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Perfil de marcadores do estresse oxidativo em caprinos suplementados
ou nao com selénio e vitamina E e submetidos a insulacao escrotal

Oxidative stress profile in goats supplemented or not with selenium
and vitamin E and submitted to scrotal insulation
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Resumo

Para avaliar o efeito da suplementac¢ao com selénio e vitamina E na dieta de caprinos induzidos a insulagao
escrotal (IE) sobre o perfil de indicadores bioquimicos do metabolismo oxidativo sistémico foram utilizados
12 animais, os quais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: G1 - sem suplementagdo; G2 -
suplementados com selénio (0,1 mg/Kg de peso vivo de selenito de sodio) e vitamina E (0,3 UI/Kg de peso
vivo). Ao término do periodo de adaptacao de 30 dias, realizou-se a indugao da insulagio escrotal (IE) com
colocacdo de bolsas plasticas nos testiculos por periodo de 18 dias. A suplementagdo com Se e Vitamina E
teve inicio 60 dias antes da induc@o da IE e mantida durante 42 dias ap6s o término da IE, correspondendo
a fase pos-insulag@o (PIE). Amostras de sangue foram obtidas por venopungao jugular para obtengio de
sangue total para analise de glutationa reduzida (GSH) e plasma para analise de substancia reativa ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e determinagdo da habilidade de redugao férrica plasmatica (HRFP). Nao houve
efeito da suplementagdo dietética com Se ¢ Vitamina E sobre o perfil do conjunto de variaveis estudadas,
porém verificou-se acdo oxidativa sistémica compreendida pela diminui¢do significativa da GSH no
periodo da IE, com aumento gradativo no periodo PIE, bem como menores valores médios da variavel
HRFP observados no periodo da IE e maiores médias no periodo de PIE. Concluiu-se que analise da
atividade da glutationa reduzida (GSH) e das concentragdes de substancias reativas ao acido tiobarbittirico
(TBARS) e habilidade de redugao férrica plasmatica (HRFP) sdo métodos laboratoriais recomendados
para avaliagdo da resposta aos danos oxidativos sistémicos causados pelo estresse térmico testicular em
caprinos.
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Abstract

To evaluate the effect of supplementation with selenium and vitamin E in the diet of goats induced
to scrotal insulation (SI) on the profile of biochemical markers of systemic oxidative metabolism 12
animals were randomly divided into two groups: G1 - no supplementation G2 - supplemented with
selenium (0.1 mg / kg body weight of sodium selenite) and vitamin E (0.3 IU / kg body weight). At the
end of the adjustment period of 30 days, the scrotal insulation (SI) was performed with the placement
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of plastic bags in the testes for 18 days. Supplementation with Se + vitamin E began 60 days before
induction of SI and maintained for 42 days after the end of SI, corresponding to post-insulation (PSI).
Blood samples were obtained by jugular venipuncture to obtain total blood for analysis of reduced
glutathione (GSH) and plasma for analysis of thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) and
determination of ferric reducing ability of plasma (FRAP). No effect of dietary supplementation with
Se + vitamin E on the profile of all the variables studied, but there was systemic oxidative action
understood by a significant decrease of GSH during the SI, with a gradual increase in the PSI period,
as well as lower average of FRAP observed during the SI and the highest average in the period from
PSI. It was concluded that analysis of the activity of reduced glutathione (GSH) and concentrations
of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and ferric reducing ability of plasma (FRAP) are
recommended laboratory methods to evaluate the systemic response to oxidative damage caused by

thermal stress testis in goats.
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Introducao

Como conhecido, as variagdes estacionais
provocam mudangas na atividade sexual dos
machos e na producdo qualitativa e quantitativa
do sémen por meio da interagdo de diferentes
fatores como: disponibilidade de alimentos,
temperatura ambiental, fotoperiodo e atividade
hipofisaria (JENNINGS, 1976). Dentre esses,
destaca-se a temperatura ambiental, uma vez
que a intensidade do calor pode provocar falhas
nos mecanismos de termorregulacdo testicular,
favorecendo a degeneragao do epitélio seminifero
e, conseqiientemente, a espermatogénese
(SANTOS; SIMPLICIO; MACHADO, 1998).
Pesquisas recentes tém sugerido o envolvimento
do estresse oxidativo como indutor dos danos
provocados pelo estresse térmico testicular
(NICHI et al., 2006; XAVIER et al., 2008; PAUL;
TENG; SAUNDERS, 2009).

Em condigcoes experimentais, a insulagdo
escrotal promove alteracdes degenerativas
testiculares (FLORENTINO et al., 2003a), uma
vez que o aumento da temperatura do escroto,
quer seja em condigdo natural ou induzido
pela insulagdo, interfere na termorregulagdo
testicular, predispondo a degeneracao do epitélio
germinativo gonadal (SANTOS; SIMPLICIO,
2000). Os mecanismos através dos quais ocorre
morte celular em resposta ao estresse calorico
ainda nfo estdo completamente elucidados, no

entanto alguns estudos tém demonstrado que
ocorre morte programada das células germinativas
através de apoptose. Este tipo de morte celular
também ocorre em funcdo da acdo de substancias
oriundas do estresse oxidativo, embora nao seja
bem conhecida a origem das espécies reativas de
oxigénio (EROs) nos casos de estresse calorico,
mas se sabe que estdo aumentadas nestes casos
(KUMAGALI et al., 2002).

As
marcantes quando altas temperaturas incidem

lesOes estruturais testiculares sdo
sobre este 6rgdo e seguramente as conseqiiéncias
ndo se restringem apenas ao testiculo, mas
também ao organismo como um todo, uma vez
que ¢ acompanhado do aumento na producdo
de radicais livres, determinando alteragdes no
metabolismo celular sistémico, pois, de acordo
com Sies (1993), espécies oxidativas podem
ser formadas no interior das células e serem
transportadas para outroslocais onde poderao ser
ativadas e provocar oxidacdo de componentes

celulares.

Em relacdo a lipoperoxidacdo causada pelas
EROs, verifica-se que esta tem sido o processo
mais extensivamente estudado (FONTEQUE,
2005). No organismo as EROs reagem com
acidos graxos poliinsaturados para formar
lipoperoxidos que compdem a cascata de reagdes
(BIESALSKY,

2002). Como conseqiiéncia deste efeito, os

degenerativas dos lipideos
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radicais peroxil lipidicos sdo liberados para a
circulagdo sangiiinea elevando sua concentragao,
indicando a ocorréncia de lesdo de membrana
celular (YAGI, 1987). Dai a importancia de
avaliar o metabolismo oxidativo por meio de
provas laboratoriais
bioquimicos capazes de demonstrar a condi¢do
organica de animais sob diferentes situacdes
clinicas,
condicdo de estresse térmico testicular.

utiizando-se indicadores

como por exemplo, animais sob

Danos tissulares, induzidos por estresse
oxidativo, sdo minimizados por eclementos de
defesa, ou seja, por antioxidantes. Dentre os
mecanismos de defesa, estdo reconhecidamente
envolvidos na protegao das membranas biologicas
contra a lipoperoxidagdo o selénio e a vitamina E,
os quais atuam sinergicamente (UNDERWOOD;
SUTTLE,

peroxidacdo lipidica das membranas bioldgicas

1999). A vitamina E previne a

pelas EROs nos estagios iniciais, enquanto que
o selénio atua como componente da enzima
glutationa peroxidase a qual reduz o peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxil a produtos menos
reativos (VAN METRE; CALLAN, 2001). O uso
de nutrientes antioxidantes, como o selénio € a
vitamina E, tem alcangado interesse por parte da
comunidade cientifica em escala nos inimeros
modelos experimentais e ensaios clinicos
registrados, verificando-se os efeitos benéficos
que estes nutrientes estabelecem para os animais

(UNDERWOOD; SUTTLE, 1999).

Nao 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,
principalmente, no que se refere a producdo de
espécies reativas de oxigénio. Santos e Simplicio
(2000), Florentino et al. (2003b), Xavier et
al. (2008), demonstraram que a ocorréncia de
processo degenerativo ¢ marcante em caprinos
quando induzidos a insulagdo escrotal, porém o
conjunto de variaveis avaliadas foi particular ao

parénquima testicular e ao sémen.

Sendo assim, objetivou-se avaliar o perfil
sanguineo de indicadores bioquimicos de estresse
oxidativo sistémico (glutationa reduzida - GSH,
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico-
TBARS e Habilidade de
Plasmatica- HRFP) antes, durante e apos a fase

Reducdo Férrica

de insulagao escrotal em caprinos suplementados
com selénio e vitamina E.

Material e Métodos

Foram selecionados, ap6s exame androldgico,
12 machos da espécie caprina, mesticos, com
idade variando entre sete e oito meses, 0s quais
foram sorteados, por amostragem probabilistica,
para composicdo de dois grupos: Gl (ndo
suplementados; n=6) ¢ G2 (suplementados com
selénio e vitamina E; n=6).

Os animais foram mantidos em regime de
A dieta
animais foi constituida de uma mistura

confinamento em baias individuais.
dos
concentrada a base de milho triturado, farelo
de soja (Glycine hispida, Maxin) e sal comum
(NaCl) acrescido de calcario, além de agua ad
libitum. A ragdo 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 do dia anterior.

O periodo de adaptagdao das instalagdes e
da dieta base foi de 30 dias. Ao término deste
periodo, foi realizada a suplementagdo por via
oral de Selénio e Vitamina E aos animais do
G2, cujo periodo da oferta foi de 60 dias. O
selénio foi suplementado sob forma de selenito
de sédio, na dose de 0,1 mg/Kg de peso vivo, e
a vitamina E na dose de 0,3 UI/Kg de peso vivo.
Os animais foram pesados em intervalos de seis
dias para correcdo da suplementagdo, com base
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na regressao linear do ganho de peso em funcao
do tempo. Os animais do G1 apenas receberam a
dieta base e o placebo foi constituido de farelo de
soja e milho triturado.

90 dias
adaptacdo e suplementagdo,

de
de
ambos os grupos foram induzidos a insulacdo

Decorridos correspondentes

0S animais

escrotal (IE). A IE foi realizada com o emprego
de bolsa plastica de polietileno de dupla parede
envolvendo os testiculos, separadas por uma
camada de algoddao de aproximadamente cinco
mm, conforme Florentino et al. (2003a). Esta
fase teve duracdo de 18 dias. Ao término do
periodo de IE, quando foram retiradas as bolsas
plasticas testiculos,
novamente, por amostragem probabilistica, trés
animais de cada grupo. Os demais animais (G1=3
e G2=3) continuaram nas mesmas condigdes
de recebimento da dieta base (Gl ¢ G2) e da
suplementacdo (G2) por periodo adicional de

dos foram escolhidos

42 dias, correspondendo a fase Pds-Insulacdo
Escrotal (PIE). O periodo total de experimento
foi de 150 dias.

Amostras de sangue foram coletadas por
venopunc¢do jugular, em tubos siliconizados
com sistema a vacuo, sem anticoagulante e com
anticoagulante (acido etilenodiaminotetracético
— EDTA), para obtencdo do soro, plasma e
Os tubos de
sangue sem anticoagulante foram mantidos a

sangue total, respectivamente.

temperatura ambiente para retracdo do coagulo
e obtencdo de soro, enquanto que os demais
tubos com anticoagulante foram refrigerados
e encaminhados ao laboratério para posterior
processamento analitico. As
efetuadas ao término de 90 dias do periodo de
adaptacdo e suplementagao (0d); no periodo de
IE (6, 12 e 18 dias); no periodo PIE (7, 14, 21,
28, 35 e 42 dias), totalizando 10 coletas.

coletas foram

A atividade da GSH foi determinada por
método colorimétrico descrito por Beutler, Duron
e Kelly (1963), utilizando-se sangue total. As

leituras foram efetuadas em espectrofotometro
em absorbancia de 412 nm. Como esta técnica
fornece resultado em densidade dptica o0 mesmo
foi transformado em mg/100 mL de sangue,
realizando-se o seguinte calculo: GSH (mg/ 100
mL desangue)=(0D1-0D2)x31040/VG. Onde,
OD1 = Densidade otica inicial, OD2 = Densidade
otica final e VG = Volume globular da amostra.
A concentracio de TBARS foi determinada
no soro pelo método descrito por Esterbauer e
Cheeseman (1990). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro em absorbancia de 532nm.
A Habilidade de Redugdo Férrica Plasmatica
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 (Fe3+ — TPTZ) a forma ferrosa (Fe*'),
formando uma coloragdo azul intensa. Esta
foi determinada por  espectrofotdmetro em
absorbancia de 593nm.

Os parametros foram testados, inicialmente,
quanto a sua distribuicdo normal, e foi necessario
submeter a variavel TBARS a transformagao pela
raizquadrada [RQ (x+1)]. Os dados que atenderam
as premissas de normalidade ou transformados
foram submetidos a andlise de variancia (Teste
F) que separou como causa de variagdo efeitos
de grupos, dias de coleta e interagdo grupos X
coletas. Foi aplicado o nivel de significancia
(P) de 5%, e a diferenca minima significativa
(DMS) do teste de Tukey para comparagdes de
médias quando na presenca de significancia. Os
dados foram analisados por meio do programa
computacional Statistical Analysis System (SAS,
2010). O referido projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica do Departamento de Medicina
Veterinaria (Processo: 6260/2006 e Resolucao:
88/2006, em 31.05.2006) e pelo Conselho
de Ensino, Pesquisa e Extensdo (Resolugdo
302/2006, em 18.09.2006).
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Resultados e Discussao

Nao se observou variagdo significativa da
atividade da GSH entre os grupos (P > 0,0969),
para os grupos controle e suplementados com
selénio e vitamina E, respectivamente. Nao houve
interacdo grupos x tempos de coleta (P> 0,3740).
Quanto aos tempos de coleta, estes sofreram
variacdo significativa (P < de 0,0002). Maiores
valores médios da atividade da GSH eritrocitaria
foram identificados no momento anterior a IE e no
periodo PIE. Menores valores foram registrados
no periodo da IE, compreendido entre o 6° e 18°
dias da IE (Tabela 1).

Durante o periodo de indugdo da insulagdo
escrotal, ocorreu diminui¢do na atividade da
GSH sendo explicada pela agdo dos radicais
livres que penetram na hemadcia e se ligam aos
radicais sulfidrilas,
citoplasmatica, formando grupos
que danificam a parede celular (HOWELL;
GOONERATNE, 1987). Os valores encontrados
no momento inicial da coleta de sangue, para

presentes na membrana
dissulfetos

ambos 0s grupos, estiveram pouco abaixo do limite
considerado normal, pois de acordo com Vallejo,
Tundén e Gonzales (1989), o limite minimo desta
enzima em caprinos ¢ 60 mg/100mL de sangue.
Moreno et al. (1987), observaram que existe um
fator genético que determina a concentragdo de
GSH em caprinos, assim como observado em
ovinos por Igbokwe ¢ Bah (1999), onde existe um
polimorfismo da GSH que classifica os animais
em dois tipos, 0os que apresentam concentragdo
de GSH abaixo de 60mg/100 mL de sangue e os
que apresentam concentragcdes acima de 60mg
de GSH/100mL de sangue.

Verificou-se que no periodo PIE os valores
da GSH elevaram-se progressivamente e ao
término do periodo experimental os dois grupos
recuperaram as concentragdes iniciais de GSH.
Este fato ¢ explicado pela acdo da Glutationa
Redutase, a qual que tem a funcdo de regenerar

a GSH reduzida, com o objetivo de impedir a
inativagdo do ciclo metabodlico da glutationa
no interior dos eritrocitos (ROVER JUNIOR;
HOEHR; VELLASCO, 2001). Considerando-
se a maior atividade de GSH no periodo PIE,
entende-se que houve uma efetiva reperfusdo
tecidual acompanhada da diminui¢do da acdo dos
peroxidos e menor consumo de GSH. 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 0,3mg/kg e neste
experimento foi administrada a menor dose. Outro
fator importante ¢ a forma quimica do elemento
a ser administrado, onde a utilizacdo do selénio
como selenoaminoacido (selenometionina ou
selenocisteina) melhora a retencdo do mesmo
no organismo (FOSTER; SUMAR, 1997), e que
neste delineamento experimental foi utilizado o
selenito de sodio.

TBARS, nao foi verificado
variacdo significativa para os fatores grupos
(P > 0,3275), tempos de coleta (P > 0,4685) e

interacdes grupos x tempos de coleta (P> 0,3275)

Quanto aos

nos caprinos induzidos a estresse térmico
testicular e suplementados ou ndo com selénio
e vitamina E. Embora nao se tenha observado
diferengas entre grupos, a concentragdo de
TBARS no grupo sem suplementagao apresentou
médias mais elevadas, indicando que nao houve
grau de peroxidacao lipidica capaz de determinar
elevados valores deste indicador no sangue. A
presenca de médias mais elevadas no final do
periodo de IE confirma a presenga de peroxidacao
lipidicas. Segundo Strauss (1981) e Antunes et
al. (2008), esta substancia ¢ o produto final da
oxidagdo pelos radicais livres dos lipideos. E de
supor que doses maiores tanto do selénio quanto
da vitamina E pudessem reduzir a reagdo em

cascata da formacao de radicais livres.
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De acordo com Beconi et al. (1991), os niveis de
TBARS podem ser influenciados pela quantidade
de células susceptiveis a peroxidacao lipidica, e
neste caso o estresse caldrico induzido ao nivel
dos testiculo refletiu no perfil de estresse oxidativo
sistémico. Nao existem valores de referéncia deste
metabolito para caprinos, porém, em trabalho
desenvolvido com cabras, para avaliar o efeito
da suplementagdo de vitamina E no desempenho
reprodutivo de fémeas submetidas a protocolo
de sincronizacdo estral com uso de esponjas
intravaginais, foi encontrado valor basal médio
semelhante ao encontrado neste estudo (SONMEZ
et al., 2009).

Nao foi registrado efeito de grupos em relagdo
a HRFP (P > 0,3813), para os grupos controle
e suplementados com selénio e vitamina E,
respectivamente. Diferencas de médias entre os
tempos de coleta foram identificadas (P < 0,0001).
Quanto a intera¢do grupos X momentos, este nao
foi significativo (P > 0,9865). Menores valores de
médias da HRFP foram identificados no periodo da
IE, identificando-se maiores médias no periodo PIE
(Tabela 1). Estes resultados podem ser explicados
pela deplecdo das reservas de antioxidantes do
plasma no auge do estresse oxidativo, uma vez
que coincide com 0s momentos em que Ocorreu
diminuigdo dos niveis da GSH. Guimardes et
al. (2007), avaliaram a HRFP em ratos e nao
encontraram diferenga significativa nos valores de
HRFP destes animais submetidos a tor¢ao do cordao
espermatico, embora tenham observado redugdo da
atividade de GSH nos momentos de maior estresse
oxidativo.

Ap6s o periodo de IE foi observado um aumento
da capacidade antioxidante plasmatica representada
pela HRFP, indicando que o organismo foi
estimulado a produzir antioxidantes mediante o
desafio imposto, estando associado também ao
término do insulto térmico testicular. Weigel,
Ortolani e Sucupira (2010) também observaram
este comportamento na concentragio 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 valores médios da HRFP ainda
nao haviam atingido os valores basais, confirmando
a continua producgdo de antioxidantes, embora os
demais compostos analisados (GSH e TBARS)
tivessem retornado aos valores basais.

Embora ndo tenha sido encontrado na literatura
valores de referéncia da HRFP para a espécie
caprina, pode-se crer que esta foi eficiente em
avaliar a capacidade antioxidante plasmatica.
Weigel, Ortolani e Sucupira (2010), trabalhando
com ovinos intoxicados experimentalmente com
cobre encontrou valores basais semelhantes aos
observados neste experimento. Outros estudos sdao
sugeridos no sentido de averiguar o grau de relacdo
existente entre esta variavel com outras utilizadas
como indicadores do metabolismo oxidativo, em
situagOes de estresse térmico testicular e em outras
enfermidades de interesse pecudrio. Nao foram
encontradas referéncias para explicar o aumento
sisttmico das EROs em experimentos com IE
em caprinos. No entanto, pode-se supor que as
EROs produzidas nos testiculos foram liberadas e
agiram sobre os eritrocitos, causando ativacgdo de
substancias antioxidantes intra-eritrocitarias, como
a GSH. Esta suposi¢do baseia-se na afirmacdo de
Sies (1993), onde uma ERO pode se formar em um
determinado 6rgdo e provocar lesdo em outro.

Andlise da atividade da glutationa reduzida
(GSH) e das concentragdes de substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS) e habilidade de
reducdo férrica plasmatica (HRFP) sao métodos
laboratoriais recomendados para avaliacdo da
resposta aos danos oxidativos sistémicos causados
pelo estresse térmico testicular em caprinos.
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