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Resumo

Objetivou-se com o estudo avaliar o efeito da suplementacao dietética com selénio e tocoferol sobre a integridade da membrana
espermatica e qualidade do sémen fresco e criopreservado em reprodutores bovinos da raga Brangus. Foi avaliado o sémen
de 17 animais que foram divididos em grupo controle (GC) e grupo suplementados por via oral com 400 Ul Tocoferol e 0,45 mg
Selénio (GS). Os dados foram analisados através da Anova com nivel de 5% de significancia. Foi observado efeito significativo da
suplementagéo sobre a integridade de membrana plasmatica no sémen fresco (GC 26,70% vs GS 35,71%; p=0.0164) e sémen
criopreservado (GC 8,74% vs GS 11,36%; p=0,0213). A suplementacéo, com selénio e tocoferol, promoveu efeito positivo sobre
a integridade da membrana espermatica dos animais da raga Brangus.

Palavras Chave: antioxidantes; Bos taurus; espermatozoide, reprodugao.

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effect of selenium and tocopherol dietary supplementation on the integrity and
viability of the plasma membrane of fresh and cryopreserved semen of Brangus bulls (n=17). Semen samples were randomly divided
in two groups: Control (GC) and bulls receiving oral supplementation with 400 IU of tocopherol and 0.45 mg of selenium (GS).
Data were analyzed through one-way ANOVA. A probability level of P < 0.05 was considered significant. Dietary supplementation
presented a positive effect on plasma membrane integrity of fresh (GC 26.70% vs GS 35.71%, P = 0.0164) and cryopreserved
sperm cells (GC 8.74% vs GS 11.36%, P = 0.0213). Thus, oral supplementation with tocopherol and selenium, promoted a positive
effect on Brangus bulls sperm membrane integrity.
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Introducéao Amembrana plasmatica do espermatozoide é composta por 70%

de fosfolipideos, 25% de lipideos neutros e 5% de glicolipideos
A eficiéncia reprodutiva de um rebanho & influenciada (Flesch e Gadella, 2000). Tal composigdo tornam as células
diret.ame.nte pelo manejo e ambiente. Dgntre 0s fe}tores espermaticas suscetiveis aos danos causados pela peroxidagdo
ambientais que afetam a reprodugdo de bovinos, a nutricdo & |ipigica. Essa vulnerabilidade é aumentada principalmente
o de maior impacto. Alguns autores atribuem sua importancia ap6s a criopreservacdo, pois é responsavel por alteraces

a algumas vitaminas e minerais por participarem do sistema 4 integridade da membrana, diminuicdo da motilidade e
antioxidante protegendo as células do estresse oxidativo e de capacidade de fertilizacdo (Asadpour et al., 2011).

danos de membrana e DNA (Lucio et al., 2016).
Para prevenir ou reduzir os efeitos causados pelo estresse

oxidativo, o organismo possui diversos mecanismos de
defesa antioxidante, como o Tocoferol (vitamina E) e o Selénio
que participam da estrutura ou como co-fatores de enzimas
antioxidantes (Bansal e Bilaspuri, 2011).

O estresse oxidativo é causado por um desequilibrio entre a
formacgéo e a remogao das espécies reativas ao oxigénio (EROs)
no organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes
enddgenos ou do aumento na geracdo de espécies oxidantes
(Halliwell, 1991). O estresse oxidativo tem sido identificado como
uma das causas da infertilidade masculina, pois pode provocar O tocoferol € um antioxidante lipossoluvel e representa a principal
severos danos aos espermatozoides (Sikka, 1996), além da  defesa contra a les&o oxidativa das membranas celulares, sendo
redugéo na qualidade do sémen criopreservado (Potts et al., 2000).  um eficiente inibidor da peroxidacéo lipidica (Duarte Junior et al.,
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2015). O selénio tem suas fungdes metabdlicas associadas a
captagao de radicais livres e modulagéo do estresse oxidativo,
funcionando como co-fator da glutationa peroxidase, enzima
que evita a lesdo dos componentes celulares pelos peroxidos
(Petrujkic et al., 2014).

O uso de antioxidantes no meio diluente tem sido estudado
a fim de minimizar os danos oxidativos causados pela
criopreservagao, no entanto os resultados sdo controversos e na
maioria das vezes ndo melhoraram os parametros espermaticos.
(Asadpour et al., 2011; Duarte Junior et al., 2015).

A utilizagdo do tocoferol associado ao selénio para ruminantes
pode ser uma alternativa na redugédo do estresse oxidativo e
tem sido relatado para a espécie ovina, onde verificou-se que
a administragcdo venosa de vitamina E associada ao selénio
melhorou caracteristicas de motilidade, vigor, concentragao,
reducgao de anormalidades e melhoria na viabilidade espermatica
em comparagao ao grupo placebo ou o grupo que recebeu
injecdo somente com vitamina E (Ali et al., 2009).

Apesar de discutida a acao isolada do Selénio e do Tocoferol
sobre a reprodugdo animal, a acdo conjunta desses nutrientes
fornecida via suplemento alimentar apresenta poucos e
controversos resultados para espécie bovina.

Sendo assim, objetivou-se com o trabalho avaliar o efeito da
suplementagao oral com Selénio e Tocoferol sobre a integridade
da membrana espermatica e qualidade do sémen fresco e
criopreservado de touros jovens da raga Brangus.

Material e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno — GAP,
localizada no municipio de Jaciara, Mato Grosso, de Junho a
Setembro. O clima da regido é tropical quente e umido, com
duas estacbes bem definidas, verdo chuvoso (outubro a margo)
e inverno seco (abril a setembro). A temperatura média anual é
28°C e a pluviosidade média anual de 2000 mm (IBGE, 2013).

Foram utilizados 17 touros da raga Brangus, com média de
24 meses de idade e peso vivo meédio de 454 kg. Antes do
experimento, os animais foram vermifugados (Doramectina,
Dectomax® Pfizer Saude Animal) e tratados com ectoparasiticida
(Cipermetrina + Ethion, Ciperthion®, Shering-Plough). Em
seguida, foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos:
Grupo Controle (GC) — Sem suplementagéo constituido por 9
animais; Grupo Suplementado (GS) — Suplementados com uma
associacao de Tocoferol e Selénio, constituido por 8 animais.

Todos os animais receberam suplemento concentrado fornecidos
1 vez ao dia, de modo a receber 4,5 kg por animal, formulado
para ganho de peso de 1 kg/peso vivo/dia.

Cada grupo foi mantido separado em piquetes de 7,35 ha de
area, formados por graminea Panicum maximum cv. Mombagca
com disponibilidade de 3.015 kg de matéria seca/ha e agua ad
libtum.

Os animais foram suplementados durante 60 dias e foram feitas
quatro coletas de dados sendo: antes do inicio da suplementacéo
(coleta 1), com 30 dias de suplementacao (coleta 2), com 60
dias de suplementacéo (coleta 3) e 15 dias apos o término da
suplementacgéo (coleta 4). Antes do periodo de suplementagéo,
0s animais passaram por um periodo de adaptagao ao
suplemento de 10 dias. Os animais do grupo suplementado
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receberam Tocoferol (a-tocoferol, Agrocria Nutrigdo Animal,
Anapolis-Go) e Selénio (selenito de sodio, Agrocria Nutrigdo
Animal, Anapolis-Go) adicionados ao concentrado, de modo a
fornecer 400 Ul de Tocoferol/animal/dia e 0,1mg de selénio/kg
de MS do suplemento.

Antes de cada coleta de sémen foram mensuradas a consisténcia
testicular (CONST) por meio de palpacdo em escala de um a
cinco, onde, 1 é muito flacido e 5 é muito firme (CBRA, 2013) e
circunferéncia escrotal (CE) com fita métrica na regido mediana
dos testiculos (Reichenbach et al., 2008). Para obtenc¢édo dos
ejaculados, empregou-se o método de eletroejaculagéo (Eletrovet®,
Eletro Veterinaria Ltda, Valinhos-SP), com os touros devidamente
contidos em tronco apropriado. Para coleta dos ejaculados, foi
utilizado tubo graduado previamente aquecido a 37°C.

O volume do ejaculado (VOL) foi aferido diretamente no tubo
coletor graduado em mL. As analises microscépicas foram
motilidade (MOT), vigor (VIG), os quais foram realizadas
imediatamente apos a coleta (CBRA, 2013), utilizando uma
aliquota de 10 uL colocada entre lamina e laminula previamente
aquecida a 37°C para avaliagdo da motilidade espermatica
(expressa em porcentagem) e o vigor espermatico (escala de
zero a cinco) em aumento de 100 e 400x.

Para a avaliagdo da morfologia espermatica, foi utilizada a
técnica de camara Umida, analisada em microscoépio de contraste
de fases (Alphaphot, Nikkon®, Tékio) com aumento de 1000x em
imers&o (Barth e Oko, 1989), sendo as altera¢cdes morfoldgicas
classificadas em defeitos maiores (DEFMA), defeitos menores
(DEFME) e defeitos totais (DEFTOT). Foi realizada também
avaliagao da concentragdo espermatica (CONC) em caémara
de Neubauer (CBRA, 2013).

Para avaliagcéo da integridade da membrana plasmatica foram
feitas as analises de coloragdo de eosina-nigrosina (EOS)
(WHO, 1992), sendo células com membrana plasmatica corada
classificadas como n&o integras, bem como teste de expanséo
hiposmotico (HIPO) (Jeyendran et al., 1984), onde as células
com cauda enrolada foram consideradas com membrana intacta.
Ja a integridade de membrana acrossomal foi avaliada por
coloragao acrossomal simples (fast green/rosa bengala) (Pope
et al., 1991) em todos eles foram contadas 200 células.

O sémen foi diluido no meio tris-frutose-acido citrico contendo:
TRIS (hidroximetil-amino metano), acido citrico, frutose, agua
destilada q.s.p., 4% de glicerol, gema de ovo, penicilina e
estreptomicina, na concentragdo de 25x10° espermatozoides
viaveis por mL, sendo entdo envasados em palhetas de 0,5
mL. As palhetas foram dispostas horizontalmente na rampa de
resfriamento sendo levadas a caixa térmica de 45 litros (40 cm x
35 cm x 30 cm) previamente equilibrada na temperatura interna
de 4°C, e mantidas por 4 horas.

Apds o periodo de estabilizagdo, as palhetas foram colocadas
horizontalmente a 5 cm acima do nivel de nitrogénio liquido (N?)
em caixa de isopor de 40 litros, contendo 4,0 cm de N?, foram
mantidas em vapor de N2 (-120°C) por quinze minutos e depois
foram criopreservadas por imerséao direta (Papa et al., 2008).

O descongelamento foi realizado colocando a palheta em banho-
maria a 37°C por 30 segundos (Reichenbach et al., 2008) e o
sémen foi transferido para tubo de 1,5 ml, previamente aquecido,
para entdo ser avaliado. As analises no pos congelamento foram
as mesmas feitas com sémen fresco, exceto concentragéo e
morfologia espermatica.



O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com medidas repetidas no tempo, sendo cada
animal considerado como unidade experimental e cada uma das
coletas de sémen foi considerada como uma medida repetida
no tempo. Os dados foram analisados através da ANOVA com
um nivel de significancia de 5% utilizando o pacote estatistico
SAS (SAS, 2001).
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Porém, ao fazer o desdobramento das médias em cada
coleta para a variavel HIPO, observa-se que o decréscimo
da porcentagem de espermatozoides com a membrana
plasmaticas funcionais através do teste Hiposmdtico ocorreu
nos dois grupos experimentais, porém, no grupo suplementado
com selénio e Tocoferol observou-se que esse decréscimo foi
proporcionalmente menor (Tabela 3).

Tabela 3: Detalhamento dos valores encontrados para a variavel integridade

Resultados e discussao

de membrana plasmatica (HIPO %) analisados separadamente por

. - . coleta
Nao foi verificado efeito do tratamento, da
coleta e da interacdo para consisténcia Fresco Congelado
testicular, volume do ejaculado, defeitos 9
maiores, defeitos menores e defeitos totais Controle VitE + Se p Controle Vit E + Se p
(p>0,05) (Tabela 1).
Analisando as médias separadamente por ~Coleta1 43,79t6,98a 3183:7.59 02702  10,80+4,14 9,97+201 08739
coleta, ndo foi verificado efeito (p>0,05) da  coeta2 17,184#3,68b 27,65£3,64 00626  11,05+2,68 8,26+1,30  0,3879
suplementacéo sobre a motilidade espermatica,
vigor e integridade de membrana plasmatica Coleta3 34,77+4,67ab 46,59+5,30 0,1171 6,91+1,75 10,53+3,36 0,3264
pela coloragdo de eosina-nigrosina tanto  coleta4 28,89+4,59ab 33,7643,81 04377  8,41£327  1529+6,05 0,3624
para o sémen fresco como para o sémen

P 0.0077 0.0693 0.7091 0.5868

criopreservado (Tabela 2).

Tabela 1: Médias observadas das diversas caracteristicas ava-
liadas nos animais da raga Brangus nos grupos néo
suplementado (GC) e suplementado com tocoferol e

selénio (GS)
Variaveis GC GS P
Cons 3,19+ 0,017 3,03+ 0,07 0,0834
Vol (mL) 6,43+ 0,76 5,61+ 0,46 0,5333
Defma (%) 9,45+ 1,60 9,47+ 1,24 0,9074
Defme (%) 4,33+ 0,62 4,84+ 0,76 0,4150
Deftot (%) 13,79+ 1,70 14,32+ 1,57 0,8692

Consisténcia testicular (Cons); Volume do ejaculado (Vol); Concentragao
espermatica (Conc); Defeitos maiores (Defma); Defeitos menores (Defme);
Defeitos Totais (Deftot).

A coleta 1 foi realizada com o intuito de “esgotar” 0 sémen dos
animais, o fornecimento do Tocoferol associado ao selénio
comegou nesse momento. Apds 30 dias da suplementagao foi
realizada a coleta 2 e observou-se que a reducao na integridade
de membrana ocorreu tanto no GC como no GS, fato esperado
devido a chegada do periodo seco e queda na qualidade da
forragem, porém, observou-se que o GS teve menos danos de
membrana em relagédo ao GC e que a queda na funcionalidade
das membranas plasmaticas espermaticas do GC apresentou
diferenca estatistica (Tabela 3).

A diferenga na porcentagem de decréscimo de células
espermaticas funcionais também foi observada na coleta 3 onde
se completou 60 dias da suplementagdo com a associagéo do
Tocoferol e do selénio. Nesse momento, retirou-se a associagado
de Tocoferol e selénio da dieta do GS, ou seja, apds a coleta

Tabela 2: Médias observadas das diversas caracteristicas avaliadas separadamente por coleta dos animais da ragca Brangus nos
grupos nao suplementado (GC) e suplementado com tocoferol e selénio (GS).

SEMEN FRESCO

12 COLETA 22 COLETA 32 COLETA 42 COLETA
VARIAVEIS
GS P GC GS P GC GS P GC GS P
MOT 53,3346,50 | 53,33%6,79 | 0,9226 || 56,11+6,96 | 63,12+5,25 | 0,4921 || 61,664,63 | 60,62+4,37 | 0,8267 || 66,66+2,78 | 59,16+3,51 | 0,1396
VIG 2,77+0,22 | 2,50+0,22 | 0,3759 || 2,88+0,11 | 2,62+0,18 | 0,2251 || 2,55+0,17 | 2,75+0,25 | 0,2849 || 2,66+0,21 | 2,33+0,21 | 0,2897
EOS 78,42+2,22 | 75,84+2,85 | 0,4976 || 71,63+4,46 | 77,88+3,81 | 0,3197 || 80,66+2,13 | 77,12+4,30 | 0,5073 | | 80,05+1,55 | 84,13+3,53 | 0,2554
SEMEN CRIOPRESERVADO
12 COLETA 22 COLETA 32 COLETA 42 COLETA
VARIAVEIS
GS P GC GS P GC GS P GC GS P
MOT 6,25+0,81 | 5,00£1,29 | 0,4082 || 24,44+6,20 | 30,62+8,04 | 0,5741 || 17,77+4,93 | 26,87+6,87 | 0,2917 || 2,50+1,11 | 7,50%2,81 | 0,1297
VIG 1,37+0,18 | 1,33%0,33 | 0,9087 || 2,55+0,37 | 2,50+0,26 | 0,9081 || 2,44+0,17 | 2,62+0,26 | 0,5687 || 0,66%0,33 | 1,00+£0,25 | 0,4475
EOS 88,47+2,90 | 90,28+2,91 | 0,6743 || 77,57+3,25 | 80,15+2,67 | 0,5564 || 78,87+3,00 | 80,92+8,66 | 0,8183 || 72,64+5,21 | 67,5616,04 | 0,5390
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3 todos 0s animais passaram a consumir o suplemento do
GC. Esse manejo foi realizado com o intuito de identificar
o efeito residual da associagdo de Tocoferol e selénio da
dieta e observou-se que o GS apresentou um decréscimo
na porcentagem de células espermaticas com membrana
plasmatica funcional, indicando que apés 15 dias da retirada
da suplementagcdo com selénio e Tocoferol a funcionalidade
das membranas plasmaticas espermaticas dos Touros do GS
diminuiu.

Analisando os dados das quatro coletas de forma conjunta ndo
verificou-se efeito da suplementagéo (p>0,05) sobre a motilidade
espermatica, vigor e integridade de membrana plasmética pela
coloragao de eosina-nigrosina tanto para o sémen fresco como
para o sémen criopreservado.

Entretanto, quando se analisou a funcionalidade de membrana
plasmatica espermatica por meio do teste de expanséao
hiposmético nas quatro coletas de forma conjunta, encontrou-
se maior porcentagem de espermatozoides com membrana
plasmatica integra no grupo suplementado em comparagéo
ao controle no sémen fresco (p=0,0164) e criopreservado
(p=0,0213) (Tabela 4).

Quando se leva em consideracao o fornecimento da vitamina
E associada ao selénio durante 60 dias, esta provavelmente foi
incorporada @a membrana plasmatica durante a espermatogénese
minimizando os danos na integridade de membrana dos
espermatozoides no sémen fresco e criopreservado, ja que
o tocoferol atua como antioxidante lipossoluvel na membrana
celular (Tvrda et al., 2013) e o selénio age como componente
da glutationa peroxidase, importante para a manutencao da
integridade estrutural do espermatozoide (Goes et al., 2011).

Tabela 4: Média e nivel de significancia observadas das diver-
sas caracteristicas avaliadas nos animais da raga
Brangus nos grupos ndo suplementado (GC) e
suplementado com tocoferol e selénio (GS)

Sémen Fresco

Variaveis GC GS P

Mot (%) 60,83+£3,20 61,13x2,56  0,7531
Vig (0-5) 2,70+0,09 2,59+0,12 0,4585
Eos (%) 77,12+2,02 79,31+2,28  0,3287
Hipo (%) 26,70+2,89 35,71+x2,98 0,0164

Sémen Criopreservado

Variaveis GC GS P

Mot (%) 16,45+£3,38 22,95+4,29  0,3639
Vig (0-5) 2,04+0,23 2,13+0,21 0,9536
Eos (%) 76,83+2,07 76,99+3,73  0,3294
Hipo (%) 8,74+1,41 11,36+2,32  0,0213

Motilidade (Mot); Vigor (Vig); Eosina-nigrosina (Eos); Teste de expanséo
hiposmético (Hipo).
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No experimento o delineamento utilizado foi o inteiramente
causalizado (DIC), a variagao entre os animais do grupo GC e
do GS foi a suplementagédo com 400 Ul de Tocoferol/animal/dia
e 0,1mg de selénio/kg de MS do suplemento para os animais
do GS e a diferencga estatistica encontrada para a variavel HIPO
tanto no sémen fresco como no sémen criopreservado pode
estar diretamente ligada a essa suplementacgéo.

Adiferenga encontrada entre a variavel motilidade (porcentagem
de células méveis) e a porcentagem de células com a membrana
plasmatica funcional (Hipo), tanto no sémen fresco como
criopreservado (Tabela 4), pode ser explicada pelo fato de que o
espermatozoide mesmo com uma pequena lesao de membrana
plasmatica pode apresentar motilidade, porém com prejuizos a
atividade bioguimica nos processos de capacitagéo espermatica,
hiperativacéo e reagao acrossomal, interferindo diretamente na
fertilizagcdo (Jeyendran et al., 1984).

Amédia de células com membrana integra pelo teste hiposmatico
(30,94% para sémen fresco e 9,97 % para congelado) encontrado
no presente trabalho ficou aproximadamente 50% abaixo da
média de motilidade (60,97% para sémen fresco e 19,50%
para congelado), provavelmente porque uma parte dos
espermatozoides sofreu lesdo na membrana plasmatica que
néo foi suficiente para provocar a perda de motilidade.

Amann & Grahan (1993), comentam que a condi¢do de estresse
oxidativo induz um rearranjo dos lipideos da bicamada, podendo
formar pontos vulneraveis que possibilitam uma excessiva
permeabilidade ou até mesmo micro lesbes sem que ocorra a
morte da célula espermatica.

Baixos coeficientes de correlagado entre teste hiposmatico
e motilidade foram encontrados no sémen de caprinos
(Oliveira et al., 2013), equinos (Snoeck et al., 2007) e caes
(Inamassu et al.,1999). A justificativa é a de especificidade do
teste hiposmotico, pois as formagbdes do edema nas células
espermaticas demonstram a integridade da fungdo da membrana
plasmatica, enquanto a motilidade depende ndo somente do
transporte de substancias que atravessam as membranas, mas
também de outras fungdes bioquimicas independentes, e mesmo
com uma lesdo da membrana ainda pode haver o metabolismo
espermatico e a agdo microtubular das fibras da regido da cauda
do espermatozoide pode estar ativa, causando a movimentacgéao.

Moslemi e Tavanbakhsh (2011) relatam correlagéo positiva entre
o nivel de selénio no plasma seminal com maior percentagem
de espermatozoides com membrana plasméatica integra e ao
analisar as coletas de forma conjunta para a variavel hipésmotico
(Tabela 4), essa associagao pode ter influenciado diretamente
na minimizagdo dos danos oxidativos, diminuindo a agresséao
das espécies reativas ao oxigénio a membrana plasmatica dos
espermatozoides do grupo suplementando via oral com 400
Ul de Tocoferol/animal/dia e 0,1mg de selénio/kg de MS do
suplemento.

Conclusao

A suplementagdo com selénio e vitamina E nas condigdes
estudadas auxiliou na protecdo dos espermatozoides,
melhorando a funcionalidade da membrana plasmatica no
sémen fresco e minimizando os danos causados na membrana
plasmatica pela criopreservagao.
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