DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2023.062

Anais da VII Reunido Anual da Associagdo Brasileira de Andrologia Animal

ADD A Salvador, BA, 15 a 17 de junho de 2023.
\DRY7\7\

Associagao Brasileira de Andrologia Animal

Nutracéuticos no desempenho reprodutivo de garanhdes
Nutraceuticals on the stallion breeding performance

Rodrigo Arruda de Oliveira!”

!Universidade de Brasilia. Laboratério de Reprodugdo Animal da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria
(FAV/UnB) — Brasilia, DF

Resumo

O termo nutracéutico vem se tornando comum na reproducdo animal e descreve produtos
derivados dos alimentos, que podem fornecer beneficios adicionais a satde, além dos valores basicos
encontrados na dieta. Entre os varios nutracéuticos utilizados na reprodugdo, temos o dmega-3, dmega-6,
vitaminas do complexo B, L-carnitina, B-caroteno e antioxidantes. Portanto, objetivou-se apresentar as
principais substincias utilizadas como nutracéuticos e antioxidantes, seja utilizado de forma oral ou
incorporado a diluentes de sémen, com a finalidade de melhorar a qualidade seminal de garanhdes, ¢
consequentemente incrementar taxas de prenhez.
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Abstract

Nutraceuticals have become remarkably popular in animal reproduction and describe products
derived from foods, which may provide additional health benefits, beyond the basic value found in diets.
Among the main nutraceuticals used in male reproduction, there are omega-3 and 6, B-complex vitamins,
L-carnitine, p-carotene, and antioxidants. The aim of this review is to present the main substances used as
nutraceuticals and antioxidants, either used orally or in combination with semen extenders, focusing on
the improvement of seminal quality, and pregnancy rates.

Keywords: fertility, lipidic peroxidation, reactive oxygen species, semen, spermatozoa
Introducao

A refrigeracao e a criopreservagao dos espermatozoides podem induzir injurias celulares, que estdo
associadas ao rompimento de membranas lipidicas, resultando em danos as mitocondrias e perda da
integridade de membrana plasmatica e acrossomal (Heckenbichler et al., 2011; Oliveira et al., 2017). A
manipulacdo do sémen equino durante esses processos reduz a viabilidade e fertilidade espermatica em
consequéncia, entre outros problemas, da peroxidagdo de lipidios da membrana, devido ao alto conteudo
de acidos graxos poliinsaturados que tornam as células altamente susceptiveis a a¢do dos radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (EROS) (Cocchia et al., 2011; Oliveira et al., 2013). O efeito oxidativo
causado pela geragdo das EROS pode ser diminuido pela adi¢ao de antioxidantes ao plasma seminal ou aos
diluentes utilizados no congelamento e refrigeragdo de sémen (Oliveira et al., 2013; Oliveira et al., 2014;
Oliveira et al., 2015a, 2015b; Francisco Janior et al., 2015).

Além de novos diluentes e protocolos de refrigeragdo e criopreservagdo de sémen, varios
suplementos nutricionais tém sido utilizados com o objetivo de melhorar a fertilidade de garanhdes por
meio do uso de nutrientes em diferentes vias metabdlicas (Freitas et al., 2016). H4 uma evidéncia crescente
que nutracéuticos influenciam a capacidade reprodutiva de machos de diferentes maneiras por meio da
interacdo de componentes como 4acidos graxos poliinsaturados, L-carnitina, antioxidantes e vitaminas
(Arruda et al., 2010; Freitas et al.,, 2016; Freitas e Oliveira, 2018). Nutrac€uticos sdo suplementos
alimentares que fornecem uma forma concentrada de um respectivo agente bioativo, obtido a partir de um
alimento, porém apresentado em uma matriz nao-alimentar, e usado em doses que excedem as encontradas
normalmente na dieta, com a finalidade de melhorar a satide (Dharti et al., 2010; Freitas ¢ Oliveira, 2018).
Dessa forma, o 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
e Sabanegh, 2014). Entre os principais nutracéuticos citados na literatura que so utilizados na reprodugao
do macho estdo: 0 6mega-3 e 6, as vitaminas do complexo B, a L-carnitina, o f-caroteno e os antioxidantes.
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Portanto, objetivou-se com essa revisdo abordar a utilizagdo de nutracéuticos orais e antioxidantes
incorporados a diluentes, com relag@o a qualidade seminal de garanhdes.

Antioxidantes e vitaminas

Como todas as células que vivem em condi¢des aerobias, os espermatozoides produzem espécies
reativas ao oxigénio (EROs), como resultado do metabolismo normal do oxigénio. Em condigdes normais,
a maioria das espécies reativas ao oxigénio sdo continuamente neutralizadas por enzimas escaneadoras,
contidas nos espermatozoides € no plasma seminal. O estresse oxidativo surge como uma consequéncia da
excessiva produ¢do de EROs, que resulta em uma diminui¢do dos niveis de ATP intracelular, levando a
peroxidagdo lipidica da membrana plasmatica do espermatozoide. A partir da peroxidagao lipidica pode
ocorrer a diminuicao da integridade da membrana plasmatica, danos ao DNA, diminui¢@o da capacidade
intrinseca do espermatozoide de reparar danos ao DNA, e diminui¢do da motilidade espermatica (Aitken,
2017; Gibb et al., 2020).

Apesar dos efeitos negativos do excessivo estresse oxidativo, as espécies reativas ao oxigénio
fisiologicas, sdo essenciais para determinadas fungdes dos espermatozoides, incluindo a capacitagdo
espermatica. 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 gluationa peroxidase (GPx), bem como antioxidantes nao enzimaticos como: acido ascorbico
(vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), e glutationa reduzida (Aitken, 2017; Griffin et al., 2019; Aitken e
Drevet, 2020).

A vitamina A, na forma de retinol, retinal ou acido retinéico somente ¢ encontrada no organismo
do animal e seus produtos. Porém, plantas produzem pigmentos amarelos chamados de carotendides
(provitamina A), que podem ser convertidos em vitamina A na mucosa intestinal e no figado, sendo o beta-
caroteno a provitamina A mais importante. Na reprodugdo, a vitamina A atua na sintese de hormonios
esteroidais a partir do colesterol orgénico, nas gonadas, placenta e adrenais. Em caso de deficiéncia,
ocorrem alteragdes histologicas dos o6rgdos reprodutivos de machos e fémeas, tornando as glandulas
atroficas. 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; potencializando o volume e porcentagem de
espermatozoides vivos no ejaculado (Ralston et al., 1986). A deficiéncia de vitamina A d4 origem a
vacuolizac¢do das células basofilas, chegando a degenerar e impedir a elaboracao dos fatores gonadotréficos
e, como consequéncia, inibindo a producdo espermatica (Freitas e Oliveira, 2018).

A vitamina B, atua na estimulac¢do do crescimento, na estimulagdo da sintese e maturacao celular
e ajuda a manter a estabilidade da cromatina do DNA (Al-Maskari et al., 2012). A deficiéncia da vitamina
B2 leva ao acimulo do acido metilmaldnico, que afeta e interrompe o metabolismo mitocondrial, levando
a producdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio. O acido folico (vitamina By), ¢ outra vitamina
hidrossoluvel do complexo B, desempenha um papel importante na sintese de DNA, através da sintese de
purinas e timinas. A ingestdo adequada de acido folico esta associada a uma diminuigdo da frequéncia de
alteragdes do DNA em espermatozoides (Freitas et al., 2016; Freitas e Oliveira, 2018). O acido folico esta
intimamente ligado a vitamina Bi,, pois depende dela para cumprir a sua fungdo. Devido a isso, a
combinacdo do acido folico e das cobalaminas em programas de suplementagdo, beneficia e maximiza o
impacto dessas vitaminas, levando em consideragdo que a vitamina Bj; torna o acido félico mais
biodisponivel, e que a deficiéncia da cobalamina torna o acido f6lico indisponivel ao organismo (Banihani,
2017). Consequentemente, a deficiéncia desses dois fatores leva a anormalidades cromossdmicas e ao
aumento de EROs, gerando um risco de mutacdes genéticas (Banihani, 2017).

O é4cido ascorbico (vitamina C), € outro componente ndo enzimatico que atua como antioxidante.
A vitamina C é uma vitamina hidrossoluvel, que ¢ conhecida por remover eficazmente os radicais hidroxila,
superoxido e o peroxido de hidrogénio, além de desempenhar um importante papel na reciclagem da
vitamina E oxidada (Deichsel et al., 2008; Contri et al., 2011; Freitas ¢ Oliveira, 2018). Foi demonstrado
que em adequadas concentragdes, a vitamina C reduz a fragmentagcdo e danos gerados ao DNA do
espermatozoide. Concentra¢des de acido ascorbico no plasma seminal humano estdo correlacionadas,
positivamente, com as porcentagens de espermatozoides morfologicamente normais e foi sugerido que esta
vitamina ¢é protetora do epididimo, através da protecdo das membranas celulares pelo seu efeito antioxidante
(Mendiola et al., 2010).

A vitamina E (a-tocoferol), € uma vitamina lipossolivel, que atua como um potente antioxidante,
agindo nas membranas celulares. O o-tocoferol protege a membrana plasmatica dos espermatozoides,
inibindo danos induzidos por radicais livres, prevenindo a peroxidagao lipidica, e melhorando a atividade
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de outros antioxidantes. E eficiente na remogcdo de radicais peroxil sendo, portanto, capaz de interromper a
cadeia de reagdes envolvendo esse radical livre. Outras fungdes do a-tocoferol se relacionam a estabilizagao
da membrana plasmatica, por meio da formagdo de complexos envolvendo os produtos da hidrdlise da
vitamina E e os acidos graxos livres da membrana plasmatica (Freitas e Oliveira, 2018; Bazzano et al.,
2021).

Franco et al. (2013) avaliaram os efeitos da vitamina C e vitamina E na congelabilidade do sémen
de garanhdes lusitanos. Os autores incorporam 3 diferentes concentragdes de vitamina C e E ao diluente de
criopreservagdo. A vitamina E diminuiu a peroxidagdo dos lipideos de membrana, enquanto vitamina C
mostrou efeitos negativos. Nao houve diferenga para nenhum dos antioxidantes em relacdo a integridade
da membrana mitocondrial e acrossomal. Entretanto, Cappai et al. (2021) ndo observaram nenhum efeito
adicional na qualidade seminal de garanhdes suplementados de forma oral com produto comercial contendo
vitamina E, zinco e selénio.

Dentre os sistemas enzimaticos, destaca-se a glutationa peroxidase (GPx) que catalisa a redugdo
do peroxido de hidrogénio e de outros peroxidos organicos (peroxidos de lipidios na membrana celular)
para seus alcoois correspondentes. Convertendo glutationa — forma reduzida (GSH) a glutationa — forma
oxidada (GSSG), que contém duas moléculas ligadas por uma ligacdo dissulfeto. A GPx contém um atomo
de selénio ligado, covalentemente, na forma de selenocisteina, que € essencial para que essa enzima exerga
a sua fungdo. O selénio desempenha um papel de grande importancia na fertilidade masculina, ndo apenas
por participar da regulacdo de varias fungdes fisiologicas, incluindo a prote¢do ao espermatozoide através
da a¢do antioxidante, e a estabilizagdo da membrana do espermatozoide, mas também por ser essencial na
sintese da testosterona (Pena et al., 2019). O selénio ¢ um componente da glutationa peroxidase e serve
como um cofator para a reducdo de enzimas antioxidantes. Os efeitos negativos da deficiéncia de selénio
incluem a diminui¢do da motilidade espermaética, diminui¢cdo da estabilidade da peca intermediaria do
espermatozoide € o desenvolvimento anormal dos espermatozoides, resultando em uma taxa elevada de
defeitos morfologicos (Freitas e Oliveira, 2018; Qazi et al., 2019).

Freitas et al. (2016) avaliaram o efeito da administragdo oral de produto comercial contendo
antioxidantes (vitamina E e selénio), L-carnitina e acidos graxos (6mega 3 ¢ 6) na qualidade do sémen
fresco, refrigerado e criopreservado. O produto foi administrado por 60 dias em garanhdes da raca
Mangalarga Marchador, em delineamento experimental cruzado (crossover). Houve incremento
significativo na qualidade espermatica para o sémen fresco, refrigerado e criopreservado com relagdo a
motilidade total e integridade de membranas plasmatica e acrossomal, evidenciando o efeito sinérgico dos
antioxidantes e 4cidos graxos poliinsaturados na cinética espermatica e prote¢do das membranas
espermaticas.

A glutationa, ¢ um tiol tripeptideo (y-glutamilcisteinilglicina) com inimeras func¢des bioldgicas e
encontrado amplamente no organismo animal, ndo s6 nas células somaticas como nos gametas. Esse tiol
tem um papel importante na antioxidagdo de compostos enddgenos ¢ exdgenos, assim como na manutengao
da condigdo redox intracelular. A glutationa ¢ um reservatorio natural de forg¢a redutora, que pode ser usada
de forma rapida pelas células como defesa contra o estresse oxidativo. Oliveira et al. (2013) avaliaram os
efeitos da glutationa em diferentes concentra¢des, incorporados ao diluente de criopreservagdo de sémen
de garanhdes. A concentragdo de 2,5mM melhorou a motilidade progressiva e a integridade de membrana
plasmatica em comparagdo ao grupo controle. Concentragdes superiores foram deletérias aos
espermatozoides.

Oliveira et al. (2014) também obtiveram resultados semelhantes com a incorporagado de 2,5mM de
glutationa ao diluente de criopreservacdo, apds 24h de armazenamento sob refrigeracdo. Os autores
observaram motilidade total, viabilidade e integridade de membrana plasmatica superior em comparagdo
ao grupo controle. Incorporando diferentes concentracdes de glutationa ao diluente de refrigeracdo de
sémen equino, Oliveira et al. (2015b) observaram superioridade na concentracdo de 1,5mM de glutationa
em manter a motilidade total, o vigor e a viabilidade espermatica apos 24h de refrigeragao.

A cisteina é um aminoacido de baixo peso molecular contendo um grupamento tiol. E um
antioxidante ndo enzimatico que previne a peroxidagdo lipidica. Tanto a cisteina quanto a N-acetil-L-
cisteina, sdo precursoras da biossintese da glutationa e aumentam os niveis de glutationa reduzida (GSH).
Resultados positivos ja foram observados com a incorporagdo da cisteina em diluentes de refrigeragéo
(Oliveira et al., 2015a) e criopreservacao (Francisco Junior et al., 2015) de sémen equino.

L-carnitina

A capacidade de produgdo da L-carnitina através da conversdo de dois aminoacidos essenciais
(lisina e metionina) pode ser um fator limitante em garanhdes. Por essa razio é frequentemente considerada
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um nutriente essencial (Bazzano et al., 2021). A L-carnitina desempenha um papel vital no metabolismo
do espermatozoide, fornecendo energia prontamente disponivel para o espermatozoide, o que afeta de
forma positiva a motilidade espermatica, a maturagdo dos espermatozoides ¢ a espermatogénese. Esse efeito
positivo ¢ mediado pelo transporte de acidos graxos de cadeia longa, através da membrana mitocondrial
interna, para a utilizagdo no metabolismo através da B-oxidagdo (Jeulin e Lewin, 1996; Palmero et al.,
2000).

Gibb et al. (2015) avaliaram um diluente especifico, contendo diferentes concentragdes de L-
carnitina e piruvato, isolados ou em combinagdo, para manter o sémen de pdneis a temperatura ambiente
por 72h. O diluente contendo L-carnitina ou a combinagdo de L-carnitina e piruvato foram superiores em
relagdo ao controle apds 24h de armazenamento a temperatura ambiente, com relagdo a motilidade total,
progressiva e combate de radicais livres.

Nery et al. (2020) realizaram dois experimentos para avaliar os efeitos da L-carnitina (LC). No
experimento 1 avaliaram a correlagdo da L-carnitina no plasma sanguineo e seminal com a qualidade
espermatica de garanhdes da raga Quarto-de-Milha. Houve uma correlagdo positiva entre os niveis de LC
no plasma seminal com a concentragdo espermatica e integridade de membrana plasmatica e acrossomal.
No segundo experimento avaliaram o efeito de 4 diferentes concentragdes de LC incorporados ao diluente
na qualidade seminal no momento Oh, 24h, 48 e 72h de refrigeracdo a 5°C. Os autores observaram que a
adi¢do de 1 a 2mM de LC preservou a motilidade espermatica até 48h.

Acidos graxos poliinsaturados

O sémen dos garanhdes contém altos niveis de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), em
particular o 4cido docosahexaendico (DHA; 22:6 n-3, um acido graxo Omega 3) e o 4cido
docosapentaendico (DPA; 22:5 n-6, um acido graxo 6mega 6). Esses 4cidos graxos sdo essenciais para a
estrutura, funcdo e integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides. Os fosfolipideos sdo os
principais componentes lipidicos do espermatozoide e sdo, em grande parte compostos por acidos graxos
poliinsaturados (Aurich., 2005).

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. Estudos em garanhdes,
demostraram que uma alta propor¢do de DHA em relagdo ao DPA resulta em uma maior fertilidade,
enquanto altos niveis de DPA em relagdo ao DHA resulta em uma menor fertilidade (Brinsko et al., 2005).

Grady et al. (2009) observaram que a suplementacdo de acido docosahexaenoico na dieta de
garanhdes, pode aumentar a produgdo didria de espermatozoides, a qualidade de sémen refrigerado e
criopreservado. Possivelmente devido a um aumento de conteudo 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 o efeito da suplementag¢do com produto comercial
composto com 6leo de linhaga (6mega-3 e dmega-6), por um periodo de 84 dias, na dieta de garanhdes de
esporte. Avaliou-se o efeito na motilidade e integridade de membrana plasmatica para sémen refrigerado e
criopreservado. O tratamento atenuou a queda da motilidade e da integridade de membrana plasmatica para
o sémen refrigerado. Porém, ndo evitou a queda da qualidade seminal para o sémen criopreservado.

Rodrigues et al. (2017) também avaliaram o efeito da suplementacido com 6leo de linhaga por 60
dias, na qualidade do sémen fresco, refrigerado e criopreservado de garanhdes da raga Mangalarga
Marchador. Os autores encontraram melhoras na motilidade total e progressiva, vigor e integridade de
membrana plasmatica do s€émen criopreservado para os animais suplementados. Nao houve diferenca para
o sémen fresco e refrigerado.

Consideracoes finais
Os resultados mostram que nutracéuticos e antioxidantes quando utilizados de maneira individual,
sejam incorporados nos diluentes de sémen ou de forma oral, apresentam resultados marginais ou nao
diferem do grupo controle, mas quando utilizados em combinag@o, essas substancias podem apresentar
efeito sinérgico, o que ¢ evidenciado como melhoria na qualidade seminal, seja do sémen fresco, refrigerado
ou criopreservado.
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