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RESUMO

O desenvolvimento de novas terapéuticas dentro da medicina veterinaria € primordial para a sua
evolucdo. O uso de antioxidantes tem sido amplamente estudados, especialmente na andrologia,
haja visto a sensibilidade da producéo seminal a partir do estresse oxidativo, independemente
da sua etiologia. Sobre isso, o carotenoide astaxantina, produzido pela microalga Haemococcus
pluvialis, possui efeitos anti-inflamatorios, antioneoplasicos e, principalmente, antioxidantes ja
constatados. A ultrassonografia tem sido uma importante ferramenta na avaliagdo androldgica
nos bovinos e tem um valor ainda maior pelo diagnostico imediato, essencial para o
acompanhamento de lesdes. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da
astaxantina sobre aspectos ultrassonogréaficos de touros Nelore com histérico de baixa producao
espermatica. Foram utilizados 5 touros (n = 5) distribuidos em dois grupos: controle - CONT
(n = 2) e tratrados - ASTX (n = 3). Os animais tratados receberam astaxantina oral — 0,50 mg
por kg de peso vivo diariamente por 60 dias com suplemento mineral. O grupo CONT recebeu
um saché placebo apenas com o suplemento mineral. As avalia¢c@es ultrassonograficas foram
feitas um dia antes do inicio da administracdo dos produtos (D -1) e um dia ap6s o término (D
61). Ndo houve nenhuma mudanca significativa sobre os achados de intensidade de pixel dos
testiculos e epididimos, que pudesse sugerir um efeito antioxidante da astaxantina. Os
resultados precisam ser confirmados em um estudo maior, explorando outras abordagens de

avaliacdo, principalmente a nivel seminal.

Palavras-chave: antioxidante, reproducao bovina, andrologia, ultrassonografia, astaxantina.



ABSTRACT

New therapies development in the veterinary medicine is essential for its growth. The use of
antioxidant has been widely studied, especially in andrology, since seminal production is so
sensible from oxidative stress, whatever the etiology might be. About that, the carotenoid
astaxanthin, produced from the microalgae Haemococcus pluvialis, has anti-inflammatory,
antineoplasic and, more important, antioxidant effects already proven. Ultrasonography have
been an important tool in bovine andrologic exam e has a greater value for an immediate
diagnosis, key for injuries monitoring. The present study’s objective is to evaluate astaxanthin
effects on ultrasonography findings of Nelore bulls with low sperm quality history. Five bulls
were allocated in two groups: control — CONT (n = 2) and treated — ASTX (n = 3). Treated
animals received oral astaxanthin — 0,50 mg per kg of live weight daily for 60 days with mineral
supplement. CONT group received only a mineral supplement placebo sachet. Ultrasonography
exams were performed one day before the beginning of products administration (D -1) and one
day after the ending (D 61). There was no changing on the testicles and epididymis’ pixel
intensity findings that may suggests an astaxanthin antioxidant action. The results need to be

confirmed on a larger study, exploring new evaluation approaches, particularly at a seminal level.

Keywords: antioxidant, bovine reproduction, andrology, ultrasonography, astaxanthin.
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1. INTRODUCAO

A constante evolucdo do setor pecuario evidenciada nas Ultimas décadas no pais
se deve, entre variados fatores, ao desenvolvimento de biotécnicas, de ferramentas
diagndsticas e de novas substancias que visam diminuir as perdas produtivas e
potencializar a eficiéncia reprodutiva do plantel nacional.

Entretanto, apesar da guinada do uso da inseminacéo articial nos ltimos anos,
de 10% do rebanho nacional em 2017, para 23% em 2021 (ASBIA, 2021), é
importante salientar que mais de % das fémeas em idade reprodutiva no Brasil sdo
submetidas pelo processo de monta natural, o que revela o valor da qualidade do
touro tanto no potencial genético, quanto na aptiddo reprodutiva. Distlrbios
nutricionais, sanitarios e outras patologias podem prejudicar a performance
reprodutiva através de um desequilibrio na producdo de espécies reativas de
oxigénio.

Tendo em vista a variedade das patologias reprodutivas de machos, se faz
necessario langar méo de principios capazes de atuar de forma multifatorial, tanto
na prevengdo quanto na terapéutica dessa enfermidades, buscando substancias de
possivel producdo e com propriedades antineoplasicas, antioxidantes e anti-
inflamatdrias. O carotendide do grupo xantofila, astaxantina, produzida pela
microalga Haemococcus pluvialis, ja teve sua acdo comprovada em diversas
vertentes veterinarias e dentro da medicina humana (ALAHMAR, 2018;
HEIDARI-KHOEI, 2019; QAMAR, 2020).

Isto posto, a ultrassonografia, como exame nédo invasivo e de baixo custo, tem
se mostrado uma ferramenta relevante na clinica geral do animal e no exame
andrologico em especifico. Em relacdo a este ultimo, com o advento da
ultrassonografia, foi possivel examinar 6rgdos internos com precisao impar, o que
o torna um exame complementar fundamental na busca de um diagnéstico precoce
e, consequentemente, um melhor progndstico de eventuais enfermidades
reprodutivas que acometem todo o trato reprodutivo. Outro aspecto importante da
ultrassonografia € a sua capacidade de avaliacdo imediata, o que possibilita realizar

um acompanhamento fiel da evolucéo clinica de cada caso, através do tempo.



Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da suplementacéo
de astaxantina sobre os pardmetros ultrassonogréficos dos 6rgdos da bolsa escotal

em touros Nelore que apresentavam alta porcentagem de defeitos espermaticos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ANATOMOFISIOLOGIA DOS ORGAOS DA BOLSA ESCROTAL

A bolsa escrotal é composta de dois testiculos, dois epididimos e dois corddes
espermaticos. A bolsa é localizada na regido inguinal e assume posicdo vertical na
espécie bovina (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Os testiculos sdo envoltos por camadas de tecidos que também compdem a
bolsa: pele externa, tunica Dartos (camada subcutanea), fascia espermatica externa
e masculo cremaster, constituindo o escroto; fascia espermatica interna e lamina
parietal, constituindo o processo vaginal. O testiculo propriamente dito possui uma
capsula de tecido fibroso e, abaixo dela, uma membrana serosa. A capsula é
responsavel pela lobulacao piramidal que divide o parénquima testicular em septos
e, no centro do testiculo, formara o mediastino. O parénquima testicular €
constituido de tibulos seminiferos (células de sustentacdo e manutencao, de Sertoli,
e espermatogonias), que possuem a funcéo espermatogénica do 6rgéo, cercados de
estroma (vascularizagdo, inervagdo e células secretoras de testosterona, de Leydig).
(KONIG; LIEBICH, 2016; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O epididimo é aderido medialmente aos testiculos e é classicamente dividido
em cabeca, corpo e cauda. Esta internamente anexado aos testiculos, de modo que,
apos alcancar o epididimo, os ductos eferentes se fusionam, dormando o ducto do
epididimo, que se enovela por um comprimento de até 50 metros. A funcéo
epididiméria é de maturacdo e armazenamento espermatico e é nele onde o fluido
testicular é absorvido (KONIG; LIEBICH, 2016).

2.2 ULTRASSONOGRAFIA ANDROLOGICA

O exame androldgico tem por objetivo avaliar o potencial reprodutivo de
machos, na intengdo de reduzir o risco de utlizar touros com problemas de

subfertilidade e, consequentemente, aumentar a performance reprodutiva de um



rebanho. Para que um touro seja considerado apto para a reproducéo ele precisa:
dispor de boa integridade fisica e aprumos; apresentar libido na presenca de fémeas;
ter capacidade de saltar com erecao e intromissdo; possuir boa qualidade de sémen
(PALMEIRO, 2013)

Acerca disso, 0 exame androldgico padrdo, como recomendado pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (2013), ndo possui a ultrassonografia como
procedimento de rotina. Porém, como uma avaliacdo segura, barata e facil de ser
executada, o exame ultrassonografico traz vantagens acerca da localizacdo e
caracterizacéo de alteragdes estruturais no trato reprodutivo do macho.

Entretanto, durante o levantamento de bases bibliogréficas para o presente
experimento, os estudos que visavam a exploracdo ultrassonografica através da
analise quantitativa de intensidade de pixel para a avaliagdo dos efeitos de um
antioxidante foram escassos. Vale ressaltar ainda, que os parametros numéricos de
parénquima dos 6rgdos da bolsa testicular ndo sdo padronizados pelo fato de serem
varidveis segundo raca, idade e nutricdo (PASTORE et al., 2015; RODRIGUES,
2018).

2.2.1 Testiculos

Para um assertivo exame dos testiculos, uma inspecdo e uma palpacdo adequada
devem preceder a avaliacdo ultrassonografica, a fim de identificar assimetrias,
irregularidades e alteracGes de temperatura. A seguir deve-se realizar cortes nos
planos sagital e transversal percorrendo toda a extensao da bolsa escrotal, avaliando
0 parénquima testicular, epididimo, corddo espermatico e a parede escrotal. Espera-
se um parénquima homogéneo com média ecogenicidade e uma linha ou ponto, a
depender do plano de corte, hiperecoico indicando o mediastino (MOMONT;
CHECURA, 2014)

Das patologias testiculares de principal importancia para esse estudo, as mais
frequentes sdo as degeneracOes e as afeccOes provenientes de transtornos
inflamatorios e neoplasicos (SIMOES, 2015).

Em vista disso, na ultrassonografia, as degeneracdes testiculares assumem

formas heterogéneas com pontos hiperecoicos, indicando possivel fibrose, a



depender do grau de evolugdo (AHMADI et al., 2012; BRITO et al., 2003). Na sua
fase mais avangada, os testiculos diminuem de tamanho e aumentam
significativamente sua ecogenicidade. Diferentemente, alteracdes neoplasicas
podem manifestar diversos padrdes de ecogenicidade conforme o tipo de infiltrado
celular, hiperecoico, misto ou hipoecoico em relacdo ao parénquima fisiologico.
Inflamagdes testiculares podem ser notadas com o aumento da heterogenicidade
geral do 6rgao (KASTELIC; BRITO, 2012)

Embora ja tenha sido comprovada a auséncia de correlacdo entre a intensidade
de pixel do parénquima testicular e a qualidade seminal, 0 mesmo estudo mostrou
sua utilidade no diagndstico de lesdes fibroticas testiculares (TOMLINSON, 2017).

2.2.2 Epididimos

As alteracBes de epididimo e corddo espermatico também influenciam
diretamente na qualidade espermatica de touros. Destacam-se epididimite,
espermatocele, traumas, hemorragias, obstrucdes e granuloma espermatico, se
trantando de epididimo.

A cabeca do epididimo pode ser encontrada em um corte sagital, em uma
posicao dorsocranial da bolsa testicular. Fisiologicamente, possui um padrdo menos
ecogeénico que o parénquima testicular. Ja a cauda do epididimo pode ser localizada
ventrocaudalmente ao testiculo, podendo ser facilmente palpada e identificada na
ultrassonografia, apresentando padrédo heterogéneo (MOMONT; CHECURA,
2014).

2.3 ANTIOXIDANTES NA ANDROLOGIA

Diversos estudos ja comprovaram a acéo prejudicial que o desequilibrio nos
niveis das espécies reativas de oxigénio podem causar na funcéo reprodutiva dos
touros (HENKEL et al.,, 2003; OZMEN et al., 2007; TAROZZI et al., 2007,
TREMELLEN, 2018). Através da peroxidacao lipidica, o estresse oxidativo é capaz
de lesionar membranas celulares e alterar sua permeabilidade seletiva, diminuindo
a chance dos espermatozoides realizarem o0s processos de reagdo acrossomal e
fertilizacdo adequadamente (AITKEN e KRAUSZ, 2001; COCUZZA et al., 2007,
OLUWAKEMI e OLUFFEYISPE, 2016). Além disso, 0 aumento nos niveis das



espécies reativas de oxigénio pode atingir as fitas de DNA ou mesmo afetar o
empacotamento da cromatina (CHANDRA, 2015).

Em consequéncia disso, para que se mantenha a homeostase redox, €
necessario o desenvolvimento de substancias que consigam diminuir a oxidacéo de
um substrato, convertendo as espécies reativas de oxigénio em moléculas de agua.
Para isso, enzimas, intituladas de antioxidantes, fazem uso de cofatores para a
realizacdo de suas particulares reacbes. Diferentemente, antioxidantes néo
enzimaticos, como o selénio, coenzima Q10, acido drico, acido lipoico, zinco, as
taurinas, as glutationas, grupo carotenoide, ascorbato, tocoferol e grupo flavondide,
removem o agente oxidante ou recuperam areas ja lesadas (LEITE et al., 2011).

2.3.1 Astaxantina

Os carotenoides, familia que compreende mais de 600 pigmentos, séo
divididos em carotenos e xantofilas, onde as xantofilas possuem em sua estrutura
oxigénio, além de apenas carbono e hidrogénio, como os carotenos (HIGUERA-
CIAPARA,; FELIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006). A astaxantina é um
exemplo de xantofila e é produzida, entre outros organismos, pela microalga
Haemococcus pluvialis e sinteticamente (NISHIDA et al., 2022), apresentando
coloracdo vermelha e efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e antineoplésicos ja
constatados (DOKUMACIOGLU et al., 2018; HEIDARI-KHOEI et al., 2019;
QAMAR et al., 2020; GUO et al., 2021; KOHANDEL et al., 2022).

O carotendide mais estudado até o presente momento é o betacaroteno, que
possui acdo pro-Vitamina A essencial para 0s organismos animais que Sdo
incapazes de sintetizad-la. Diferentemente deste, a astaxantina ndo satifaz essa
funcdo, salvo em cenérios de intensa deficiéncia (SANGEETHA; BASKARAN,
2010). Porém, quando comparada a outros carotendides, a acdo antioxidante da
astaxantina €, no minimo, 10 vezes maior (DOKUMACIOGLU et al., 2018;
HEIDARI-KHOEI et al., 2019; QAMAR et al., 2020, GUO et al., 2021). Essa
particularidade Ihe é conferida por sua composi¢do quimica estrutural, que conta
com os grupos hidroxila e cetona, predispondo sua estrutura a oxidacdo. Além

disso, ela age na captura de radicais livres na superficie e no interior da membrana



fosfolipidica, por meio da cadeia de polieno e da porgdo terminal do anel
(HUSSEIN et al., 2006; KISHIMOTO et al., 2010; SANTOS-SANCHEZ et al.,
2020).

Em relacdo ao seu efeito anti-inflamatorio, a astaxantina possui mecanismos
bem descritos, inibindo a producdo de mediadores inflamatérios e de algumas
enzimas adaptativas, além de regular quimiocinas e citocinas e promover a
producdo de fatores de atenuacdo da inflamacao. Na medicina humana, foi relatado
seus efeitos benéficos em doencas neuroldgicas, gastrointestinais, hepaticas, renais
e dermatoldgicas (CHANG; XIONG, 2020).

3. OBJETIVOS

Avaliar o impacto da suplementacdo oral de astaxantina sobre os achados
ultrassonograficos de testiculos e epididimos de touros Nelore de baixa qualidade

espermatica.

4. METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Utilizou-se cinco touros da raca Nelore com idade média acima de 24 meses
e 750 kg de peso, que foram mantidos em piquetes individuais, com acesso a
silagem de milho, e agua ad libitum. Os animais foram aleatoriamente alocados em
dois grupos experimentais: controle (sem suplementacdo com astaxantina oral —
CONT, n = 2) e tratados (com suplementacgéo de astaxantina oral — ASTX, n = 3).
Os animais do grupo ASTX, foram suplementados com astaxantina — 0,50 mg por
kg de peso vivo por dia (COSTA, 2021), por meio do fornecimento de sachés em
p6 (PRIYADARSHINI; AGGARWAL, 2018), manipulados em farmacia
veterinaria a partir da associacéo do principio ativo com suplemento mineral pronto
para bovinos de corte (Fosbovi® - Tortuga, Brasil).

A suplementacéo foi administrada uma vez ao dia, por 60 dias. Os animais do
grupo CONT receberam um saché placebo contendo apenas o veiculo mineral (sem
astaxantina). Optou-se por esta apresentacdo farmacoldgica para garantir a ingestao
da dose diaria.



Com o objetivo de explorar a capacidade terapéutica da astaxantina, foram
selecionados apenas touros com historico de alta contagem de defeitos espermaticos
totais (> 30% em 200 células).

4.2 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

AvaliacBes ultrassonograficas modo-B foram realizadas utilizando
equipamento SonoScape E2V® com um transdutor transretal na frequéncia de 7,5
MHz. Os touros foram contidos em um brete adequado e mantidos em posigédo
quadrupedal. Nao foi utilizado nenhum tipo de sedacéo. Os exames constituem uma
avaliacdo dos testiculos, epididimos e corddes espermaticos através de todo o
perimetro da bolsa escrotal. Os exames foram performados por um médico
veterinario qualificado, objetivando formar imagens de alta qualidade, evitando-se
artefatos. As imagens foram salvas e, posteriormente, avaliadas.

Através do programa Image-Pro Plus® versdo 4.5.0.29 (Media Cybernetics
Inc., San Diego, CA, USA), as imagens foram analisadas com os valores numéricos
de pixel em escala de cinza de 0 (preto absoluto) a 255 (branco absoluto). A
intensidade de pixel testicular foi medida pela mensuracdo de 6 circulos de 1
centimetro de didmetro no parénquima testicular (trés laterais e trés mediais) e
distando aproximadamente 1 centimetro do mediastino. Para a cauda do epididimo,
foi avaliado apenas um circulo de maior tamanho possivel, buscando avaliar a maior
area. Foram obtidos os valores médios, minimos, méaximos e de desvio padrdo de
pixel. (Figura 1).

Foram calculadas média e desvio padrdo, com diferenca significativa minima

com 5% de probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores quantitativos dos paddres ultrassonograficos de pixel do
parénquima testicular e epididimario dos dois grupos (ASTX e CONT) estéo
apresentados na Tabela 1. Ndo houve diferenca estatistica significativa para

nenhuma variavel analisada nesse estudo (p>0,05).



epididimo (1B). Imagem de parénquima testicular com focos hiperecoicos
apontados pelas setas (1C).

Tabela 1. Média + desvio padrdo de pixel (média, minimo, maximo e desvio
padrdo) do parénquima testicular e epididimos de bovinos.

ASTX CONT
Variaveis Inicial Final Inicial Final
Testiculos
Média 153,13+ 20,89 160,66 +22,18 164,83+16,88 171,62+ 30,49
Minimo 98 +£ 17,75 103+17,49 107,25+13,52 109,62 + 24,96

Méximo 205,16 + 28,33 211,72+ 25,79 213,58 +17,64 219,95+ 24,58
Desvio padrédo 15,38 +2,01 16,53 £ 2,57 15,67 2,06 16,52 £ 2,30

Epididimo
Média 77,33 +17,99 89,67 +7,85 108,50 £5,50 109,00 + 11,00
Minimo 34,00 + 11,22 33,00 +£0,82 52,50 +5,50 37,00 +£ 3,00
Maéaximo 141,67 £19,07 188,00+11,31 220,50+29,50 221,50+ 19,50
Desvio padrdao  17,63+0,72 21,62 + 2,56 21,51 +2,06 22,92 +1,88

Todas as varidveis da tabela apresentaram diferenca estatistica p>0,05.

A astaxantina tem sido estudada em diversas espécies, mostrando potencial
tanto para aplicacdo em biotecnologias, quanto na utilizacao clinica, principalmente
em alteragdes reprodutivas. Comhare et al. (2005) estudou a utilizacdo de
astaxantina como tratamento complementar em homens subférteis e observou uma
diminuicdo nas quantidades de espécies reativas de oxigénio, além de melhorar a

taxa de prenhez significativamente. Nafaji er al. (2020) mostrou que a astaxantina



reverteu danos causados pelo estresse oxidativo no epitélio testicular em galos
reprodutores.

Varios pesquisadores ja estudaram os efeitos da astaxantina na reproducéo
animal, sobretudo com enfoque em diluentes para criopreservacao de sémen e em
meios de cultivo celular (BASIOURA et al., 2020; FANG et al., 2015; KIM; LEE,
2018; ISPADA et al., 2018), porém ndo existem teses sobre a suplementacéo oral
desse antioxidante na andrologia bovina.

Costa et al. (2021) melhorou a taxa de recuperacdo de odcitos viaveis em
vacas holandesas através da suplementacdo de astaxantina oral. Na producdo, a
astaxantina garantiu maior ganho de peso, quando adicionada a dieta, em novilhas
Karan Fries; isso ocorre pela acdo antioxidante que mitigou os efeitos prejudiciais
do estresse térmico causados pelo calor da india (KUMAR; SINGH, 2018). Ambos
o0s estudos provam o efeito sisttmico potencial da astaxantina oral.

Como esperado pelo histdrico de baixa qualidade seminal, todos os touros
apresentavam uma ecogenicidade de parénquima testicular superior aos padrées da
raca encontrados em outros estudos no inicio do experimento (ARTEAGA;
BARTH; BRITO, 2005; PASTORE et al., 2015; RODRIGUES, 2018) e, ao final
da administracdo, esse parametro permaneceu inalterado.

Na avaliacdo de epididimo, os resultados iniciais e finais do grupo ASTX se
aproximaram mais dos encontrados por Rodrigues (2018) para a raca Nelore acima
de 18 meses. Os valores acima do esperado para o grupo CONT podem indicar
possiveis patologias que justificariam o histérico de baixa qualidade espermaética
desses touros.

Um touro apresentou pontos hiperecdicos no parénquima testicular (Figura
1), podendo apontar para um processo infeccioso, traumatico ou degenerativo
(BARTH, 2008). A astaxantina ndo teve efeito sobre qualquer aspecto desses focos.

Em suma, a astaxantina ndo foi capaz de reverter alteragGes dos 6rgéos da
bolsa escrotal a niveis ultrassonograficos. Ensaios maiores serdo necessarios para a
confirmacéo dos resultados, avaliando principalmente a qualidade do sémen, alem
de apreciar a possibiliadade da combinacdo da astaxantina com outras terapias

convencionais.
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