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RESUMO

QUALIDADE DO SEMEN FRESCO, REFRIGERADO E CRIOPRESERVADO EM
GARANHOES SUPLEMENTADOS COM PRODUTO COMERCIAL COMPOSTO
POR AMINOACIDOS, VITAMINAS, ANTIOXIDANTES E MINERAIS.

Mariane Ledo Freitas?, Rodrigo Arruda de Oliveirat
'Faculdade de Agronomia e Veterinaria— UnB, DF

Objetivou-se com esse estudo avaliar a suplementacdo de garanhdes com um produto comercial
fornecido via oral, contendo antioxidantes, dmega 3 e 6, L-carnitina, vitaminas do complexo B,
entre outros, na dieta de garanhdes, e a sua influéncia nos parametros do sémen fresco,
refrigerado e criopreservado dos animais. Sete garanhdes, com histérico reprodutivo conhecido,
foram divididos em dois grupos de forma balanceada, levando em consideragéo a qualidade do
sémen fresco, previamente avaliada. O grupo tratamento (n=3) recebeu 50 mL do produto
comercial por 60 dias consecutivos, e o grupo controle (n=4) recebeu 50 mL de solugéo placebo,
no mesmo periodo. Ao término dos 60 dias de suplementacdo, foram realizadas trés colheitas
de sémen de cada garanhdo, em dias alternados, para a avaliacdo do sémen fresco, refrigerado
e congelado. Avaliou-se a motilidade e a cinética espermatica através das variaveis obtidas pela
analise espermatica computadorizada e a integridade de membrana plasmatica e acrossomal
através de sondas fluorescentes. Nos animais que receberam o tratamento, observou-se que o
sémen fresco apresentou um aumento (P <0.05) da motilidade total (MT; 67,14 £ 5,24 x 72,28
* 8,13 %), da motilidade progressiva (MP; 16,67 + 8,69 x 22,49 + 8,81% ), da velocidade de
trajeto (VAP; 50,21 + 5,30 um/s), da espermatozoides com membrana integra (MI; 72,31 +
6,65 x 79,27 £ 5,30 %) e de espermatozoides com membrana acrossomal integra (ISRA; 68,67
+ 5,79 X 74,67 £ 6,88 %). No sémen refrigerado obteve-se um aumento (P <0.05) da MT, da



VAP, da Ml e da ISRA em todos os momentos avaliados (24h, 36h e 48h), nos animais que
receberam o produto comercial. Na avaliagdo do sémen criopreservado, observou-se um
aumento (P <0.05) da MT (33,02 + 10,88 x 47, 50 + 10,61 %), da MP (3,77 £ 2,75 x 9,77
4,54 %), da VAP (39,29 + 3,24 x 44,87 + 1,49 um/s) e da velocidade retilinea (VSL; 31,94 +
2,02 x 35,74 = 1,46 um/s), nos animais que receberam o tratamento. Dessa forma, os elementos
presentes no produto comercial fornecido para os animais do grupo tratamento, podem ter

atuado incrementando a qualidade do sémen fresco, refrigerado e criopreservado dos garanhdes.

Palavras-chave: espermatogénese, fertilidade, inseminagéo artificial, nutricdo, sémen



ABSTRACT

QUALITY OF FRESH, COOLED AND FROZEN-THAWED SEMEN OF
STALLIONS SUPPLEMENTED WITH A COMERCIAL PRODUCT COMPOUND
OF AMINO ACIDS, VITAMINS, ANTIOXIDANTS AND MINERALS

Mariane Ledo Freitas?, Rodrigo Arruda de Oliveirat
1School of Agronomy and Veterinary Medicine — UnB, DF

The objective of this study was to evaluate the addition of a nutraceutical containing
antioxidants, omega 3 and 6, L-carnitine, B-complex vitamins, among others, in the diet of
stallions, and their influence on parameters of fresh, cooled and cryopreserved semen. Seven
stallions with proven fertility were divided into two groups in a balanced way, taking into
account the quality of fresh semen, previously evaluated. The treatment group (n = 3) received
50 mL of the nutraceutical for 60 consecutive days and the control group (n = 4) received 50
ml of placebo solution for the same period. By the end of the 60 days of supplementation, were
realized three collections of semen of each stallion, on alternate days, for the assessment of
fresh, cooled and cryopreserved semen. Motility and sperm motion kinetics using computerized
assisted semen analysis and integrity of acrosome and plasmatic membrane using fluorescent
dyes were evaluated. In animals that received treatment, it was observed that the fresh semen
showed an improvement (P <0.05) in total motility (MT; 67.14 + 5.24 x 72.28 + 8.13 %), of the
progressive motility (MP; 16.67 = 8.69 x 22.49 + 8.81% ), the average path velocity (VAP;
50.21 £ 5.30 um/s), and the integrity of the plasmatic (MI; 72.31 £ 6.65 x 79.27 £ 5.30 %) and
acrosome membranes (ISRA; 68.67 £ 5.79 x 74.67 + 6.88 %). In cooled semen was obtained
an increase (P <0.05) of the MT, the VAP, Ml and ISRA in all moments of the evaluation (24h,
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36h and 48h), in animals that received the commercial product. After the evaluation of
cryopreserved semen, there was an increase (P <0.05) of MT (33.02 £ 10.88 x 47,50 + 10.61%),
MP (3.77 £ 2.75x 9, 77 + 4.54%), VAP (39.29 * 3.24 x 44.87 + 1.49 um/s), and straight line
velocity (VSL; 31.94 + 2.02 x 35.74 + 1.46 um/s), in animals receiving treatment. Thus, the
elements present in the commercial product supplied for the animals on the treatment group,

may have acted improving the quality of fresh semen, cooled and cryopreserved of the stallions.

Keywords: artificial insemination, fertility, nutrition, semen, spermatogenesis
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1 INTRODUCAO

A equideocultura é um setor de grande importancia na economia brasileira.
Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2014) e da Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2013), existem mais de 7,5 milhdes de
equideos no territério brasileiro, sendo 5.437.000 equinos, 1.239.000 muares e 915.000
asininos. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2015), o Brasil possui 0 maior rebanho de equinos da América Latina e o terceiro maior rebanho
do mundo. Movimentando cerca de 7,3 bilhdes de reais, com a producdo de cavalos. Dessa
forma, o chamado Complexo do Agronegocio Cavalo, é responsavel pela geracdo de 3,2
milhGes de empregos diretos e indiretos no pais.

Ao longo dos anos, a ampla utilizacdo de biotécnicas associadas a reproducéao
animal trouxe muitos beneficios aos criadores de equideos, como a possibilidade de aumentar
0 numero de produtos geneticamente superiores nascidos por ano (Gomes & Gomes, 2009).
Comercialmente, € sempre desejavel a utilizacdo de garanhdes com sémen de alta qualidade,
uma vez que uma grande proporcao de células viaveis é perdida entre a colheita do sémen e o
procedimento de inseminacéo artificial, particularmente no armazenamento do sémen a longo
prazo. No entanto, € comum obtermos ejaculados de baixa qualidade, contendo um elevado
numero de espermatozoides com defeitos, provenientes de garanhdes subférteis ou com idade
avancada (Stradaioli et al., 2004).

A refrigeracédo e a criopreservacdo dos espermatozoides podem induzir injdrias
celulares, que estdo associadas ao rompimento de membranas lipidicas, resultando em danos as

mitocondrias e perda da integridade de membrana plasmatica e acrossomal (Parks & Graham,



1992). Esses eventos sdo seguidos por perda da motilidade, viabilidade e capacidade de
congelamento do espermatozoide, um fenémeno conhecido como choque térmico pelo frio
(Watson, 2000). O espermatozoide equino apresenta, quando comparado a outras espécies de
animais domeésticos, uma maior sensibilidade ao chogue térmico pelo frio e ao estresse osmotico
(Costa et al., 2004).

Dessa forma, se faz necessaria a busca por tratamentos que possam ser aplicados
para melhorar a qualidade do sémen de animais que apresentam um baixo indice reprodutivo,
permitindo que animais valiosos sejam utilizados na reproducéo (Stradaioli et al., 2004). Com
esse intlito, alguns trabalhos vem sendo realizados com a implementacdo de nutracéuticos na
dieta de garanhGes com a finalidade de melhorar seus parametros espermaticos e a qualidade
do sémen armazenado, refrigerado ou criopreservado (Stradaioli et al., 2000; Stradaioli et al.,
2004; Brinsko et al., 2005; Deichsel et al., 2008; Contri et al., 2011; Garmsir et al, 2014;
Schmid-Lausigk & Aurich, 2014).

Objetivou-se avaliar se a suplementacdo oral de garanhdes, com um produto
comercial, melhora a qualidade do sémen de garanhdes, através da avaliacdo de parametros do

sémen fresco, refrigerado e criopreservado.



2 REVISAO DE LITERATURA

De todas as biotecnologias utilizadas na reproducdo animal, a inseminacgao
artificial (1A) é a mais antiga, mais simples e de maior impacto na producdo animal. Esta técnica
difundiu-se em todo o mundo como um instrumento eficaz e econémico para ser utilizado no
melhoramento genético. Entretanto, para que se obtenha sucesso em programas de IA, alguns
cuidados devem ser tomados em relacdo aos machos reprodutores. Cuidados com o0 manejo, um
bom controle sanitério, e condi¢cBes nutricionais que atendam as necessidades reprodutivas
destes animais, sdo essenciais para que se posso alcancar um bom resultado (Reichenbach et
al., 2008).

A espermatogénese, processo de formacdo do gameta masculino, que acontece
nos testiculos, mais especificamente nos tubulos seminiferos, demanda que a funcéo de todos
0s sistemas do organismo esteja balanceada, tendo em conhecimento a sensibilidade do epitélio
germinativo. Esta estabelecido que fatores ambientais podem alterar a secrecdo hormonal, a
diferenciacéo celular nos testiculos, além da maturacao e o transporte dos espermatozoides no
epididimo. Diante de fatores adversos, Orgdos reprodutivos apresentam degeneragdo e
distarbios em diferentes graus e intensidades, temporarios ou permanentes, assim,
determinando uma maior ou menor influéncia na fertilidade do animal (Arruda et al., 2010).

Com a intencdo de otimizar a utilizacdo de nutrientes em algumas vias
metabolicas, a industria tem disponibilizado no mercado uma série de substancias, chamas de
nutracéuticos que atuariam influenciando positivamente o desempenho reprodutivo dos animais
(Arruda et al., 2010).

Nutracéuticos sdo suplementos alimentares que fornecem uma forma
concentrada de um respectivo agente bioativo, obtido a partir de um alimento, porém
apresentado em uma matriz ndo-alimentar, e usado em doses que excedem as encontradas

normalmente na dieta, com a finalidade de melhorar a saude (Zeisel, 1999; Dharti et al., 2010).



Dessa forma, 0 nutracéutico situa-se entre os alimentos e os produtos farmacéuticos, sendo
usado, como um termo abrangente, incluindo alimentos de origem vegetal e seus subprodutos,
minerais e vitaminas (Ko & Sabanegh, 2014). Entre os principais nutracéuticos citados na
literatura que sdo utilizados na reproducdo do macho estdo: o dmega-3, a arginina, as vitaminas

do complexo B, a L-carnitina, o 3-caroteno e os antioxidantes.

2.1 Omega 3

O sémen de todas as espécies domésticas contém altos niveis de acidos graxos
poliinsaturados (PUFAS), em particular o &cido docosahexaendico (DHA; 22:6 n-3, um &cido
graxo 6mega 3) e o acido docosapentaendico (DPA; 22:5 n-6, um &cido graxo 6dmega 6). Esses
acidos graxos sdo essenciais para a estrutura, funcao e integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides (Colenbrander et al., 1999). Dessa forma, a conservacdo desta membrana é
essencial para a continua viabilidade celular (Grady et al., 2009).

O estresse fisico relacionado ao armazenamento refrigerado e criopreservado do
sémen, é uma das principais causas de danos a membrana plasmética dos espermatozoides
(Penaetal., 2011). O espermatozoide de garanhdes contém 14% de lipideos, enquanto o plasma
seminal contém 2,1 % de lipideos (Komarek et al., 1965). Fosfolipidios sdo os principais
componentes lipidicos do espermatozoide e sdo, em grande parte, compostos por acidos graxos
poliinsaturados (Scott, 1999).

Uma vez que os animais ndo sdo capazes de sintetizar os PUFAs a partir de
acidos graxos saturados ou monoinsaturados, devem adquiri-los a partir de PUFAS precursoras
na sua dieta. A transferéncia de PUFAs adquiridos na dieta para a membrana plasmatica do
espermatozoide tem demonstrado ser eficaz num certo nimero de espécies como pequenos
ruminantes (Drokin et al, 1999) e humanos (Conquer et al, 2000). Uma reducéo da fertilidade
durante o envelhecimento foi associada a uma diminuicéo da proporcdo de PUFAS especificos
dos fosfolipideos espermaticos tanto em espermatozoides de touros (DHA; Kelso et al., 1997),
guanto em espermatozoides de galos (C20-22 PUFA,; Cerolini et al., 1997).

Altos niveis de PUFAs aumentam a susceptibilidade das células aos danos
induzidos por radicais livres, o que é considerada uma importante causa da infertilidade no

homem (Aitken, 1994). Segundo Gliozzi et al. (2009), € fundamental levar em consideracdo



um balanceamento critico entre lipideos, espécies reativas ao oxigénio e os diferentes
componentes do sistema antioxidante da célula, para garantir uma eficiente funcionalidade do
espermatozoide.

Estudos em garanhdes, demostraram que uma alta propor¢do de DHA em relagéo
ao DPA resulta em uma maior fertilidade, enquanto altos niveis de DPA em relagcdo ao DHA
resulta em uma menor fertilidade (Brinsko et al., 2005). Em humanos azoospérmicos, foi
descoberto, que o nivel de DHA no plasma seminal, assim como a proporc¢ao de acidos graxos
0mega-3 em relacdo aos acidos graxos dmega-6 nos espermatozoides € menor que em homens
normospérmicos (Conquer et al., 1999).

Yeste et al. (2011), compararam o efeito da suplementacdo de dmega-3 durante
26 semanas na dieta de trés diferentes racas de cachacos (Pietrain, Duroc e Large White). E
constataram que apenas as racas Pietrain e Large White foram afetadas pela suplementacéo. Foi
observada melhora na morfologia espermética das duas ragas, e melhora na integridade
acrossomal e mitocondrial da raga Pietrain. A raga Duroc ndo sofreu nenhuma influéncia da
suplementacdo na dieta. Dessa forma, esses autores puderam concluir que existem diferencas
na resposta perante a suplementacdo nutricional de cada raca, em relacdo a qualidade seminal.
Isso pode ser explicado por existirem particularidades na composi¢do da membrana plasmatica
dos espermatozoides de animais de diferentes ragas.

Grady et al. (2009), observaram que a suplementagdo de 4&cido
docosahexaenoico na dieta de garanhdes, pode aumentar a producéo diaria de espermatozoides,
a qualidade de sémen refrigerado e criopreservado. Possivelmente devido a um aumento de
contetdo de DHA na membrana plasmatica do espermatozoide. O efeito foi ampliado nos
garanhdes inicialmente com ejaculados de baixa qualidade.

Schmid-Lausigk e Aurich (2014), investigaram a adicdo de 6leo de linhaca
(bmega-3 e 6mega-6) em associa¢do com antioxidantes na dieta de garanhdes, durante o inverno
rigoroso. Avaliaram o efeito da suplementacdo na motilidade e integridade de membrana
plasmatica, para sémen refrigerado e criopreservado. Segundo os autores, durante o inverno,
podem ocorrer alteragbes na composicdo lipidica da membrana plasmatica dos
espermatozoides, devido a mudancas na fisiologia reprodutiva, levando a uma queda da
qualidade do sémen dos garanhdes. Concluiu-se que o tratamento atenuou a queda da
motilidade e da integridade de membrana plasmatica, do sémen refrigerado, dos garanhdes que
receberam a suplementacdo. Porém, ndo evitou a queda da qualidade seminal do sémen

criopreservado, ao término do inverno.



2.2 Arginina

Arginina é um aminodcido, que faz parte da sintese do 6xido nitrico. O dxido
nitrico € um gas formado em meio aquoso através da conversao da arginina, na presenca de
oxigénio e diversos co-fatores (Knowles et al, 1989). O 6xido nitrico participa de mecanismos
fisiolégicos muito importantes, agindo como mensageiro intracelular no controle do ténus
vascular, na neurotransmissdo, na producdo de hormonios, na diferenciagdo celular, na
expressao génica e na ativagdo de células do sistema imune (O'Bryan et al., 1998).

O oxido nitrico atua no hipotalamo, estimulando a liberagdo do hormonio
liberador de gonadotropinas (GnRH) e inibindo a liberacdo de ocitocina. O GnRH, no nivel
hipofisario, estimula a liberagdo dos hormonios luteinizante e foliculo-estimulante. Uma
diminuicdo da concentracdo do 6xido nitrico hipotalamico pode causar danos a funcéo
reprodutiva, ja que ele é um dos responsaveis pelo funcionamento do eixo reprodutivo, sendo
de fundamental importancia para a reproducdo normal (McCann et al., 1999).

A presenca do 6xido nitrico no liquido seminal também é fundamental para que
0s espermatozoides tenham plena capacidade de desempenhar sua funcdo de gameta. Além
disso, no aparelho reprodutor, o 6xido nitrico desempenha um controle no relaxamento da
musculatura lisa do corpo cavernoso peniano e seus vasos sanguineos aferentes (Adams, 1996),
facilitando a erecédo (Dusse et al., 2003).

Porém, quando ocorre uma excessiva producdo do 6xido nitrico, o seu poder
oxidativo nédo so causa danos a estrutura do gameta, como também diminui sua mobilidade e
sua vitalidade. Mas, em contrapartida, concentragcbes muito baixas podem dificultar o processo
de fertilizacdo e o inicio da divisdo celular do novo embrido (Carvalho et al., 2002).

Relatos do efeito da arginina sobre os parametros do sémen variam na literatura.
Alguns estudos descrevem que a suplementacéo diaria de arginina melhora a concentracéo e a
motilidade espermatica (Holt & Albanese, 1944; Tanimura, 1967; Schachter et al., 1973; De-
Aloysio et al., 1982; Schibona et al., 1994), enquanto outros autores ndo obtiveram sucesso em
demonstrar qualquer melhora nas caracteristicas espermaticas ou na taxa de prenhez (Miroueh,
1970; Pryor et al., 1978). Existem, ainda, trabalhos que demonstraram que as concentracoes
excessivas de arginina podem resultar em uma diminuicdo da fungdo espermaética (Srivastava
& Agarwal, 2010).



2.3 Vitaminas do complexo B

A vitamina B12 (cobalamina) € uma vitamina hidrossolivel, sendo um
componente proprio do organismo e do metabolismo animal (Solomon, 2007). A fungéo
primordial da vitamina B12 consiste em atuar como coenzima para diminuir os ribonucleotideos
a desoxiribonucleotideos, passo essencial na replicacdo dos genes. Além disso, a vitamina B12
atua na estimulagdo do crescimento, na estimulacdo da sintese e maturacgdo celular e ajuda a
manter a estabilidade da cromatina do DNA. A deficiéncia da vitamina B12 leva ao acumulo
do acido metilmalénico, que afeta e interrompe o metabolismo mitocondrial, levando a
producdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (EROs; Al-Maskari et al., 2012).

O é&cido félico (vitamina B9), é outra vitamina hidrossoltvel do complexo B,
desempenha um papel importante na sintese de DNA, através da sintese de purinas e timinas
(Al-Maskari et al., 2012). A ingestdo adequada de &cido félico estd associada a uma diminui¢éo
da frequéncia de alteracdes do DNA em espermatozoides (Young et al., 2008).

O 4cido folico esta intimamente ligado a vitamina B12, pois depende dela para
cumprir a sua fungdo (Al-Maskari et al., 2012). Devido a isso, a combinag&o do &cido folico e
das cobalaminas em programas de suplementacdo, beneficia e maximiza o impacto dessas
vitaminas, levando em consideracdo que a vitamina B12 torna o é&cido fdlico mais
biodisponivel, e que a deficiéncia da cobalamina torna o acido folico indisponivel ao organismo
(Reynolds, 2006; Solomon, 2007).

Consequentemente, a deficiéncia desses dois fatores leva a anormalidades
cromossémicas e ao aumento de EROs, gerando um risco de mutacGes genéticas (Al-Maskari
etal., 2012).

2.4 L-carnitina

Outro componente dos nutracéuticos voltados para a reproducdo € a L-carnitina.
A L-carnitina é sintetizada no figado, rim e cérebro, através da conversao de dois aminoacidos
essenciais: lisina e metionina (Hulse et al., 1978; Jeulin et al., 1994). No trato genital do macho,

a carnitina esta concentrada no epididimo e nos espermatozoides. No entanto, no sémen



ejaculado, a maior parte da L-carnitina e da L-acetilcarnitina é encontrada no plasma seminal
(Bohmer et al., 1978).

A L-carnitina e a L-acetilcarnitina desempenham um papel vital no metabolismo
do espermatozoide, fornecendo energia prontamente disponivel, o que afeta de forma positiva
a motilidade, a maturacdo dos espermatozoides e a espermatogénese. Esse efeito positivo é
mediado pelo transporte de acidos graxos de cadeia longa, através da membrana mitocondrial
interna, para a utilizacdo no metabolismo atraves da B-oxidacdo (Hulse et al., 1978; Jeulin et
al., 1994; Matalliotakis et al., 2000; Palmero et al., 2000).

A L-carnitina, nos mamiferos, € transportada do plasma sanguineo para o limen
do epididimo de forma ativa (Yeung et al., 1980), e finalmente se acumula nos espermatozoides,
na sua forma livre ou acetilada, a L-acetilcarnitina. Em geral, o trato genital do macho contém
compartimentos que mantém altas concentracdes de carnitina na sua forma livre, como o tecido
epididimério, o plasma seminal e os espermatozoides (Agarwal & Said, 2004). A maior
concentracdo de carnitina é encontrada na cauda do epididimo, onde os espermatozoides
adquirem a capacidade de se tornarem moveis (Hinton et al., 1979).

Os &cidos graxos devem sofrer uma ativacao (se ligando a coenzima A [CoA],
para formar a acil-CoA) para entrarem na mitocondria. Moléculas de cadeias longas de acil-
CoA sdo incapazes de atravessar a membrana mitocondrial interna, portanto, precisam usar um
mecanismo enzimatico especifico, que utiliza a L-carnitina como transportadora (Bremer,
1983; Jeulin et al., 1994; Jeulin & Lewin, 1996).

Para realizar o seu papel, a carnitina precisa do correto funcionamento de
algumas aciltransferases de cadeias longas, vinculadas a membrana mitocondrial, como a
acilcarnitina transferase 1 e 11, e a acilcarnitina translocase (Bieber, 1988).

Ao proporcionar um sistema de transporte para 0s acidos graxos livres e para
derivados de acetil-CoA para o interior da mitocdndria, a L-carnitina regula o fluxo dos grupos
acilo e, portanto, o equilibrio energético através das membranas celulares. Durante a sua
passagem celular, os grupos acilo sdo temporariamente transferidos para a L-carnitina,
produzindo a L-acetilcarnitina. De modo similar, a carnitina facilita o transporte de grupos
acetilo por meio da L-acetilcarnitina (Bahl & Bresler, 1987).

Ap0s ser transportada para dentro da mitocondria, o grupo acilo é transferido
para a CoA mitocondrial (Lenzi et al., 2004). O resultado final dessas reacdes € uma modulacéo
das concentrag¢fes mitocondriais de CoA, envolvida em diversas vias metabolicas, tais como o
ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs), a -oxidagéo de &cidos organicos e a degradacao

oxidativa de aminoacidos (Bahl & Bresler, 1987).
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Foi levantada a hipotese que, a elevada concentracdo de carnitina, presente no
fluido epididimario, mantém os espermatozoides em estado quiescente (Rufo et al., 1984;
Deana et al., 1989). A observacao de que elevadas concentracGes de carnitina inibem o efluxo
celular de enzimas e o consumo de oxigénio, e aumenta a viabilidade celular, sugere fortemente
que a carnitina tem efeito na estabilizacdo das membranas plasmaticas (Jenkins and Griffith,
1986).

Além disso, as carnitinas também exercem um papel de protecdo contra espécies
reativas ao oxigénio, exercendo propriedades antioxidantes primarias e secundarias (Agawal &
Said, 2004). Essas propriedades ocorrem como um resultado do mecanismo de reparacao, pelo
qual, uma quantidade elevada e toxica de acetil-coenzima A (acetil-CoA) intracelular é
removida, e acidos graxos de fosfolipidios da membrana séo substituidos (Vicari & Calogero,
2001; Vicari et al., 2002).

Nos homens, a quantidade de L-carnitina no plasma seminal esta relacionada
com a concentracdo e a motilidade progressiva dos espermatozoides (Menchini-Fabris et al.,
1984; Borman et al., 1989). Foi relatada uma reducao significativa da concentracdo da carnitina
no sémen de pacientes com azoospermia, afetados pela agenesia bilateral dos ductos deferentes
e obstrucdo do epididimo (Menchini-Fabris et al., 1984; Casano et al., 1987). A reducdo de
carnitina no plasma seminal também foi relatada em pacientes inférteis (Z6pfgen et al., 2000).
A correlagdo positiva entre os parametros seminais e concentracdo de carnitina no sémen,
permite propor que a carnitina € um marcador de "boa qualidade™ do sémen (Menchini-Fabris
etal., 1984).

2.5 pB-caroteno/Vitamina A

A vitamina A, também conhecida como carotendides ou retindides, & uma
vitamina solivel em gordura, que € exigida para a manutencao do epitélio que recobre todos 0s
canais, cavidades e areas de exposicOes externas, onde atua diretamente na sintese de
mucopolissacarideos (Bertechini, 1997). Dessa forma, sendo responsavel pela manutencéo das
membranas mucosas dos olhos, do trato gastrointestinal e do trato geniturinario, além da pele
(Kamal-Eldin & Appelgvist, 1996). A queratinizacdo dos epitélios € o resultado da perda de
sua capacidade secretora, tornando-0s secos e susceptiveis as infec¢bes (Bertechini, 1997).
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A vitamina A, na forma de retinol, retinal ou acido retindico somente é
encontrada no organismo do animal e seus produtos. Porém, plantas produzem pigmentos
amarelos chamados de carotenoides (provitamina A), que podem ser convertidos em vitamina
A na mucosa intestinal e no figado, havendo uma eficiéncia que varia de acordo com a espécie,
sendo o -caroteno a provitamina A mais importante (Bertechini, 1997).

Na literatura, pode-se achar que p-caroteno age beneficamente no organismo da
mesma forma que a vitamina A, sendo essencial para os tecidos epiteliais que funcionam em
orgaos reprodutivos (Arikan & Rodway, 2000). Na reproducao, a vitamina A atua na sintese de
horménios esteroidais a partir do colesterol organico, nas gonadas, placenta e adrenais. Em caso
de deficiéncia, ocorrem alteragdes histolégicas dos érgdos reprodutivos de machos e fémeas,
tornando as glandulas atréficas (Bertechini, 1997).

Dessa forma, a vitamina A exerce uma influéncia marcante no complexo
reprodutivo do macho, atuando como: protetora do epitélio testicular pela acdo na
gametogénese; estimuladora da libido e vigor sexual, conjuntamente com as vitaminas C e do
complexo B; e potencializando o volume e porcentagem de espermatozoides vivos no ejaculado
(Rillo, 1982).

Segundo Rillo (1982), a deficiéncia de vitamina A da origem a vacuolizacao das
células basofilas, chegando a degenerar e impedir a elaboragdo dos fatores gonadotroficos e,
como consequéncia, inibindo a produgdo espermatica.

Os primeiros estudos mostraram que a espermatogénese é influenciada pela
deficiéncia de vitamina A em ratos. Em animais com deficiéncia desta vitamina, os tubulos
seminiferos contém apenas células de Sertoli, espermatogbnias e alguns espermatdcitos,
estando ausentes as células germinativas em desenvolvimento que sdo fundamentais para a
espermatogénese (Wolbach & Howe, 1925; Mason, 1933).

2.6 Antioxidantes

Como todas as células que vivem em condicGes aerobias, 0s espermatozoides
produzem espécies reativas ao oxigénio (EROs), como resultado do metabolismo normal do
oxigénio (Lamirande et al., 1997). A membrana plasmética dos espermatozoides de mamiferos
contém uma elevada concentracdo de acidos graxos poliinsaturados de cadeias longas, por esse
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motivo, 0s espermatozoides sdo altamente sucetiveis a peroxidacdo lipidica (Jones & Mann,
1973; Aitken et al., 1993).

Em condi¢bes normais, a maioria das espécies reativas ao 0xigénio sdo
continuamente neutralizadas por captadores de baixo peso molecular ou enzimaticos, contidos
nos espermatozoides e no plasma seminal (Lamirande et al., 1997). O estresse oxidativo surge
como uma consequéncia da excessiva producdo de EROs, que resulta em uma diminuigédo dos
niveis de ATP intracelular, levando a peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica do
espermatozoide (Almeida & Ball, 2005).

A partir da peroxidacdo lipidica pode ocorrer a diminuigdo da
integridade da membrana plasmaética, danos ao DNA, diminui¢do da capacidade intrinseca do
espermatozoide de reparar danos ao DNA (Ryan et al., 1990), e diminui¢do da motilidade
espermatica (Kao et al., 2008). Apesar dos efeitos negativos do excessivo estresse oxidativo, as
espécies reativas ao oxigénio fisioldgicas, sdo essenciais para determinadas funcdes dos
espermatozoides, incluindo a capacitagdo espermatica (Lamirande & Lamothe, 2009).

Os espermatozoides de mamiferos possuem um sistema intracelular de defesa
antioxidante contra as EROs que consiste, principalmente, de enzimas como: superoxido
dismutase, catalase, glutationa transferase e glutationa peroxidase (GPx), bem como
antioxidantes ndo enziméaticos como: o 4cido ascdrbico (vitamina C), o a—tocoferol (vitamina
E), glutationa reduzida e urato (Cotgreave et al., 1988; Aitken, 1995).

2.6.1 Vitamina E

A vitamina E (a-tocoferol), € uma vitamina lipossolivel, que atua como um
potente antioxidante, agindo ao nivel das membranas celulares (Ford & Whittington, 1998). O
a-tocoferol protege a membrana plasmatica dos espermatozoides, inibindo danos induzidos por
radicais livres, prevenindo a peroxidacdo lipidica, e melhorando a atividade de outros
antioxidantes (Palamandra & Kehrer, 1993; Brigelius-Flohe & Traber, 1999). E eficiente na
remocdo de radicais peroxil sendo, portanto, capaz de interromper a cadeia de reacdes
envolvendo esse radical livre (Virgini et al., 2011).

De acordo com Virgini et al. (2011), outras funcdes do a-tocoferol se relacionam
a estabilizacdo da membrana plasmatica, por meio da formacao de complexos envolvendo os

produtos da hidrolise da vitamina E e os acidos graxos livres da membrana plasmatica.
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Segundo Surai et al. (2000), a criopreservacdo e o descongelamento do sémen
estdo relacionados a uma significativa reducdo na motilidade espermética induzida por EROs,
e esses efeitos podem ser combatidos de forma eficaz através da adicdo da vitamina E a

crioprotetores.

2.6.2 Vitamina C

O é&cido ascérbico (vitamina C), é outro componente ndo enzimatico que atua
como antioxidante. A vitamina C é uma vitamina hidrossoluvel, que é conhecida por remover
eficazmente os radicais hidroxilo, superdxido e o peroxido de hidrogénio, além de desempenhar
um importante papel na reciclagem da vitamina E oxidada (Kefer, et al., 2009). Foi
demonstrado que em adequadas concentragdes, a vitamina C reduz a fragmentacdo e danos
gerados ao DNA do espermatozoide. (Mendiola et al., 2010, Greco et al., 2005, Colagar &
Marzony, 2009). Ela pode ser encontrada em altas concentracdes no plasma seminal, sendo
proporcional ao seu consumo (Dawson et al., 1987).

A eficiéncia do &cido ascorbico como antioxidante foi demonstrada em estudos
onde a suplementacdo de acido ascorbico teve efeitos benéficos sobre as caracteristicas do
sémen e 0s niveis de testosterona em coelhos (Salem et al., 2001). Foi sugerido por Thiele et
al. (1995) que as concentragbes de &cido ascorbico no plasma seminal humano estdo
correlacionadas, positivamente, com as porcentagens de espermatozoides morfologicamente
normais e também foi sugerido que esta vitamina € protetora do epididimo, através da protecéao
das membranas celulares pelo seu efeito antioxidante.

Chinoy et al. (1986) relataram que o acido ascérbico € importante para a
manutencdo fisiologica da integridade dos testiculos, epididimo e glandulas acessoérias e a
deficiéncia de vitamina C nas dietas causariam rapida degeneracdo do sistema reprodutivo
como um todo, como foram demonstrados pelos autores nas espécies de porcos da india.

Sonmez et al. (2005) investigaram os efeitos da suplementacdo de &cido
ascorbico sobre a qualidade do sémen, peroxidacdo lipidica e os niveis de testosterona no
plasma sanguineo de ratos Wistar. Os autores concluiram que a suplementacdo do &cido
ascorbico ndo aumentou o peso corporal, 0 peso dos testiculos, epididimo, vesiculas seminais

e prostata, mas a suplementacdo aumentou, significativamente, a concentracdo de acido
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ascorbico nos testiculos e plasma sanguineo, diminuindo, consideravelmente, os niveis de

peroxidacao lipidica.

2.6.3 Glutationa peroxidase e Selénio

Dentre os sistemas enzimaticos, destaca-se a Glutationa Peroxidase (GPx) que
catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio e de outros perdxidos organicos (peréxidos de
lipidios na membrana celular) para seus alcoois correspondentes. Convertendo Glutationa —
forma reduzida (GSH) a Glutationa — forma oxidada (GSSG), que contem duas moléculas
ligadas por uma ligagdo dissulfeto. A GPx contém um atomo de selénio ligado, covalentemente,
na forma de selenocisteina, que é essencial para que essa enzima exerca a sua funcdo (Nordberg
& Arner, 2001; Maiorino et al., 2003).

Em mamiferos existe GPx de 1 a 4. A GPx 4 tem dupla funcdo na célula
espermatica: é enzimaticamente ativa na espermatide e funciona como uma proteina estrutural
no espermatozdide maduro. A GPx 4 também pode reagir com o peréxido de hidrogénio e uma
ampla variedade de hidroperdxidos de lipidios sendo, portanto, considerada responsavel pela
protecdo da membrana plasmética dos espermatozoides contra os danos oxidativos (Imai &
Nakagawa, 2003).

Nos testiculos, a GPx 4 encontra-se presente em trés diferentes isoformas que
sdo derivadas dos mesmos genes e localizadas no citosol, na mitocéndria e no nucleo celular.
Tendo a fungéo de ajudar no desenvolvimento dos espermatozoides, atraves da protecéo contra
espécies reativas ao oxigénio. Em estudos realizados em humanos, foi constatado que homens
com baixa fertilidade devido a reduzida concentracdo e pobre qualidade dos espermatozdides,
continham pouca GPx nos espermatozoides (Beckett & Arthur, 2005).

O selénio é encontrado em diversas formas, e tem sido reconhecido como
essencial para a reproducdo. Ele desempenha um papel de grande importancia na fertilidade
masculina, ndo apenas por participar da regulacdo de vérias funcdes fisioldgicas, incluindo a
protecdo ao espermatozoide através da acdo antioxidante, e a estabilizagdo da membrana do
espermatozoide, mas também por ser essencial na sintese da testosterona (Crimmel et al., 2001).

O selénio é um componente da glutationa peroxidase e serve como um cofator

para a reducdo de enzimas antioxidantes (Brown & Arthur, 2001). De acordo com Hafeman et
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al. (1974), a atividade da glutationa peroxidase, nos tecidos de ratos, cai drasticamente em
animais com dietas deficientes em selénio e aumenta quando ocorre a reposic¢ao do selénio.

Além disso, 0 selénio possui um papel importante na manutencdo do
desenvolvimento testicular, na espermatogénese, e nas funcdes espermaticas, como na
motilidade e na capacitacdo espermatica (Ursini et al., 1999). Os efeitos negativos da
deficiéncia de selénio incluem a diminuicdo da motilidade espermética, diminuicdo da
estabilidade da peca intermedidria do espermatozoide e o desenvolvimento anormal dos
espermatozoides, resultando em uma taxa elevada de defeitos morfoldgicos (Watanable &
Endo, 1991; Noack-Fuller et al., 1993).

Foi observado que o selénio aumenta a concentracdo espermatica, a motilidade
e diminui o ndmero de defeitos morfoldgicos, quando usado de forma isolada, ou em
combinacdo com outros antioxidantes e suplementos (Vezina et al., 1996; Safarinejad &
Safarinejad, 2009). A vitamina E desempenha um papel no metabolismo do selénio e atua em

sinergia com as propriedades antioxidantes do selénio (Burton & Traber, 1990).

2.7 Consideracdes finais

O cuidado com a nutricdo dos animais, € fundamental para a obtencdo de bons
resultados dentro da reproducdo. Existem alguns produtos, que apresentam na sua formulacéo
uma diversidade de substancias nutracéuticas, com o intuito de melhorar o desempenho de
animais voltados para a reproducdo. Mas temos que levar em consideracdo, que as respostas
aos nutracéuticos variam para cada individuo, e de acordo com a espécie, com a raga, com a
idade, com o ambiente e com os fatores nutricionais. Muitos estudos foram realizados para a
avaliar a utilizagdo de nutracéuticos na reproducdo do macho, tanto em humanos, quanto em
animais. Porém, ndo existe uma padronizacdo em relacdo a metodologia empregada nesses
estudos e, consequentemente, nos resultados obtidos. Dessa forma, se faz necessaria a
realizacdo de mais estudos, onde cada nutracéutico seja avaliado de forma independente, dentro
de cada espécie. Para que seja possivel determinarmos a verdadeira funcao de cada substancia,
dentro do sistema reprodutor do macho e, assim, definir a dose ideal de cada nutracéutico de

acordo com a espécie, ou a raca, de interesse.
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1 RESUMO

QUALIDADE DO SEMEN FRESCO, REFRIGERADO E CRIOPRESERVADO EM
GARANHOES SUPLEMENTADOS COM PRODUTO COMERCIAL COMPOSTO
POR AMINOACIDOS, VITAMINAS, ANTIOXIDANTES E MINERAIS

Objetivou-se com esse estudo avaliar a suplementacdo de garanhdes com um produto comercial
fornecido via oral, contendo antioxidantes, dmega 3 e 6, L-carnitina, vitaminas do complexo B,
entre outros, na dieta de garanhdes, e a sua influéncia nos parametros do sémen fresco,
refrigerado e criopreservado dos animais. Sete garanhdes, com histdrico reprodutivo conhecido,
foram divididos em dois grupos de forma balanceada, levando em consideragéo a qualidade do
sémen fresco, previamente avaliada. O grupo tratamento (n=3) recebeu 50 mL do produto
comercial por 60 dias consecutivos, e o grupo controle (n=4) recebeu 50 mL de soluc¢éo placebo,
no mesmo periodo. Ao término dos 60 dias de suplementacdo, foram realizadas trés colheitas
de sémen de cada garanhdo, em dias alternados, para a avaliacdo do sémen fresco, refrigerado
e congelado. Avaliou-se a motilidade e a cinética espermatica através das variaveis obtidas pela
analise espermatica computadorizada e a integridade de membrana plasmatica e acrossomal
através de sondas fluorescentes. Nos animais que receberam o tratamento, observou-se que o
sémen fresco apresentou um aumento (P <0.05) da motilidade total (MT; 67,14 £ 5,24 x 72,28
* 8,13 %), da motilidade progressiva (MP; 16,67 + 8,69 x 22,49 + 8,81% ), da velocidade de
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trajeto (VAP; 50,21 + 5,30 um/s), da espermatozoides com membrana integra (Ml; 72,31 +
6,65 x 79,27 £ 5,30 %) e de espermatozoides com membrana acrossomal integra (ISRA; 68,67
+ 5,79 x 74,67 + 6,88 %). No sémen refrigerado obteve-se um aumento (P <0.05) da MT, da
VAP, da Ml e da ISRA em todos os momentos avaliados (24h, 36h e 48h), nos animais que
receberam o produto comercial. Na avaliagdo do sémen criopreservado, observou-se um
aumento (P <0.05) da MT (33,02 £ 10,88 x 47, 50 + 10,61 %), da MP (3,77 £ 2,75 x 9,77
4,54 %), da VAP (39,29 + 3,24 x 44,87 + 1,49 um/s) e da velocidade retilinea (VSL; 31,94 +
2,02 x 35,74 + 1,46 um/s), nos animais que receberam o tratamento. Dessa forma, os elementos
presentes no produto comercial fornecido para os animais do grupo tratamento, podem ter

atuado incrementando a qualidade do sémen fresco, refrigerado e criopreservado dos garanhdes.

Palavras-chave: espermatogénese, fertilidade, inseminacao artificial, nutricdo, sémen
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2 ABSTRACT

QUALITY OF FRESH, COOLED AND FROZEN-THAWED SEMEN OF
STALLIONS SUPPLEMENTED WITH A COMERCIAL PRODUCT COMPOUND
OF AMINO ACIDS, VITAMINS, ANTIOXIDANTS AND MINERALS

The objective of this study was to evaluate the addition of a nutraceutical containing
antioxidants, omega 3 and 6, L-carnitine, B-complex vitamins, among others, in the diet of
stallions, and their influence on parameters of fresh, cooled and cryopreserved semen. Seven
stallions with proven fertility were divided into two groups in a balanced way, taking into
account the quality of fresh semen, previously evaluated. The treatment group (n = 3) received
50 mL of the nutraceutical for 60 consecutive days and the control group (n = 4) received 50
ml of placebo solution for the same period. By the end of the 60 days of supplementation, were
realized three collections of semen of each stallion, on alternate days, for the assessment of
fresh, cooled and cryopreserved semen. Motility and sperm motion Kinetics using computerized
assisted semen analysis and integrity of acrosome and plasmatic membrane using fluorescent
dyes were evaluated. In animals that received treatment, it was observed that the fresh semen
showed an improvement (P <0.05) in total motility (MT; 67.14 £ 5.24 x 72.28 £ 8.13 %), of the
progressive motility (MP; 16.67 £ 8.69 x 22.49 *+ 8.81% ), the average path velocity (VAP;
50.21 + 5.30 pm/s), and the integrity of the plasmatic (MI; 72.31 £ 6.65 x 79.27 + 5.30 %) and
acrosome membranes (ISRA; 68.67 £ 5.79 x 74.67 + 6.88 %). In cooled semen was obtained
an increase (P <0.05) of the MT, the VAP, Ml and ISRA in all moments of the evaluation (24h,
36h and 48h), in animals that received the commercial product. After the evaluation of
cryopreserved semen, there was an increase (P <0.05) of MT (33.02 £ 10.88 x 47,50 + 10.61%),
MP (3.77 £ 2.75x 9, 77 + 4.54%), VAP (39.29 £ 3.24 x 44.87 = 1.49 um/s), and straight line
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velocity (VSL; 31.94 + 2.02 x 35.74 + 1.46 pm/s), in animals receiving treatment. Thus, the
elements present in the commercial product supplied for the animals on the treatment group,

may have acted improving the quality of fresh semen, cooled and cryopreserved of the stallions.

Keywords: artificial insemination, fertility, nutrition, semen, spermatogenesis
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3 INTRODUCAO

A técnica de reproducéo assistida mais comum no mundo, aplicada na indudstria
equina é a inseminacdo artificial, seja com sémen fresco, refrigerado ou congelado. Um sémen
de boa qualidade é um dos fatores mais importantes para obtermos sucesso em programas de
melhoramento genético em equinos (Magistrini et al., 1996; Parlevliet & Colenbrander, 1999;
Stradaioli et al., 2004).

Esta estabelecido que fatores ambientais podem alterar a secrecdo hormonal, a
diferenciacdo celular nos testiculos, além da maturacéo e o transporte dos espermatozoides no
epididimo. Diante de fatores adversos, os testiculos podem apresentar degeneracao e distarbios
em diferentes graus e intensidades, temporarios ou permanentes, assim, determinando uma
maior ou menor influéncia na fertilidade do animal (Arruda et al., 2010).

A inddstria tem disponibilizado no mercado uma série de substancias com a
intencdo de otimizar a utilizagdo de nutrientes em algumas vias metabdlicas, influenciando
positivamente o desempenho reprodutivo dos animais (Arruda et al., 2010). O émega 3 e 0
0mega 6 sdo acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), essenciais para a manutengdo da estrutura,
funcgéo e integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides, e devem ser adicionados a
dieta dos animais, ja que eles ndo possuem a capacidade de sintetizar os PUFAs a partir de
acidos graxos saturados ou monoinsaturados (Colenbrander et al., 1999; Brinsko et al., 2005).

Por possuir uma elevada concentracdo de PUFAs, a membrana plasmatica dos
espermatozoides € altamente suscetivel a acdo das espécies reativas ao oxigénio (EROs) e a
peroxidacdo lipidica (Jones & Mann, 1973; Aitken et al., 1993). Dessa forma, a atuacdo dos
antioxidantes € fundamental para impedir danos & membrana plasméatica e ao DNA dos
espermatozoides, que levam a diminuicdo da motilidade espermatica (Ryan et al., 1990; Kao et
al., 2008). Por isso, é recomendada a associagdo da suplementacdo de 6megas 3 e 6, juntamente

com antioxidantes (Gliozzi et al., 2009).
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A L-carnitina é outro nutracéutico, que desempenha um papel vital no
metabolismo energético celular, atuando como transportador de acidos graxos para dentro da
membrana mitocondrial interna, facilitando a f-oxidacdo (Hulse et al., 1978; Jeulin et al., 1994).
Sendo assim, a carnitina fornece energia e atua na motilidade e maturacdo dos espermatozoides
(Palmero et al., 2000).

Alguns trabalhos vem sendo realizados com a implementacdo de produtos
comerciais na dieta de garanhdes, com a finalidade de melhorar seus parametros espermaticos
e a qualidade do sémen armazenado (Stradaioli et al., 2000; Stradaioli et al., 2004; Brinsko et
al., 2005; Deichsel et al., 2008; Contri et al., 2011; Garmsir et al, 2014; Schmid-Lausigk &
Aurich, 2014). Porém, a maioria desses trabalhos avaliou apenas uma ou a associa¢do de duas
substancias que atuam como nutracéuticos.

Dessa forma, o objetivou-se com esse estudo avaliar se um produto comercial,
contendo Vvérias substancias nutracéuticas, melhora o comportamento sexual dos animais e a

qualidade do sémen fresco, refrigerado e criopreservado de garanhdes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados sete garanhdes da raca Mangalarga Marchador, cujas idades
variaram entre trés e doze anos, e pesavam entre 345 e 430 kg. Os garanhdes tiveram a
qualidade do sémen previamente avaliada, e todos apresentaram parametros seminais de acordo
com o preconizado pelo CBRA (2013) para o sémen fresco. Os animais estavam em uma mesma
propriedade em Brasilia/DF, na regido central do Brasil (15°.32” S, 47°.51° O), alojados em
cocheiras de 20 metros quadrados, sendo fornecido ad libitum: &gua, capim-elefante
(Penninsetum purpureum, Schumach, cultivar Napier) e suplementacdo mineral para equinos
(Bellforte, Bellman Nutricdo Animal, Cuiaba/MT). Além de 4 kg por dia de ragdo concentrada
(Nutrina Equinos Premium 150, Nutrina, Brasilia/ DF; composi¢do nutricional: 15% de
proteina bruta, 2% de extrato etéreo, 10% de matéria fibrosa, 13% de matéria mineral, 1,5% de
calcio, 0,5% de fosforo). O Experimento teve inicio no més de novembro de 2013 e foi
concluido no més de janeiro de 2014. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia, sob o protocolo UnBDoc N212701/2014.

4.2 Delineamento experimental

Apds exame androldgico, os animais foram divididos em dois grupos de forma

balanceada de acordo com a idade e qualidade do sémen fresco (volume do ejaculado,
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concentracdo espermatica, motilidade total e morfologia), sendo denominados de Grupo
Tratamento (n=3) e Grupo Controle (n=4).

O Grupo Tratamento recebeu suplementacdo oral diaria com 50mL do
nutracéutico comercial (Tabela 2.1) por 60 dias consecutivos, enquanto o Grupo Controle

recebeu administracdo oral de 50mL de solugdo placebo (solugdo salina) no mesmo periodo.

Tabela 2.1 — Niveis de garantia do nutracéutico Reproductive ® Garanhdes JCR (VETNIL,
Louveira/SP), minimo por Kg.

Vitamina A 800.850UI
Vitamina B12 17.292mcg
Vitamina B6 720mg
Vitamina E 22.000U1
Acido Félico 1.326mg
Betacaroteno 500mg
L-Carnitina 330,005¢
Glutamina 1.500mg
Acido Aspértico 280mg
Acido Glutamico 2800mg
Arginina 28,419
Fenilalanina 370mg
Glicina 4.600mg
Lisina 740mg
Omega 3 110g
Omega 6 559
Acido Oléico 57,0729
Prolina 2.330mg
Taurina 1.500mg
Valina 460mg
Selénio 150mg
Zinco 3.303mg
Cobre 574mg
Cromo 221mg

Duas semanas antes do término dos 60 dias de tratamento, 0s animais passaram
por esgotamento das reservas espermaticas extragonadais, que foi realizada atraves de uma
colheita de sémen em dias alternados no periodo de uma semana. Na Ultima semana de
suplementacdo os animais tiveram descanso das colheitas. Ao término dos 60 dias de
suplementacdo, deu-se inicio as colheitas de sémen para avaliagdo da libido e da qualidade do
sémen fresco, refrigerado e criopreservado. Foram realizadas trés colheitas, em dias alternados,

de cada um dos sete garanhdes, resultando em um total de vinte e um ejaculados.
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4.3 Colheita e processamento do sémen

As colheitas foram realizadas utilizando vagina artificial modelo Botucatu com
filtro de nailon acoplado ao copo coletor, obtendo-se um ejaculado livre da fragdo gel. Foi
utilizado um manequim artificial, com a presenca de uma égua em estro ao lado do manequim,
para estimulacao dos garanhdes.

Apos a colheita e a filtragem do sémen, foi verificado o volume (mL), aspecto
(densidade e cor), a concentracdo espermatica, cinética espermatica computadorizada,
integridade de membrana plasmaética e acrossomal e avaliacdo da morfologia espermatica por
meio da técnica de contraste de fase em camara umida segundo as normas do CBRA (2013).

Imediatamente ap6s a avaliacdo inicial, metade do ejaculado foi diluida a uma
concentracgdo de 50x10° de espermatozoides/mL com meio a base de leite em pd desnatado,
glicose, bicarbonato de sédio e amicacina (Botusémen, Biotech Botucatu, Botucatu/SP) e
destinada a refrigeracdo a 5°C por até 48h.

O sémen refrigerado foi colocado em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL,
completamente preenchidos com sémen. Os tubos de microcentrifuga foram dispostos em
caixas de transporte do modelo BotuFlex (Biotech Botucatu, Botucatu/SP), conforme indica o
fabricante. Foi utilizada uma caixa de transporte para cada momento da avaliacdo do sémen
refrigerado (24h, 36h e 48h).

A outra metade do ejaculado foi diluida na propor¢do 1:1 com 0 mesmo diluente
utilizado para a refrigeracdo, e foi destinado a criopreservacdo. Para isso, foi realizada a
centrifugagdo a 600x g por 10 minutos, para retirada do plasma seminal e concentragéo dos
espermatozoides. O sedimento de espermatozoides (pellet) foi ressuspendido com diluente de
criopreservagdo (Botucrio®, Biotech Botucatu, Botucatu/ SP), e a concentragdo foi ajustada
para 100x10° de espermatozoides/mL, o sémen foi envasado em palhetas de 0,5mL, lacradas e
identificadas de acordo com o tratamento. Em seguida, as palhetas passaram por um periodo de
20 minutos de estabilizacdo a 5°C em refrigerador comercial. Logo apds, foram colocadas no
vapor de nitrogénio, a uma distancia de 6 cm do nitrogénio liquido, onde permaneceram por
mais 20 minutos, em uma caixa de isopor de 20 litros. Ao término desse procedimento, as
palhetas foram imersas no nitrogénio liquido, acondicionadas em raques previamente

identificadas, e organizadas em canecas no botijéo criogénico.
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Para as avaliagdes pds-descongelamento, o sémen foi descongelado a uma
temperatura de 37°C por 30 segundos.

4.4 Avaliacéo do sémen (fresco, refrigerado e criopreservado)

Foram realizadas avaliacGes da cinética espermatica e da integridade de
membrana plasmatica e acrossomal, tanto para o sémen fresco, como para o sémen refrigerado
e criopreservado. As avaliagdes para o sémen refrigerado foram conduzidas nos seguintes
momentos: 24h, 36h e 48h de acondicionamento, simulando o tempo de transporte necessario
para chegar até as propriedades.

A cinética espermaética foi avaliada pelo sistema automatizado CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), onde 10 pL de sémen foram colocados na Iamina de leitura (Makler®
counting chamber, Selfi-medical instruments, Califérnia, EUA), sendo a amostra avaliada no
aparelho modelo Ivos-Ultimate 12 da Hamilton Thorne Biosciences, previamente ajustado
(SETUP equino). Os parametros do sistema para a avaliagdo computadorizada do sémen foram:
45 quadros adquiridos a 60 quadros/s; contraste minimo 70; tamanho minimo de célula 4 pixels;
corte da velocidade de trajeto de 20um/s; corte da velocidade de trajeto para células
progressivas de 50 pum/s e retilinearidade de 60%; corte da velocidade retilineade de Oum/s. As
células lentas foram consideradas estaticas. Trés campos aleatorios foram selecionados para
leitura e analise. As varidveis avaliadas foram: Motilidade total (%; MT), Motilidade
progressiva (%; MP), Velocidade de trajeto (um/s; VAP) e Velocidade retilinea (um/s; VSL).

Para avaliacdo da integridade de membrana plasmatica, foram utilizadas sondas
fluorescentes como iodeto de propideo (IP) e diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) através
da técnica de Harrison & Vickers (1990), com microscopia de epifluorescéncia.

Para integridade da membrana acrossomal foi utilizada a sonda fluorescente
isotiocionato de fluoresceina conjugado com aglutinina de amendoim (Arachis hypogea; FITC-
PNA) e iodeto de propideo (IP), como descrito por Klinc e Rath (2007). Para as duas técnicas
de fluorescéncia foram avaliadas 200 células em microscopia de fluorescéncia de contraste de

fase no aumento de 1000x.

4.5 Analise Estatistica
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O delineamento experimental foi realizado em arranjo fatorial dois por dois. As
informacdes obtidas no trabalho de campo foram editadas em planilhas eletronicas, usando-se
o0s procedimentos disponiveis no pacote computacional Microsoft Office 2007 e trabalhadas de
modo a se obter um conjunto de dados estruturados que permitisse o inicio das analises
preliminares.

Foi realizada as analises estatisticas basicas (frequéncias, medidas de dispersdo
em relacdo a média e tipo de distribuicdo) utilizando-se o procedimento UNIVARIATE do
Statistical Analysis System (SAS) como descrito por Littell et al. (2002). As analises de critica
e consisténcia dos dados foram realizadas com a utilizagdo do programa computacional SAEG
(2005), empregaram-se os testes: Lilliefors, para determinar se 0s erros experimentais das
variaveis possuiam distribuicdo normal de probabilidades, e o de Bartlett, para determinar se as
variaveis possuiam homogeneidade de variancia dos erros experimentais.

Como as varidveis estudadas ndo apresentaram distribuicdo normal de
probabilidade (mesmo apés transformacGes radiciais e angulares), desobedecendo assim a
premissa basica da analise de variancia, optou-se pela analise ndo paramétrica utilizando-se o
teste H de Kruskal-Wallis através do procedimento NPARIWAY do pacote computacional
Statistical Analysis System (SAS) como descrito por Littell et al. (2002).
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5 RESULTADOS

Na avaliacdo do sémen fresco, ndo foi observada diferenca estatistica (P > 0,05)
entre o grupo Tratamento e Controle para volume do ejaculado, concentracdo espermatica e
total de células morfologicamente normais, onde todos os ejaculados apresentaram mais de 65%
de células sem defeitos. Em relacdo ao aspecto do ejaculado, em todas as colheitas, 0 sémen
estava de acordo com o padronizado para equinos pelo CBRA (2013): coloracdo ambar ou gris
e a densidade aquosa a leitosa.

As variaveis de cinética espermatica e de integridade de membrana plasmatica e
acrossomal do sémen fresco estdo descritas nas Tabelas 2.2 e 2.3, respectivamente. Os valores
de motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade de trajeto (VAP),
integridade de membrana plasmatica (MI) e integridade de membrana acrossomal (ISRA)

foram superiores no grupo tratamento (P<0,05), quando comparados ao grupo controle.

Tabela 2.2: Resultados da avaliacdo da cinética espermatica computadorizada (CASA) do
sémen fresco de garanhdes da raga Mangalarga Marchador apds suplementacéo oral
por 60 dias com solugdo salina (Grupo Controle - n=4) e nutracéutico reprodutivo
(Grupo Tratamento — n=3), com relacdo a: Motilidade total (%; MT), Motilidade
progressiva (%; MP), Velocidade de trajeto (um/s; VAP) e velocidade retilinea (um/s;
VSL)

MT MP VAP VSL
Controle 67,14 £ 5,24% 16,67 £ 8,69? 50,21 + 5,302 35,65 +4,74
Tratamento 72,28 + 8,13° 22,49 + 8,81° 59,24 + 3,82° 34,59 + 4,85
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05)

Tabela 2.3: Resultados da avaliagdo da integridade de membrana plasmatica e da integridade
de membrana acrossomal, do sémen fresco de garanhdes da raca Mangalarga
Marchador apds suplementacdo oral por 60 dias com solucdo salina (Grupo Controle
- n=4) e nutracéutico reprodutivo (Grupo Tratamento — n=3), com relacao a:
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Membrana plasmatica integra (%; MI), Membrana plasmatica integra sem reagéo
acrossomal (%; ISRA), Membrana plasmatica integra sem reacdo acrossomal (%;
ICRA) Membrana plasmatica lesada sem reacao acrossomal (%; LSRA) e Membrana
plasmaética lesada com reacéo acrossomal (%; LCRA)

MI ISRA ICRA LSRA LCRA

Controle 72,31 +6,65* 68,67 +5,79* 0,37 +0,34* 26,18+4,95 4,35+190
Tratamento 79,27 +5,30° 74,67 +6,88° 0,00+0,00° 23,69+6,82 4,80+ 3,00

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05)

Na avaliacdo do sémen refrigerado (Tabelas 2.4 e 2.5), a MT e a VAP foram

superiores (P<0,05) nos animais que receberam o tratamento, o que também ocorreu com a MP

apos 24h e 36h de refrigeracdo e com a VSL apds o sémen ser refrigerado por 24h. A Ml e a

ISRA também apresentaram valores superiores (P<0,05), para o grupo tratamento, em relacdo

ao grupo controle em todos os momentos da avaliacdo do sémen refrigerado.

Tabela 2.4: Resultados da avaliacdo da cinética espermatica computadorizada (CASA) do

sémen refrigerado por 24h, 36h e 48h de garanhGes da raga Mangalarga Marchador
apos suplementacdo oral por 60 dias com solucdo salina (Grupo Controle - n=4) e
nutracéutico reprodutivo (Grupo Tratamento — n=3), com relacdo a: Motilidade total
(%; MT), Motilidade progressiva (%; MP), Velocidade de trajeto (um/s; VAP) e
velocidade retilinea (um/s; VSL)

MT MP VAP VSL

24h

Controle 35,13 + 12,392 3,84 + 5,682 43,53 + 5,902 25,10 + 5,062
Tratamento 49,72 +9,16° 6,54 +1,79° 53,70 + 2,92° 27,52 + 2,06°
36h

Controle 23,09 + 8,682 1,25 + 1,332 40,70 + 5,432 22,83 + 4,31
Tratamento 40,23 +7,87° 2,74 +1,24° 48,76 + 4,82° 22,88 + 2,59
48h

Controle 18,26 + 6,98? 1,33+ 1,51 40,73 + 7,192 22,61 + 3,86
Tratamento 37,05 + 8,34P 1,80 £ 0,91 49,27 + 5,64° 22,85+ 1,83

Letras diferentes na mesma coluna e no mesmo momento, indicam diferencga estatistica

(P<0,05)

Tabela 2.5: Resultados da avaliagdo da integridade de membrana plasmatica e da integridade

de membrana acrossomal, do sémen refrigerado por 24h, 36h e 48h de garanhGes da
raca Mangalarga Marchador apds suplementacdo oral por 60 dias com solucédo salina
(Grupo Controle - n=4) e nutracéutico reprodutivo (Grupo Tratamento — n=3), com
relacdo a: Membrana plasmaética integra (%; MI), Membrana plasmatica integra sem
reacao acrossomal (%; ISRA), Membrana plasmatica integra sem reacdo acrossomal
(%; ICRA) Membrana plasmatica lesada sem reacdo acrossomal (%; LSRA) e
Membrana plasmatica lesada com reacdo acrossomal (%; LCRA)
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Ml ISRA ICRA LSRA LCRA

24h

Controle 54,69 +11,28° 54,10+11,15* 0,27 +0,30 36,79 + 7,65% 11,25+ 4,88
Tratamento 60,88 +5,87° 60,27 £5,79° 0,42 +0,69 26,82 + 4,39 11,98 +4,41
36h

Controle 42,36 + 8,95% 45,67 +8,06 0,59 +0,51 39,81 + 6,02° 15,74 + 4,62
Tratamento 52,58 + 7,40° 54,29+6,81° 0,63+0,44 29,88 +4,43° 15,72 £ 3,93
48h

Controle 34,26 + 6,21° 37,67 +6,37* 0,52 +0,56 41,65+ 6,72° 22,26 + 6,76%
Tratamento  47,21+727°  49,08+6,56° 0,47 £ 0,34 33,93 +£3,71° 14,55 + 3,90

Letras diferentes na mesma coluna e no mesmo momento indicam diferenca estatistica

(P<0,05)

O sémen criopreservado apresentou todos os parametros da cinética espermatica

avaliados, a MI e a ISRA superiores no grupo tratamento, comparado ao grupo controle

(P<0,05).

Tabela 2.6: Resultados da avaliacdo da cinética espermatica computadorizada (CASA) do

sémen criopreservado de garanhdes da raca Mangalarga Marchador apds
suplementacdo oral por 60 dias com solucdo salina (Grupo Controle - n=4) e
nutracéutico reprodutivo (Grupo Tratamento — n=3), com relacdo a: Motilidade total
(%; MT), Motilidade progressiva (%; MP), Velocidade de trajeto (um/s; VAP) e
velocidade retilinea (um/s; VSL)

MT MP VAP VSL
Controle 33,02 +10,88% 3,77 £ 2,752 39,29 + 3,24? 31,94 + 2,022
Tratamento 47,50 + 10,61° 9,77 + 4,54° 44,87 +1,49° 35,74 + 1,46°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05)

Tabela 2.7: Resultados da avaliacdo da integridade de membrana plasmatica e da integridade

de membrana acrossomal, do sémen criopreservado de garanhdes da raca Mangalarga
Marchador apds suplementacdo oral por 60 dias com solucéo salina (Grupo Controle
- n=4) e nutracéutico reprodutivo (Grupo Tratamento — n=3), com relacdo a:
Membrana plasmatica integra (%; MI), Membrana plasmatica integra sem reagéo
acrossomal (%; ISRA), Membrana plasmatica integra sem reacdo acrossomal (%;
ICRA) Membrana plasmatica lesada sem reacao acrossomal (%; LSRA) e Membrana
plasmética lesada com reacdo acrossomal (%; LCRA)

MI ISRA ICRA LSRA LCRA
Controle 41,28 +5,20* 34,92+457* 0,00£0,00 43,90+5,09% 20,44 +6,62
Tratamento 48,66 £5,95° 46,23+6,03® 0,00+£0,00 31,76+3,94> 22,75+ 4,06

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05)
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6 DISCUSSAO

Observou-se um aumento das motilidades total e progressiva, da velocidade de
trajeto e da integridade das membranas plasmatica e acrossomal, quando 0s animais receberam
0 nutracéutico reprodutivo por um periodo de 60 dias (Tabelas 2.2-2.7). Dessa forma, pode-se
sugerir que o produto utilizado no experimento resultou em uma melhora da qualidade do sémen
fresco, refrigerado e criopreservado dos garanhdes da raca Mangalarga Marchador, devido aos
Seus componentes essenciais para a espermatogénese, tais como vitaminas, antioxidantes, entre
outros.

Alguns autores encontraram resultados semelhantes quando utilizaram alguns
dos componentes presentes no produto, de forma isolada ou em associa¢do, como a L-carnitina
(Stradaioli et al., 2004), antioxidantes e acidos graxos poliinsaturados (PUFAS; Brinsko et al.,
2005; Contri et al., 2011; Garmsir et al., 2014; Schmid-Lausigk & Aurich, 2014), com
consequente incremento na qualidade seminal de garanh@es, apos a sua suplementacéo oral.

Os dados das motilidades total e progressiva obtidos no experimento foram
sempre superiores no grupo tratamento quando comparados aos do grupo controle (P<0,05),
tanto para o sémen fresco e em todos os momentos de refrigeracdo (24h, 36h e 48h), quanto
para 0s espermatozoides pos-descongelamento (Tabelas 2.2, 2.4 e 2.6). Esse incremento
observado na cinética espermética dos animais que receberam a suplementagdo com o
nutracéutico pode ser explicado pela acdo da L-carnitina, que desempenha um papel vital no
metabolismo do espermatozoide fornecendo energia prontamente disponivel (Matalliotakis et
al., 2000).

Ao administrar L-carnitina para garanhdes oligostenospermicos, Stradaioli et al.
(2004) observaram um aumento da motilidade progressiva no sémen fresco desses animais.
Com isso concluiram que o0s niveis de carnitina e acetilcarnitina no plasma seminal e no sémen

fresco de garanhdes se correlacionaram positivamente com a concentracdo espermatica e a
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motilidade progressiva do sémen. Além disso, esses autores encontraram uma relagdo entre a
quantidade de acetilcarnitina, presente no sémen, com o total de espermatozoides moveis
morfologicamente normais.

No presente trabalho, ndo observou-se alteragcdes na concentragdo espermatica,
assim como na avaliagdo da morfologia dos espermatozoides. De modo semelhante, Lenzi et
al. (2004) nao observaram alteragdes na concentracdo e na morfologia espermatica no sémen
de homens com astenozoospermia ap0s a suplementacdo oral com L-carnitina e L-
acetilcarnitina, mas, assim como nos resultados encontrados neste experimento, obtiveram um
aumento na motilidade total e progressiva no sémen fresco dos pacientes que receberam a
suplementacéo oral.

Como apresentado nas Tabelas 2.2, 2.4 e 2.6, houve superioridade da velocidade
de trajeto (VAP) para o grupo tratamento em relacdo ao grupo controle para o sémen fresco,
refrigerado e criopreservado (P<0,05). Da mesma forma, a velocidade retilinea (VSL) foi
superior no grupo tratamento para o sémen refrigerado por 24h e pds-descongelamento.
Correlaces altamente positivas entre 0s parametros de motilidade progressiva e 0s parametros
de velocidade do sémen, indicam que espermatozoides com uma boa velocidade linear e
retilinearidade percorrem longas distancias em um menor tempo. A Velocidade de trajeto
(VAP) e a velocidade retilinea (VSL) também possuem uma forte correlagdo positiva com a
fertilidade do sémen, por isso, podem ser utilizadas para estimar a fertilidade de amostras
seminais (Kathivaran et al., 2008).

Além da acdo da L-carnitina, essa superioridade na cinética espermatica dos
animais que receberam o tratamento com o nutracéutico pode ter ocorrido pela agéo da vitamina
E e do selénio. Considerados os principias antioxidantes utilizados como nutracéuticos com a
funcdo de melhorar a qualidade espermética do sémen de animais (Deichsel et al., 2008;
Castellano et al., 2010; Gholami et al., 2010; Contri et al., 2011; Schmid-Lausigk & Aurich,
2014).

Os dados da cinética espermatica dos garanhdes que receberam o nutracéutico
assemelham-se com os encontrados por Contri et al. (2011), que relataram superioridade de
velocidade de trajeto e retilinearidade apds 30 dias de suplementacdo com nutracéutico
contendo vitamina E, selénio e zinco e um aumento da motilidade progressiva do sémen e de
espermatozoides morfologicamente normais, apos 60 dias do inicio da suplementacéo.

O percentual de espermatozoides com a membrana plasmatica integra e 0s
espermatozoides integros sem reagdo acrossomal também foi superior para o sémen dos animais

do grupo tratamento com relacdo ao grupo controle (P<0,05), Tabelas 2.3, 2.5 e 2.7. Essa
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superioridade pode ter ocorrido devido ao mecanismo de ac¢éo dos &cidos graxos poliinsaturados
presentes no nutracéutico, que sdo essenciais para a manutengdo da estrutura, funcéo e
integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides. Como o acido docosahexaendico
(DHA, um 6mega 3) e o &cido docosapentaendico (DPA, um dmega 6), que estdo presentes em
altos niveis no sémen de todas as espécies domesticas (Colenbrander et al., 1999). A sua
obtencdo através da dieta € fundamental, ja que o0s animais ndo conseguem sintetizar os PUFAs
em seu organismo (Arruda et al., 2010).

Sendo assim, com o intuito de diminuir o estresse fisico e aumentar a
estabilidade das membranas do espermatozoide, € realizada a suplementacdo de 6megas 3 e 6
na dieta de garanhdes (Brinsko et al., 2005; Grady et al., 2009; Garmsir et al., 2014; Schmid-
Lausigk & Aurich, 2014), considerando que o estresse fisico relacionado a refrigeracdo e a
criopreservacao do sémen € uma das principais causas de danos a membrana plasmatica dos
espermatozoides (Pena et al., 2011).

A suplementacdo de PUFAsS, de forma isolada, na dieta de garanhdes apresenta
resultados contraditorios na literatura. Grady et al. (2009) ndo observaram nenhum efeito ap6s
a suplementacdo de PUFAs na dieta de garanh@es, porém Brisnko et al. (2005) relatam uma
melhora na qualidade do sémen refrigerado de garanhdes ap6s a suplementacdo de dmega 3.

Os resultados obtidos, no presente trabalho, com o aumento da integridade de
membrana plasmatica e acrossomal e 0 aumento dos pardmetros cinéticos apos a refrigeracdo
do sémen corroboram com os encontrados por Brinsko et al. (2005), que obtiveram um aumento
da proporcdo de DHA presente no sémen dos animais, que levou a uma melhora dos parametros
cinéticos, no sémen refrigerado dos garanhGes. Esses autores ressaltaram que, 0 aumento na
qualidade do sémen, foi mais evidente em animais que, inicialmente, apresentavam uma baixa
qualidade espermatica no sémen refrigerado.

A perda da integridade das membranas dos espermatozoides, geradas pela
peroxidacao lipidica, pode levar ao aumento da permeabilidade celular, acarretando em perda
na capacidade da célula de regular a concentracao intracelular de ions envolvidos no controle
da motilidade espermatica. Dessa forma, a peroxidagdo lipidica excessiva, além de lesar a
membrana plasmatica, pode diminuir a motilidade e a capacidade fertilizante do
espermatozoide (Aitken & Baker, 2004).

Levando esses fatores em consideracdo, a suplementacdo de PUFAs e de
antioxidantes em associagdo pode justificar o aumento da integridade de membrana plasmatica
e da integridade de membrana acrossomal, que foi observado no sémen fresco, refrigerado e

congelado dos animais que receberam o nutracéutico. Sendo assim, a maior resisténcia a
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peroxidacdo lipidica dos espermatozoides dos animais que estavam no grupo tratamento, além
de ter influenciado na integridade das membranas dos espermatozoides, refletiu também nos
seus parametros cinéticos.

Outros autores também constataram um aumento da qualidade do sémen em
garanhdes (Garmsir et al., 2014), em cachagos (Castellano et al., 2010) e em touros (Gholami
et al., 2010) apds a suplementacdo de antioxidantes em conjunto com &cidos graxos

poliinsaturados na dieta dos animais.



44

7 CONCLUSOES

Os resultados encontrados, apos a utilizagdo do produto comercial administrado
por 60 dias consecutivos para garanhdes, nas condicGes do experimento, sugerem um
incremento na qualidade espermaética, tanto para o sémen fresco como para o refrigerado e
criopreservado no que se refere a motilidade total e integridade de membranas plasmatica e
acrossomal. Porém sdo necessarios mais estudos para determinar como 0s nutracéuticos atuam
na reproducdo dos garanhdes, e qual a dose ideal de cada substancia, para melhorar a qualidade

do sémen de equinos.
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