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Resumo:

Em mamiferos, a temperatura testicular € mantida entre 2°a 6° C abaixo da temperatura corporal. Para tentar manter a
temperatura nesse nivel, os animais possuem um conjunto de estruturas anatbmicas que fazem a termorregulacdo.
Temperaturas muito elevadas levam a alteraces neste mecanismo, podendo causar um quadro de degeneracdo testicular,
comprometendo a qualidade do sémen e a fertilidade. A retirada do agente causador e a administracdo de terapias com acdo
antioxidante tem sido considerada, uma vez que ndo ha até o momento um tratamento eficaz. O gamma-oryzanol € um
nutracéutico proveniente do éleo de farelo de arroz, com potencial antioxidante. Este estudo buscou avaliar os efeitos da
suplementacdo com gamma-oryzanol em carneiros submetidos a degeneracdo testicular induzida por insulagdo escrotal.
Foram utilizados, oito ovinos machos, inteiros, oriundos de cruzamentos de ragas, com idade média de 10 meses e peso médio
de 35 kg. Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo (I1E), submetidos a insulag&o escrotal e suplementados somente
com veiculo (6leo de soja); Grupo (IE+Ory), submetido a insulagdo escrotal e suplementados com gamma-oryzanol em 6leo
de soja. A insulagéo escrotal foi realizada através da colocagdo de bolsas térmicas no escroto dos animais por 72 horas. A
medida do perimetro escrotal e o escore de consisténcia testicular foram verificados semanalmente durante 11 semanas. A
avaliagdo do parénquima testicular foi realizada por ultrassonografia. Ao final do experimento, os testiculos foram coletados
para avaliagdo histolégica e estresse oxidativo (potencia antioxidante total (FRAP), niveis de espécies reativas de oxigénio
(ERO), niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS). Nas imagens de ultra-som, verificou-se um aumento significativo de pontos
hiperecogénicos nas semanas 6, 7 e 10, em comparacdo com o periodo de pré-insulagdo. Foi verificada uma reducéo
significativa no perimetro escrotal nas semanas 3 e 4, e uma redugéo significativa na consisténcia testicular na semana 2, que
foi imediatamente apds o estresse térmico em ambos o0s grupos. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos nestes
parametros. Os animais tratados com gamma-orizanol mostraram uma reducgéo significativa nos niveis de ERO e FRAP nos
testiculos em comparagdo com 0 grupo controle. Este estudo mostrou os efeitos do estresse por calor em testiculos de
carneiros. Embora o gamma-orizanol tenha mostrado protecdo parcial dos parametros oxidativos avaliados, a terapia néo foi
capaz de amenizar os demais parametros estudados. Assim, mais estudos sdo necessérios para entender o mecanismo do dano
testicular induzido pelo estresse térmico e 0 uso da suplementacdo de gamma-orizanol.
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EFEITO DO GAMMA-ORYZANOL EM CARNEIROS SUBMETIDOS A
DEGENERACAO TESTICULAR INDUZIDA POR ESTRESSE
TERMICO

1. INTRODUCAO

Sabe-se que a temperatura testicular dos mamiferos € mantida entre 2°a 6° C, abaixo
da temperatura corporal, (KASTELIC e colaboradores, 1996). Para tentar manter a
temperatura nesse nivel, os animais possuem um conjunto de estruturas anatdmicas que fazem
a termorregulacdo, dentre essas podemos citar: (1) plexo pampiniforme, o qual reduz a
temperatura através da troca de calor entre o sangue circulante das artérias e veias; (2) tinica
dartos, contrai ou relaxa a pele na regido escrotal; (3) musculo cremaster, quando contrai,
aproxima os testiculos do corpo do animal, quando relaxa afasta os testiculos; (4) glandulas
sudoriparas. Animais expostos a temperaturas muito elevadas podem ter esse mecanismo
desregulado, podendo causar um quadro de degeneragdo testicular, comprometendo a
qualidade do sémen e, consequentemente, a fertilidade.

A degeneracgdo testicular € umas das patologias mais comuns que acomete machos de
espécies domésticas, principalmente em regides de clima quente, onde se tem picos altos de
temperatura. Consequentemente, isso favorece um aumento da temperatura testicular, o que
leva a0 aumento do metabolismo celular, que quando ndo acompanhado pelo aporte de fluxo
sanguineo adequado, pode levar a hipdxia tecidual. Quando ocorre esse quadro, hd um
desiquilibrio entre as defesas antioxidantes das células e as espécies reativas de oxigénio
(ERO) geradas, ocorrendo um dano no epitélio germinativo dos tibulos seminiferos, afetando
a qualidade e a capacidade de produgdo de espermatozoides.

Atualmente ndo se tem um tratamento bem elucidado para a degeneracdo testicular, o
que se preconiza € a retirada do agente causador e a administragdo de solucdes terapéuticas
com acdo antioxidante, (ALVARENGA; PAPA, 2009). O gamma-oryzanol ¢ um nutracéutico
proveniente do 6leo de farelo de arroz, que contém uma variedade de ésteres ferulatos, sendo
que os principais constituintes do gamma-orizanol sdo considerados potentes antioxidantes,
que sdo 10 vezes mais eficientes que o tocoferol ou tocotrienol (componentes da vitamina E),
conforme estudo realizado por (XU e colaboradores. 2001). (Arlas e colaboradores, 2008),
realizaram um estudo sobre os efeitos da suplementacdo com 6leo comercial de farelo de
arroz (Gama-Horse, HT Nutri®, Brasil) sobre os parametros espermadticos de garanhdes, e
sugeriram um aumento no potencial antioxidante total, o qual foi associado com a melhoria da
integridade da membrana e aumento da motilidade dos espermatozoéides.

Diante disso, este estudo buscou avaliar os efeitos da suplementacio com gamma-
oryzanol em carneiros submetidos a degeneracdo testicular induzida através da insulacdo
escrotal.

2. METODOLOGIA

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia da
Reprodugdao (BIOTECH) da Unipampa, Campus Uruguaiana, e na Cabanha de Ovinos da
Unipampa. Foram utilizados, oito ovinos machos, inteiros, oriundos de cruzamentos de ragas,
com idade média de 10 meses e peso médio de 35 kg, onde receberam alimentacdo
controlada, com fornecimento de concentrado (12% PB), forragem e 4dgua a vontade. Os
animais foram mantidos no aprisco da Cabanha de Ovinos. Este estudo foi aprovado pelo
CEUA da Unipampa (protocolo 012/16).
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Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo (IE), submetidos a insulagdo
escrotal e suplementados somente com veiculo (6leo de soja); Grupo (IE+Ory), submetido a
insulacdo escrotal e suplementados com 33 mg/PM de gamma-oryzanol em 6leo de soja. A
dose foi adaptada de uma referéncia comercial para cavalos (Gama-Horse®), usando o
calculo do peso metabdlico. A terapia durou 30 dias, iniciando sete dias antes dos animais
serem submetidos a insulacdo escrotal.

A insulagd@o escrotal foi realizada através da colocag@o de bolsas térmicas no escroto
dos animais, sendo essa composta por uma dupla camada pldstica, intermediada por uma
camada de algodao, semelhante a descrita por (PEZZINI e colaboradores, 2006), durante 72
horas. As temperaturas retal e escrotal foram monitoradas durante o periodo de insulagdo a
cada 12 horas, usando um termdémetro digital com um sensor externo.

A medida do perfmetro escrotal € o escore de consisténcia testicular foram verificados
semanalmente antes da coleta. A avaliagdo do parénquima testicular foi realizada por
ultrassonografia (MyLab Tm30 Gold, transdutor de 7,5 MHz) apés a coleta do s€men,
também com intervalo semanal. Os testiculos foram coletados ao final do experimento,
utilizando a técnica cirtrgica de orquiectomia bilateral. Trés fragmentos de cada testiculo
foram coletados, um proximal, um medial e um distal, ¢ homogeneizados em Tris-HCI (50
mM, pH 7.4) para avaliar o estresse oxidativo. Trés outros fragmentos foram fixados em
solu¢cdo de Bouin para avaliacdo histoldgica. Os pardmetros bioquimicos analisados foram:
(1) potencial antioxidante total (FRAP), conforme método descrito por (BENZIE e STRAIN
1996), (2) niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), conforme descrito por
(LOETCHUTINAT e colaboradores. 2005), (3) niveis de peroxidacio lipidica (TBARS), pelo
método descrito por (OHKAWA e colaboradores. 1979).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

A temperatura média retal obtida no periodo de estresse térmico (insulagdo escrotal)
foi de 38,9 ° C, enquanto a temperatura média do escroto foi de 34,2 ° C, com temperatura
maxima de 35,3 ° C alcancada nas 60 h de insulagdo escrotal (Figura 1).

Figura 1. Temperaturas retal e escrotal durante o periodo de insulacao escrotal.
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A menor diferenca média entre a temperatura testicular e a temperatura retal
alcangada neste estudo foi de 3,5 © C. (ALVES e colaboradores, 2016) mostraram que uma
diferenca de 5,92 ° C, foi capaz de causar alteragdes nos espermatozédides de ovinos
submetidos ao estresse térmico por insulacdo escrotal.

Observando as imagens de ultra-som, verificou-se um aumento significativo de
pontos hiperecogénicos nas semanas 6, 7 e 10 (Figura 2B, C e D, respectivamente) em
comparacdo com o periodo de pré-insulacdo (Figura 2A). Entre os grupos ndo houve
diferenca significativa.

Figura 2. Imagem ultrassonografica sagital média de testiculos de carneiro. A. Semana 1 (pré-
insulacdo), B. Semana 6, C. Semana 7, D. Semana 10.
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Em relacdo a consisténcia testicular, observou-se uma reducdo significativa na
semana 2, que foi imediatamente apds o estresse térmico em ambos os grupos. Na semana 5
observou-se uma recuperacdo parcial nos grupos Controle e Gama (Tabela 1). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 1: A consisténcia testicular foi avaliada semanalmente ao longo do periodo
experimental. A avaliacdo foi pontuada entre 1 e 5; com 5 indicando consisténcia firme
(Normal) e 1 indicando consisténcia muito flacida.

Semana Controle Gamma
1 5,00 + 0,00a 5,00 + 0,00a
2 3,00 £ 0,82b 2,75 £0,96b
3 3,25 £ 0,50b 3,50 £ 0,58b
4 3,75 £ 0,50b 3,25+ 0,96b
5 4,50 £ 0,58a 4,50 £ 1,00a
6 4,50 £ 0,58ab 4,00 £ 0,82ab
7 4,00 + 0,82ab 3,75 £ 0,96ab
8 4,50 £ 0,58a 4,50 £ 0,58a
9 4,25 +0,50a 4,50 £ 0,58a
10 4,75 + 0,50a 4,25+ 0,50a
11 4,25 £ 0,50a 4,50 £ 0,58a

Ao final do periodo experimental, os animais foram orquiectomizados e os testiculos
foram utilizados para a avaliagdo histologica e para a andlise do estresse oxidativo. Na
avaliacdo histolégica foi possivel notar que as células espermatogénicas no epitélio
germinativo foram separadas umas das outras por numerosos espacos vazios, revelando uma
desorganizacdo do epitélio espermatogénico. No limem dos tibulos seminiferos (Figura 3),
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foi encontrado um grande nimero de células germinativas e raramente encontrou-se
espermetozoides maduros. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Figura 3. Fotomicrografia de tubulos seminiferos de carneiros expostos: [A] Tubulos
seminiferos desorganizados, [B] Espacos intercelulares e (A) e células germinativas esfoliadas
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Os animais tratados com gamma-orizanol mostraram uma reducdo significativa
(aproximadamente 26%) nos niveis de ERO nos testiculos em comparagdo com o grupo
controle (Figura 4). A capacidade antioxidante total (ensaio FRAP) foi menor no grupo
Gamma do que no grupo Controle. N@o houve diferencga significativa no nivel de peroxidacao
lipidica dos testiculos entre os grupos.

Figura 4. A- Espécies reativas de oxigénio (ERO), B- Potencial antioxidante redutor férrico
(FRAP) e, C-peroxidacdo lipidica (TBARS). * indica diferencas significativas (P <0,05) pelo
teste t entre os grupos Controle (n =4) e Gama (n = 4).
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Em conclusio, este estudo mostrou os efeitos do estresse por calor nos testiculos de
carneiros. Embora o gamma-orizanol tenha mostrado protecdo parcial dos parametros
oxidativos avaliados, a terapia nio foi capaz de amenizar os demais parametros estudados.
Assim, mais estudos sdo necessdarios para entender o mecanismo do dano testicular induzido
pelo estresse térmico e o uso da suplementacdo de gamma-orizanol.
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