina graves alteracdes sobre 0
parénquima testicular e, supostamente, grande formacdo de EROs. A maior
demanda de producdo de caprinos para suprir as necessidades de consumo da
populacdo de baixa renda, justifica o desenvolvimento de estudos mais especificos
envolvendo os diferentes segmentos da reproducdo e da producdo animal.
Associada a estas questdes, o fornecimento de alimentos de boa qualidade é
também de relevante importancia no sistema produtivo. Neste contexto, a
suplementacao alimentar com base em produtos contendo substancias antioxidantes
apresenta-se como uma grande oportunidade de negdcio para 0S micro e pequenos
produtores da regido Nordeste. Uma das questdes importantes sobre a oferta de
selénio e vitamina E, como componente dietético para caprinos, refere-se a
minimizacdo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo causado por elevadas

temperaturas ambientais.
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3. OBJETIVOS
3.1. GERAIS:

Avaliar a acdo protetora da suplementacdo oral com selénio e vitamina E
contra 0os danos oxidativos sistémicos causados pelo estresse térmico testicular em

caprinos.
3.2. ESPECIFICOS:

Avaliar o perfil sérico e plasmatico de indicadores bioquimicos de estresse
oxidativo (glutationa reduzida, Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico -TBARS
e Habilidade de Reducéo Férrica Plasméatica-FRAP) antes, durante e apos a fase de

insulacao escrotal;

Avaliar o modelo de inducéo da insulacdo escrotal como sendo capaz ou néo

de induzir estresse oxidativo sisttmico em caprinos;

Padronizacéo da técnica “Habilidade de Reducéo Férrica Plasmatica” (FRAP)

como método de avaliacédo do estresse oxidativo na espécie caprina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local de Realizacdo do Experimento

O experimento foi realizado no Departamento de Medicina Veterinéria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, nos setores de Clinica Médica de
Grandes Animais e Laboratério de Andrologia. As determinagfes bioquimicas foram
executadas no laboratério de Patologia Clinica da mesma institui¢&o.

4.2. Delineamento Experimental
4.2.1 Animais / Alimentacao

Foram selecionados, apds exame androlégico, 12 machos da espécie
caprina, sem raca definida (SRD), com idade variando entre sete e oito meses, 0s
guais foram sorteados, por amostragem probabilistica, para composicdo de dois
grupos: G1 (ndo suplementados com selénio e vitamina E; n=6) e G2

(suplementados com selénio e vitamina E; n=6).

Todos os animais foram mantidos em regime de confinamento em baias
individuais. A alimentacéo, tanto dos animais do G1 quanto os do G2 consistia de
uma mistura concentrada a base de milho triturado, farelo de soja (Glycine hispida,
Maxin) e sal comum (NaCl) acrescido de calcario, na proporcéao de 75%, 23% e 2 %,
respectivamente, além de agua ad libitum. A racao foi fornecida duas vezes ao dia,
sendo 200g/cabeca/dia pela manha e 200g/cabeca/dia a tarde. Com relacdo ao feno
triturado de capim Tifton (Cynodon dactylon), este foi oferecido a vontade, porém

permitindo sobras de 10%, com base em pesagens consecutivas das sobras.
4.2.2. Suplementacado com Se + Vitamina E

Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 30 dias e ao
término deste periodo, foi realizada a suplementacdo de Selénio e Vitamina E* ao
grupo G2 compreendendo um periodo de fornecimento de 60 dias, quando entdo se
iniciou o periodo de insulacdo escrotal (PIE). Os animais do grupo controle nao

receberam o respectivo suplemento. Durante e apds o periodo de insulagéo escrotal

! Selevit E® — Integral Agroindustrial Ltda, Fortaleza, Ceara — Brasil
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0 G2 continuou recebendo a suplementacdo por mais 42 dias, compreendendo a
fase poés-insulacdo escrotal. O selénio foi suplementado sob forma de selenito de
sédio na dose de 0,1 mg/Kg de peso vivo, enquanto que para a vitamina E
empregou-se a dose de 0,3 UI/Kg de peso vivo. Os animais foram pesados em
intervalos de seis dias para correcdo da suplementacdo, obedecendo a teoria de
regresséo linear do ganho de peso em funcdo do tempo.

4.2.3. Insulagéo Escrotal

Decorrido o periodo de adaptacdo dos animais e suplementacéo de Selevit E,
todos os caprinos foram submetidos a insulacédo escrotal, por meio do emprego de
uma bolsa plastica de polietileno de dupla parede, separadas por uma camada de
algodéo de aproximadamente cinco mm, conforme modelo utilizado por Florentino et
al. (2003ab). Esta fase teve duracédo de 18 dias (Quadro 1). A partir do 18° dia,
guando as bolsas plasticas foram retiradas dos testiculos, foi mantida a
administracdo do Selevit E aos animais do G2 por um periodo adicional de 42 dias,

correspondendo a fase de pos-insulacdo escrotal (PIE).

Ao término do periodo de insulagcdo escrotal, foram escolhidos, por
amostragem probabilistica, trés animais de cada grupo, os quais foram submetidos a
orquiectomia, para estudo histomorfométrico de parénquima testicular (Xavier,
2007). Os demais animais (G1=3 e G2=3) continuaram nas condi¢cdes do
experimento até o 150° dia, correspondendo ao término da fase de recuperacédo da
insulacdo escrotal (RIE), onde os trés animais restantes de cada grupo também

foram submetidos a orquiectomia bilateral e os mesmos parametros foram aferidos.
4.2.4. Colheita das Amostras

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncao jugular, em tubos
siliconizados e com sistema & vacuo?, sem anticoagulante e com anticoagulante
(acido etilenodiaminotetracético — EDTA), para obtencdo do soro e plasma/sangue
total, respectivamente. O sangue sem anticoagulante foi mantido a temperatura
ambiente, enquanto que as demais amostras com EDTA foram homogeneizadas,

refrigeradas e encaminhadas ao laboratorio para posterior processamento analitico.

% BD — Vacutainer System® - Becton Dickison Ind. Cir. Ltda
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Tais amostras de sangue, com excecdo das amostras destinadas a
determinacdo da atividade da glutationa reduzida (GSH), foram centrifugadas® por
periodo de 15 minutos a 500G, para obtencdo de soro e plasma, os quais foram
acondicionados em tubos de polietileno, tipo Eppendorf, e armazenados em freezer
a temperatura de -20° C. As amostras de sangue total foram mantidas sob
refrigeracdo até a determinagdo da GSH, a qual foi realizada no mesmo dia da
coleta.

Decorridos 90 dias do inicio do experimento (adaptacdo + suplementacao
G2), foi realizada a colheita de sangue, que correspondeu ao momento basal (Do)
(Quadrol). Na fase de insulacdo escrotal, foram coletadas amostras de sangue a
cada seis dias constituindo-se o0s respectivos momentos: 6, 12 e 18g. Por
conseguinte, foram realizadas, a cada sete dias, mais seis colheitas de sangue,
correspondente a fase PIE, com 0s respectivos momentos experimentais: 7pig, 14pig,
21pig, 28pig, 35pE € 42piE.

Quadro 1 — Protocolo de adaptacdo e periodos correspondentes da inducdo da
insulacdo escrotal e pos-insulacao escrotal em caprinos suplementados ou ndo com

selénio e vitamina E

7pil4 pie21 pig28 piE35 pie 42 piIE™

Periodo ~ 6,12 g18 *
d Suplementagéo _ _
€ Do Insulac&o Pés-Insulacéo escrotal
~ Se/Vit E
Adaptagéo escrotal Suplementacédo G2
30 dias 90 18 dias 42 dias
Gl 0 dia
n=6 dias n= 6 n=3
30 dias 60 dias 90 18 dias 42 dias
G2 .
n=6 n=6 dias n=6 n=3

*Ao término do periodo de insulacdo escrotal trés animais foram submetidos a orquiectomia. **Ao
término do periodo de pés-insulagdo escrotal os outros trés animais restantes, de cada grupo,
também foram submetidos & orquiectomia.

® Centrufugador Excelsa 2 — Fanem Ltda
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4.3. Métodos Analiticos

4.3.1. Teor Sérico de TBARS (MDA)

A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (MDA) foi
determinada no soro pelo método descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). O
referido método se baseia na reacdo do malondialdeido com o acido tiobarbiturico,
em meio aquecido, quando este é submetido ao posterior resfriamento. A leitura foi
realizada em analisador bioquimico semi-automéatico® empregando-se comprimento
de onda de 532nm.

4.3.2. Atividade da Glutationa Reduzida (GSH) Eritrocitéaria

A atividade da GSH foi determinada por método colorimétrico descrito por
Beutler et al. (1963), utilizando-se sangue total. As leituras foram efetuadas em

espectrofotémetro digital®, em comprimento de onda de 412 nm.

Como esta técnica fornece resultado em densidade Optica o mesmo foi

transformado em mg/100 mL de sangue, realizando-se o seguinte calculo:

GSH (mg/ 100 mL de sangue) = (OD1 - OD2) x 31040/VG

Onde,

OD1 = Densidade 6tica inicial
OD2 = Densidade o6tica final
VG = Volume globular da amostra

Para a determinacdo da GSH, realizou-se previamente o hematocrito em tubos
capilares de 75 mm, onde as amostras foram centrifugadas® por quinze minutos a
13.000 (RPM) (JAIN, 1986).

* Bioplus® — Modelo BIO 2000
> Micronal® — Modelo B34211
® Microcentrifuga - Fanem
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4.3.3. Habilidade de Reducéo Férrica Plasmética (HRFP)

Foi realizada empregando-se plasma, de acordo com o método colorimétrico
descrito por Benzie e Strain (1996), que relataram a HRFP, em pH acido, reduzindo
o complexo tripiridiltiazina férrica (Fe* — TPTZ) & forma ferrosa (Fe?"), formando
uma coloracdo azul intensa. Esta foi lida em absorbancia de 593nm utilizando-se

analisador bioquimico semi-automatico”.

4.4. Andlise Estatistica

Os parametros foram testados, inicialmente, quanto a sua distribuicao normal,
e foi necessario submeter a variavel MDA a transformacéo pela raiz quadrada [RQ
(x+1)], segundo recomendacdes de Sampaio (1998). Os dados que atenderam as
premissas de normalidade ou transformados foram submetidos a andlise de
variancia (Teste F) que separou como causa de variacao, os efeitos: grupos, dias de
coleta e interagcdo. Foi aplicado o nivel de significancia (p) de 5%, e a diferenca
minima significativa (DMS) do teste de Duncan para comparacfes de médias
guando na presenca de significancia. Os dados foram analisados por meio do

programa computacional Statistical Analysis System (SAS, 2000).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Concentracao de Glutationa Reduzida (GSH) nos Eritrécitos

Nao foi registrado efeito de tratamentos em relacéo a atividade eritrocitaria de
glutationa (P = 0,0969), obtendo-se médias gerais de 50,04 mg de GSH/100 mL de
sangue e 50,55 mg de GSH/100 mL de sangue, para 0S grupos controle e
suplementados com selénio e vitamina E, respectivamente. Considerando-se o fator
interacdo grupos x momentos, tem-se que este nao foi significativo, obtendo-se nivel
P de 0,3740. No que diz respeito ao fator momentos de coletas, este foi significativo
apresentando nivel P de 0,0002.

Com base na analise do perfil das médias da GSH nos diferentes momentos
de coleta, € possivel verificar que as maiores concentracoes de GSH foram
identificadas no momento inicial e no periodo apos a insulagcédo escrotal, aos 42 dias
PIE. Menores valores de médias foram registrados no periodo da IE, compreendido
entre 0 6° e 18° dias da IE (Tabela 1; Gréafico 1).

Outra observacao importante € que os valores encontrados no dia zero,
mesmo no grupo suplementado, ndo atingiu os niveis considerados normais de
GSH, pois, de acordo com Vallejo et al., (1989), o limite minimo na determinacdo da
deficiéncia de GSH em caprinos € 60 mg/100mL de sangue. Moreno et al. (1987),
observou que existe um fator genético que determina a concentracdo de GSH em
caprinos, assim como ja foi observado em ovinos por Igbokwe e Bah (1999), onde
existe um polimorfismo da GSH que classifica 0os animais em dois tipos, 0s que
apresentam nivel de GSH abaixo de 60mg/100 mL de sangue e 0s que apresentam
niveis acima de 60mg de GSH/100mL de sangue. Arranz et al. (1993), nédo

observaram polimorfismo nos niveis de GSH de bovinos.

Dentro daquilo que era esperado, durante o periodo de inducéo da insulacao
escrotal, conforme modelo estatistico aplicado neste delineamento, ocorreu uma
diminuicdo na quantidade de glutationa reduzida nos eritrécitos. Esta reducédo é
explicada pela acdo dos radicais livres que penetram na hemacia e se ligam aos
radicais sulfidrilas, presentes na membrana citoplasméatica, formando dissulfetos e
em seguida danificam a parede celular (HOWELL e GOONERATNE, 1987). Os
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danos as heméacias certamente foram menores em proporcdo a quantidade de
glutationa reduzida presente dentro desta célula e isso pode explicar o fato do grupo

suplementado apresentar maiores médias gerais desta variavel.

Outro fato observado foi uma reducéo significativa da GSH nos momentos M7
(28 PIE) e M8 (35 PIE), embora ja houvesse cessado o estimulo calérico e os
valores de GSH j4 estivessem retornando aos valores basais. Este fato pode ser
explicado pela acdo pro-oxidante da vitamina E. De acordo com Upston et al.,
(1999), na presenca de colesterol LDL a vitamina E determina um efeito nulo ou até
mesmo pré-oxidante diante de peroxidacéo lipidica. No entanto, foi observada queda
nos valores tanto do grupo suplementado quanto do ndo suplementado, sugerindo
mais estudos para compreender este efeito. Outra possibilidade é a formacédo de
EROs em funcdo da reperfusdo tecidual durante o periodo de recuperacdo do
estresse caldrico que provocou a hipoxia (SETCHELL, 1998). Guimarées et al.,
(2007), observou uma diminuigdo nos niveis de GSH testicular de ratos submetidos

a torcéo do cordao espermatico no momento da reperfuséo.

No momento 7PIE os valores de GSH elevaram-se progressivamente e ao
término do periodo experimental os dois grupos recuperaram as concentracoes
iniciais de GSH. Este fato é explicado pela acdo da Glutationa Redutase que tem a
funcdo de regenerar a GSH, com o objetivo de impedir a paralisacdo do ciclo
metabolico da glutationa (ROVER JUNIOR, et al., 2001).

Considerando-se que se observou maior atividade de GSH no periodo da
recuperacdo da insulacdo e que o grupo G2 obteve médias mais elevadas, entende-
se que a suplementacdo continua destes nutrientes propiciou acdo antioxidante
efetiva. Este fendbmeno bioquimico teria sido melhor compreendido se tivesse sido
efetivado a andlise da atividade da glutationa peroxidase, a qual € selénio
dependente, além da quantificacdo tanto sérica quanto testicular do Se, efetivando-
se uma analise de relacdo entre estes diferentes compartimentos, para justificar tal

hipétese.

Melhores respostas poderiam ter sido observadas caso fosse aumentada a
dosagem do selénio, uma vez que, de acordo com Underwood e Suttle, (1999), as
necessidades diarias de selénio para um pequeno ruminante variam de 0,1 a 0,3

mg/Kg e neste experimento foi administrada a menor dose. Outro fator importante é
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a forma quimica do elemento a ser administrado, onde a utilizagdo do selénio como
selenoaminoacido (selenometionina ou selenocisteina) melhora a retencdo do
mesmo no organismo (CEBALLOS e WITTWER, 1996; FOSTER e SUMAR, 1997).

Neste delineamento experimental foi utilizado o selenito de sédio.

Conforme Xavier (2007), que trabalhou neste mesmo delineamento, nos
animais do grupo Controle, apos 42 dias da retirada do insulto térmico, observou-se
recuperacao parcial do processo espermatogénico. Isto se justificou pela presenca
de tubulos seminiferos atrofiados, com diametro tubular e altura de epitélio
germinativo reduzidos. Além disso, em alguns tubulos, constatou-se obliteracdo do
lume por células germinativas descamadas e degeneradas, epitélio germinativo com
espessura reduzida e abundante células descamadas no lume. Em alguns tubulos
foi possivel verificar células descamadas em apoptose, vacuolizacdo de células de
Sertoli e espessamento de membrana basal. Por outro lado, no grupo suplementado
com Selénio e Vitamina E identificaram-se tubulos seminiferos com espermatides
arredondadas e em alongamento, e tubulos seminiferos entre os estagios | e VIl do

ciclo do epitélio seminifero.
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Tabela 1 - Valores médios, desvios-padrdo e nivel de significancia (P) da atividade da glutationa reduzida (mg/100 mL de
sangue) de caprinos induzidos a insulacao escrotal, no periodo de insulagcéo e pés-insulacédo escrotal, suplementados

ou nao com selénio e vitamina E

Momentos
Grupos “p»
0od 6lE 12IE 18IE 7PIE  14PIE 21PIE 28PIE 35PIE 42PIE
CONTROLE (G1) 53,13 48,13 41,07 45,13 50,13 50,00 51,07 46,67 38,27 40,04 A

4,56 +3,92 580 +7,20 #1143 +3,12 6,43 482 9,83 #1913

SELEVIT E (G2) 59,80 43,20 46,93 44,00 50,40 55,0/ 55,47 47,60 49,73 53,33 A

6,45 +3,99 46,12 8,19 +#492 +234 +3,49 +1,20 +11,38 +4,77

Média Geral 56,47 45,67 44,00 44,57 50,27 52,53 53,37 47,13 44,00 54,28

“p» a dc d d abcd abc abc bcd d a

0d — Inicio do experimento; 6 — 18 IE — Dias do periodo de insulagéo escrotal; 7 — 42 PIE — Dias do periodo pés insulacdo escrotal.Letras mailsculas na
mesma coluna indicam diferencas ao nivel de 5% de probabilidade; Letras mindsculas na mesma linha indicam diferencas ao nivel de 5% de probabilidade.
Efeito de Grupos = 0,0969; Efeito de Momentos = 0,0002; Interacéo Grupos X Momentos = 0.3740.
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Grafico 1 — Perfil das médias da atividade da glutationa reduzida (mg/100 mL de
sangue) de caprinos induzidos a insulacdo escrotal, no periodo de
insulacédo e pos-insulacao escrotal, suplementados ou ndo com selénio

e vitamina E

5.2. Concentracdo Sérica de TBARS (MDA)

Quanto aos valores séricos de molandialdeido, ndo foi verificado efeito
significativo para os fatores grupos (P = 0,3275), momentos (P > 0,4685) e suas
interacdes (P = 0,3275) nos caprinos induzidos a estresse térmico testicular e
suplementados ou ndo com selénio e vitamina E, conforme pode ser visto na Tabela
2. A média geral para o grupo controle foi de 0,71 umol/L e de 0,63 umol/L para o
grupo que recebeu SELEVIT E®.

Os valores médios dos teores de TBARS séricos observados neste estudo
(Tabela 2; Grafico 2) demonstram que ndo houve alto grau de peroxidacao lipidica
capaz de determinar elevados valores deste indicador no sangue, embora se tenha
observado que nos momentos 12, 18, estes valores estiveram mais elevados em
relacdo aos animais do grupo suplementado. Mesmo assim, ndo foram identificados
niveis significativos entre grupos. Este perfil confirma a presenca de danos oxidativo
nas membranas lipidicas tanto dos eritrocitos quanto de outros tecidos,

particularmente o testiculo, pois, segundo Antunes et al. (2008) e Strauss (1981),
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esta substancia é o produto final da oxidag&o pelos radicais livres de alguns lipideos.
O achado importante do presente trabalho é que os teores de TBARs foram
inferiores, embora ndo significativos, no grupo de animais suplementados com
SELEVIT E, podendo-se supor que este medicamento reduziu a reacdo em cascata
da formacdo de radicais livres por meio da formacao de glutationa intra-eritrocitaria e
retirada do fator térmico testicular.

Weigel (2008) ndo observou efeito benéfico da suplementacdo apenas de
vitamina E em ovinos intoxicados por cobre, encontrando valores maiores de
malondialdeido neste grupo em comparacdo aos grupos tratados apenas com
vitamina C ou com a associacdo das vitaminas C e E. As maiores médias foram
encontradas no auge da crise hemolitica, momento em que ocorreu maior dano

oxidativo.

De acordo com Beconi et al., (1991), os niveis de malondialdeido podem ser
influenciados pela quantidade de células presentes susceptiveis a peroxidacao
lipidica. Como o estresse caldrico foi induzido no testiculo, supfe-se que uma das
origens dos radicais livres, que induziram estresse oxidativo sistémico, seja
testicular.

N&o foi encontrado na literatura valores de referéncia deste metabolito para
caprinos. No entanto, em um trabalho desenvolvido com cabras, para avaliar o efeito
da suplementacédo de vitamina E no desempenho reprodutivo de fémeas submetidas
a protocolo de sincronizacéao estral por meio de colocacéo de esponjas intravaginais,
foi encontrado valor basal médio semelhante aos encontrados neste estudo
(SONMEZ et al., 2008).
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Tabela 2 — Valores médios, desvios-padréo e nivel de significancia (P) da concentracao sérica de TBARS (umol/L) de caprinos

induzidos a insulacao escrotal, no periodo de insulagéo e pds-insulagédo escrotal, suplementados ou ndo com selénio

e vitamina E
Momentos
Grupos “p»
0od 61E 12IE 18IE 7PIE 14PIE 21PIE 28PIE 35PIE 42PIE
CONTROLE 0,72 0,71 1,03 0,97 0,63 0,75 0,57 0,68 0,71 0,50 A
+0,24 +0,30 0,37 +0,18 +0,09 +0,55 +0,26 +0,48 +0,35 +0,19
SELEVIT E 0,62 0,73 0,65 0,79 0,42 0,63 0,45 0,54 0,69 0,59 A
+0,11 0,26 0,26 +0,34 +0,34 +0,39 0,12 +0,16 +0,83 0,08
Média Geral 0,67 0,72 0,84 0,67 0,52 0,78 0,51 0,61 0,78 0,54
“p» a a a a a a a a a a

0d — Inicio do experimento; 6 — 18 IE — Dias do periodo de insulagdo escrotal; 7 — 42 PIE — Dias do periodo pos insulacéo escrotal. Letras mailsculas na

mesma coluna indicam diferencas ao nivel de 5% de probabilidade; Letras minUsculas ha mesma linha indicam diferencas ao nivel de 5% de probabilidade.
Efeito de Grupos = 0,3275; Efeito de Momentos = 0,4685; Interagdo Grupos x Momentos = 0.5253.
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Grafico 2 — Perfil das médias da concentracdo sérica de malondialdeido (pumol/L)
de caprinos induzidos a insulacdo escrotal, no periodo de insulacdo e
pos-insulacdo escrotal, suplementados ou ndo com selénio e vitamina
E

5.3. Habilidade de Reducéao Férrica Plasmatica (HRFP)

N&o foi registrado efeito de tratamentos em relacdo a habilidade de reducéo
férrica plasmatica (P = 0,3813), registrando-se médias gerais de 601,85 e 589,87
pmol/L respectivamente (Tabela 3; Grafico 3). Quanto ao fator momentos de coletas,
este foi significativo (P = 0,0001), enquanto que em relacéo ao fator interacdo grupos

X momentos, este nao foi significativo (P = 0,9865).

Com relacdo as médias da HRFP nos diferentes momentos de coleta, foi
possivel verificar que menores valores de médias foram identificados nos momento
inicial e do periodo da IE em relacdo aos demais momentos do periodo pés IE
(Tabela 3; Gréfico 3). Embora ndo tenha sido significativo, péde-se observar uma
tendéncia do grupo suplementado com selénio e vitamina E a apresentar valores

mais elevados de HRFP.

Pela primeira vez foi realizado um ensaio testando a habilidade de reducéo
férrica plasmatica (HRFP) em caprinos induzidos a IE. Menores valores deste indice

foram detectados durante o auge da IE e nos primeiros dias apos a IE.
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Estes resultados podem ser explicados pela deplecdo das reservas
antioxidantes do plasma no auge do estresse oxidativo, uma vez que coincide com
0Ss momentos em que ocorreu diminuicdo dos niveis da GSH (Tabela 1). Guimaraes
et al., (2007), ndo encontrou diferenca significativa nos valores de HRFP de ratos
submetidos a tor¢do do cordao espermatico, embora tenha observado reducao dos
niveis de GSH nos momentos de maior estresse oxidativo. Aguilar-Silva et al. (2002)
observaram diminuicdo da capacidade antioxidante plasméatica em atletas
submetidos a exercicio fisico prolongado. J& Alves (2008) observaram aumento
significativo da HRFP em ovinos intoxicados por cobre no momento de maior
estresse oxidativo, representado pela crise hemolitica.

ApoOs o periodo de insulacdo escrotal foi observado um aumento capacidade
antioxidante plasmatica (Tabela 3), indicando que o organismo foi estimulado a
produzir antioxidantes mediante o desafio imposto, estando associado também, o
término do insulto térmico testicular. Weigel (2008) e Alves (2008) também
observaram este comportamento nos niveis de HRFP de ovinos intoxicados por
cobre, onde os maiores indices desta variavel foram encontrados dois dias apos a
crise hemolitica. Ao término do periodo experimental os resultados da HRFP ainda
nao haviam atingido os valores basais, embora os demais compostos analisados
(MDA e GSH) ja houvessem retornado. Este fato sugere a necessidade de maiores
estudos para compreender melhor o comportamento da HRFP apo0s estresse
oxidativo.

Embora ndo tenha sido encontrado na literatura valores de referéncia para a
HRFP de caprinos, de acordo com o perfil desta variavel no experimento, pode-se
crer que esta foi eficiente em avaliar a capacidade antioxidante plasmatica. Alves
(2008), trabalhando com ovinos intoxicados experimentalmente com Cu, encontrou
valores basais semelhantes aos observados neste experimento também no
momento basal.

Maiores estudos sédo sugeridos no sentido de averiguar o grau de relacdo
existente entre esta variavel com outras utilizadas como indicadores do metabolismo
oxidativo, em situacfes de estresse térmico testicular e em outras enfermidades de

interesse cientifico.
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Tabela 3— Valores médios, desvios-padrédo e nivel de significancia (P) da habilidade de reducéo férrica plasmética (umol/L) de
caprinos induzidos a insulagéo escrotal, no periodo de insulacao e pos-insulagdo escrotal, suplementados ou nao
com selénio e vitamina E

Momentos
Grupos “p”
0d 6l1E 12IE 18IE 7PIE  14PIE 21PIE 28PIE 35PIE  42PIE

CONTROLE 526,38 619,25 422,05 491,38 597,07 514,97 708,93 732,27 679,53 606,90 A

+89,85 +111,11 +115,37 +154,36 82,68 +49,65 73,52 150,19 =+148,99 +195,77

SELEVIT E 515,80 536,35 462,67 381,10 625,00 646,30 744,73 716,80 741,73 647,97 A

+7490 119,67 +75,01 +73,68 +28,69 83,20 +66,61 +29,17 +51,98 55,46
Média Geral 521,09 544,47 459,03 47791 611,03 630,63 726,83 707,87 710,63 627,43
“p» d d d d bc abc a ab ab abc

0d — Inicio do experimento; 6 — 18 IE — Dias do periodo de insulacédo escrotal; 7 — 42 PIE — Dias do periodo pos insulacéo escrotal. Letras mailsculas na
mesma coluna indicam diferencas ao nivel de 5% de probabilidade; Letras mindsculas na mesma linha indicam diferencas ao nivel de 5% de probabilidade.
Efeito de Grupos = 0,3813; Efeito de Momentos = 0,0001; Intera¢do Grupos X Momentos = 0.9865.
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Gréfico 3 — Perfil das médias da habilidade de reducéo férrica plasmatica (pmol/L)
de caprinos induzidos a insulacdo escrotal, no periodo de insulacdo e
pos-insulacdo escrotal, suplementados ou ndo com selénio e vitamina
E

Com base na andlise de relacdo entre pares de variaveis, todas as
combinac¢des foram inferiores a r = 0,20 com P > 0,10, correspondendo-se, portanto,

como relacéo de baixa intensidade.

5.4. Técnica de Insulacdo escrotal como indutora de estresse oxidativo

sistémico

De acordo com os perfis dos indicadores bioquimicos de estresse oxidativo
pesquisados neste experimento, pode-se afirmar que a técnica de insulacéo escrotal
mostrou-se eficiente em causar dano oxidativo sistémico, uma vez que se verificou
uma variacao significativa no diferentes momentos de coleta, particularmente em
relacdo a GSH, a qual diminuiu no periodo de IE. Florentino et al. (2003ab), Xavier
(2007) e Xavier et al. (2008) a consideraram um bom método para o estudo
experimental de alteragBes estruturais e funcionais dos testiculos induzidas pelo
aumento da temperatura, no entanto, ndo foram encontrados relatos do uso deste

método objetivando estudar as alteracdes no metabolismo oxidativo sistémico.

N&o foram encontradas referéncias para explicar o aumento sistémico das

EROs em experimentos de insulacéo escrotal, onde o calor é induzido localmente.
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No entanto, pode-se supor que as EROs liberadas ao nivel dos testiculos foram
liberadas e agiram sobre a membrana eritrocitaria, causando ativacdo de
substancias antioxidantes intra-eritrocitarias, como a GSH. Este dano pbde ser
confirmado pelas medidas das TBARs que indicam danos na membrana lipidica dos
eritrécitos. Esta suposicdo baseia-se na afirmacédo de SIES (1993), onde uma ERO

pode se formar em um sitio e provocar lesdo em outro.

Outra possibilidade € o aumento dos niveis dos indicadores bioquimicos em
funcdo do aumento da frequéncia respiratéria devido ao calor induzido nos
testiculos, pois Waites (1962), observou aumento significativo da frequéncia
respiratéria de carneiros induzidos a insulacéo escrotal e de acordo com Halliwell e
Gutteridge (1999), citado por SILVA et al. 2008 o aumento do consumo de oxigénio
resulta na formacdo de radicais livres. Para confirmar essa hipotese teria sido
necessario registrar a frequéncia respiratéria dos animais utilizados neste

experimento e avaliar com a destes autores.
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6. CONCLUSOES

1. A suplementagdo com selénio (0,1 mg/kg) e vitamina E (0,3 UI/Kg), nas
referidas doses, ndo € suficiente para promover uma maior protecdo contra 0s

danos oxidativos gerados pelo estresse térmico testicular em caprinos.

2. O método de insulagéo escrotal empregado aponta para uma eficiéncia em
gerar dano oxidativo sistémico, o qual pode ser aplicado em estudos de estresse

térmico testicular associado ao uso de substancias antioxidantes.

3. O teste de habilidade de reducao férrica plasmatica (HRFP) é um teste
eficiente para determinacdo da capacidade antioxidante presente no plasma de

caprinos, considerando, também, que € um teste exequivel e pratico.
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