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em garanhoes suplementados com dleo de arroz semi-
refinado com alto teor de gama-orizanol

Spermatic quality and plasmatic lipids in stallions supplemented with rice bran oil semi-
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Resumo

O gama-orizanol é uma substincia natural contida no 6leo de arroz, que por suas caracteristicas hipocolesterolémicas
e antioxidantes, tém sido objeto de estudo em humanos e, mais recentemente, em equinos. Foram utilizados seis
garanhoes, de varias racas, com idade de 10+5,4 anos e peso inicial de 472,67+90,48 kg. Objetivou-se verificar os
efeitos da suplementacdo da dieta com 6leo de arroz semi-refinado, contendo 1,1% de gama-orizanol, sobre os niveis
de lipideos plasmaticos (colesterol total, HDL-C, LDL-C, VLDL-C e triglicérides), de testosterona e da qualidade
espermdtica. Os garanhodes foram divididos em dois grupos, recebendo em cada refei¢ao 150 mL de 6leo de soja ou de
arroz durante 60 dias. Realizaram-se colheitas amostrais de sangue e sémen a cada 15 dias do periodo experimental. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com medidas repetidas no tempo, e as médias comparadas
pelo teste F, considerando-se o nivel de 5% de significdncia. Os valores médios de testosterona, colesterol total, HDL-C,
LDL-C, VLDL-C e triglicérides foram respectivamente 75,93 ng/dL; 92,73; 61,47; 26,99 e 4,28 mg/dL para o tratamento
com 6leo de soja; e de 62,13 ng/dL; 110,20; 66,73; 38,44 e 5,02 mg/dL para o tratamento com 6leo de arroz. Em relagdo
a qualidade espermatica, nao foi observada diferenca (p<0,05) entre os tratamentos nas varidveis: volume, motilidade,
concentracdo e defeitos. Podemos concluir que a suplementacdo supracitada nio influencia a qualidade espermatica
nem as concentragdes plasmaticas de testosterona, VLDL-C, HDL-C e triglicérides, porém, pode elevar as concentragdes
plasmaticas de colesterol total e de LDL-C.
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Abstract

Gamma-oryzanol is a natural substance contained in rice bran oil that has been studied for years in humans due to its
hypocholeterolemic and antioxidant properties, and in recent years in horses. Using six stallions from different breeds in
a randomized experimental design, weighing 472.67+90.48 kg and aging 10+5.4 years, this study was aimed to evaluate
the effects of supplementation with rice bran oil containing 1.1% of gamma-oryzanol in plasmatic lipids levels (total
cholesterol, HDL-C, LDL-C, VLDL-C and triglycerides), testosterone and sperm quality. Stallions were divided in two
groups, one receiving 150 mL of soybean oil, and the other 150 mL of rice bran oil twice a day, during 60 days. Blood
and sperm samples were collected every 15 days of the trial period. Data obtained was processed, and means compared
using F test, at 5% of confidence level. Mean values of total cholesterol, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, triglycerides and
testosterone were respectively 92.73; 61.47; 26.99; 4.28 mg/dL and 75.93 ng/dL in the soybean oil supplemented group,
and 110.20; 66.73; 38.44; 5.02 mg/dL and 62.13 ng/dL in the rice bran oil one. No difference among treatments (p<0,05)
were observed in sperm quality parameters volume, motility, concentration and defects. Supplementation of stallions
with rice bran oil containing 1.1% of gamma-oryzanol do not promote any change in sperm quality, testosterone,
HDL-C, VLDL-C or triglycerides plasmatic levels, but an increase in total cholesterol and LDL-C.
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Introducao

E crescente o desenvolvimento de novos produtos,
que vdo desde materiais para a pratica esportiva até
insumos alimenticios. Sao diferentes tipos de alimen-
tos, com variados niveis de energia, proteina, aceita-
bilidade, concentrados especificos para animais con-
valescentes, aperitivos, assim como diferentes suple-
mentos, principalmente os energéticos. Dentre esses
novos suplementos, encontra-se em expansio o uso
do ¢leo de arroz, que naturalmente contém gama-
orizanol, substdncia extensivamente estudada na me-
dicina humana devido as suas propriedades benéficas
a saude, tais como, redu¢ao do colesterol plasmatico,
inibicdo da agregacdo plaquetaria, redugdo na bios-
sintese do colesterol hepatico, reducdo da absor¢ao
do colesterol, aumento da excregio fecal de acidos
biliares, sendo utilizado na indudstria farmacéutica e
cosmética, assim como aditivo de alimentos, devido
as suas propriedades antioxidativas'.

Nos ultimos anos, clinicos e cientistas t¢ém ampliado
seus conhecimentos sobre a importancia do estresse
oxidativo no sémen. Estudos recentes*** indicaram
que o desbalango na produgao ou degradacao das
espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ocasionar
sérios efeitos adversos no sémen. As EROs podem ser
geradas durante o metabolismo oxidativo e o aumen-
to da geragdo das mesmas também tém sido atribuido
ao sémen danificado e anormal. A exposi¢do dos es-
permatozoides as EROs tém sido relacionadas a de-
plecéo intracelular de adenosina trifosfato (ATP), re-
sultando em perda da motilidade®. O gama-orizanol,
componente do 6leo de arroz, apresenta capacidade
antioxidante e pode prevenir a oxidagao proteica e a
peroxidacao lipidica®’. Ieiri et al.® verificaram que a
administragdo subcutanea de gama-orizanol em ratos
elevou significantemente a liberagdo de norepinefrina
pelo nucleo hipotalamico central, sugerindo que este
componente do 6leo de arroz pode afetar a sintese e/

ou a libera¢do de pelo menos dois neurotransmisso-
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res hipotalamicos, a dopamina e a norepinefrina, re-
sultando em alteracdes na sintese e/ou liberacdo dos
hormonios da hipoéfise anterior.

Os dados disponiveis sobre os efeitos da utilizagdo
de gama-orizanol em equinos*'’sio poucos e nao
conclusivos. O presente estudo teve como objetivos
verificar os efeitos da suplementa¢ao com 6leo de ar-
roz, semi-refinado com alto teor de gama-orizanol, na
dieta de garanhdes sobre os niveis de testosterona e

lipideos plasmaticos, além da qualidade espermatica.

Material e Método

Todos os procedimentos experimentais realizados
nos animais deste estudo foram analisados e aprova-
dos pela Comissao de Bioética da Faculdade de Medi-
cina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo.

Local: O experimento foi realizado nas dependén-
cias da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootec-
nia da Universidade de Sdo Paulo. As andlises de tes-
tosterona e de lipideos plasmaticos foram realizadas
em laboratério particular situado no municipio de
Pirassununga/SP.

Animais: Foram utilizados seis garanhoes, mes-
ticos, com idade de 10+5,4 anos e peso inicial de
472,67+90,48 kg, alojados em baias individuais de al-
venaria, com area de 12 m? Para evitar os efeitos cau-
sados pelo estresse do confinamento, estes garanhoes
foram soltos para a realizacao de exercicios pelo me-
nos trés vezes por semana em piquetes individuais,
medindo 15 m*

Tratamentos: As dietas foram formuladas para
atender as exigéncias de mantenca dos animais, cujos
ingredientes foram feno de Tifton 85, e concentrado
a base de milho moido, farelos de soja, trigo, arroz e
gérmen de milho, além de premix vitaminico e mine-
ral. Foi adotado o consumo diario individual de 2%
do peso vivo em matéria seca, sendo 40% concentra-
do e 60% volumoso, fornecidos em comedouros se-
parados, além de sal mineralizado e agua ad libitum,

seguindo as recomendagdes estabelecidas no Nutrient



Requeriments of Horses' para equinos nesta categoria
nutricional. Foram utilizados 6leo de soja comercial e
6leo de arroz (semi-refinado através de processo fisi-
co) contendo 1,1% de gama-orizanol (Gama-Horse®).

Protocolo experimental: Os animais foram dividi-
dos em dois grupos: (A) grupo controle suplementado
com 300 mL de 6leo de soja por dia; e (B) grupo tra-
tamento, suplementado com 300 mL de 6leo de arroz
por dia. O 6leo de ambos foi adicionado ao concen-
trado no comedouro, na quantidade de 150 mL por
refeicao. O concentrado foi fornecido as 07h00min e
17h00min, e o feno as 09h00min e 16h00min.

Amostragem: Para analise da qualidade esperma-
tica, foram realizadas colheitas de sémen a cada 15
dias, durante o periodo experimental de 60 dias, com-
pletando cinco momentos de amostragem a partir do
dia zero. Previamente a colheita, foi realizada higie-
nizag¢ao do pénis com algoddo umedecido em agua a
uma temperatura média de 33°C. Utilizou-se vagina
artificial modelo Missouri, com temperatura interna
de 42°C, e de “égua-manequim” devidamente contida
e em estro. Apos a colheita, o sémen foi encaminhado
imediatamente para o laboratorio, sendo efetuada a
filtragem para separagdo da fragdo gelatinosa, men-
suragdo do volume, calculo da concentragdo esper-
matica, avaliacdo da motilidade total e separacdo de
amostra em formol salino tamponado para avaliacdo
posterior das caracteristicas morfoldgicas.

Para analise de testosterona e lipideos plasmaticos
foram colhidas amostras sanguineas a cada 15 dias,
nas mesmas datas de colheita seminal, sempre as
07h00min, antes da refeicdo matutina. As colheitas
foram realizadas através de puncdo da veia jugular,
em tubo com sistema de vacuo (Vacutainner, B-D),
sem anticoagulante, com capacidade para 10 mL, sen-
do encaminhadas ao laboratério no prazo maximo de
30 minutos.

Analises Laboratoriais: O volume espermatico foi
determinado pela leitura direta em proveta de 150

mL, pré-aquecida a 37°C. A motilidade total foi ava-
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liada em gota de sémen in natura entre lamina e lami-
nula (pré-aquecidas a 37°C) sob microscopia 6ptica
em aumento de 100x e medida pela estimativa visual
da porcentagem de células em movimento. A concen-
tragdo espermdtica foi determinada em milhdes de
espermatozoides por mililitro (x 10° eptz/mL), com
auxilio de camara de Neubauer, sob microscopia 6p-
tica comum com aumento de 400x. Para a leitura, o
sémen foi diluido na propor¢ao de 1:100, em formol
salino tamponado. As caracteristicas morfoldgicas
dos espermatozoides foram avaliadas pela técnica
da cAmara umida. Para tanto, o sémen foi diluido e
fixado em formol salino tamponado, previamente
aquecido a 37°C. Uma gota do sémen diluido entre
lamina e laminula, pré-aquecidas a 37°C, preparada, e
a avaliacao foi realizada pela contagem de 200 células
em aumento de 1.000x sob microscopia de contraste
de interferéncia diferencial. As anormalidades mor-
folégicas foram agrupadas e classificadas em defeitos
maiores e defeitos menores.

A anilise de testosterona plasmatica foi realizada
através da técnica de radioimunoensaio descrita por
Lox, Christian, e Heine'?. Para avaliacdo das con-
centragdes de colesterol total, HDL-C e triglicérides,
foi utilizado o método colorimétrico-enzimatico®.
O LDL-C e VLDL-C foram calculados, respectiva-
mente, pelas formulas [(colesterol-HDLcolesterol)-
(triglicerideos/5)] e triglicerideos/5.

Delineamento experimental: Foi aplicado o deli-
neamento inteiramente casualisado com dois trata-
mentos, com trés repeticdes por tratamento, e medi-
das repetidas no tempo.

Analise estatistica: Os valores plasmaticos de li-
pideos e testosterona, assim como os dados de volu-
me, motilidade e concentra¢ao espermatica, defeitos
maiores, menores e totais, foram submetidos a ana-
lise de variancia do programa estatistico Statystical
Analisys System'* através dos procedimentos mistos, e
as médias comparadas pelo teste F. O nivel de signifi-

cancia adotado foi de 5%.
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Resultados

Todo o concentrado fornecido foi consumido, den-
tro de aproximadamente uma hora, sendo bem aceito
pelos animais, ndo havendo sobras. Néo foi observada
modificacdo na consisténcia das fezes nem disturbios
gastrintestinais durante o periodo experimental.

Como nao foi observada diferenga para efeito de
tratamento entre nenhum dos tempos de colheita
amostral, para nenhuma das variaveis estudadas (li-
pideos plasmaticos, testosterona ou pardmetros de
qualidade espermatica), comparamos a média geral

de cada tratamento.

Os valores plasmaticos médios de lipideos e testos-
terona, o desvio-padrao (DP) e a probabilidade esta-
tistica (P) estao apresentados na tabela 1.

Os valores médios dos tratamentos para volume,
motilidade, concentracio, defeitos maiores, defei-
tos menores e defeitos totais estdo apresentados na
tabela 2.

Discussao

Nio foi observado efeito de tratamento nem de
tempo, ou interagdo tempo-tratamento para os va-

lores séricos de triglicérides, que estao de acordo

Tabela 1 - Valores plasmaticos médios de testosterona (ng/mL) e lipideos plasmaticos (mg/
dL),desvio-padrio (DP) (%) e probabilidade estatistica (P) para os tratamentos com

6leo de soja e dleo de arroz

Tratamento
Variavel - - DP P
Oleo de Soja Oleo de Arroz
Colesterol Total 92,73 110,20 15,28 0,02%
HDL-C 61,47 66,73 5,74 0,06
LDL-C 26,99 38,44 10,38 0,03*
VLDL-C 4,28 5,02 1,35 0,22
Triglicérides 21,40 25,13 6,74 0,22
Testosterona 75,93 62,13 37,23 0,31

HDL-C - fragao colesterol na lipoproteina de alta densidade

LDL-C - fragao colesterol na lipoproteina de baixa densidade

VLDL-C - fra¢do colesterol na lipoproteina de muito baixa densidade

Tabela 2 - Valores médios das caracteristicas seminais, desvio-padrao (%) e probabilidade estatistica
(P) para os tratamentos com 6leo de soja e 6leo de arroz

Tratamento
Variavel - - DP P
Oleo de Soja Oleo de Arroz

Volume (mL) 71,87 78,67 32,12 0,56
Motilidade (%) 69,00 70,67 11,71 0,73
Concentragao

(x 10°eptz/mL) 123,00 115,67 54,44 0,74
Defeitos Maiores 17,73 17.96 12,35 0.97
(%)

Defeitos Menores 4,60 6,03 2,54 0,21
(%)

Defeitos Totais (%) 22,33 22,63 13,59 0,96
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com aqueles encontrados por Bruss'® para a espécie
equina, variando de 4 a 44 mg/dL. Verificou-se au-
mento dos valores médios de colesterol total, HDL-
C,LDL-Ce VLDL-C para o tratamento com 6leo de
arroz em relacdo ao 6leo de soja. Porém, somente
foi observada diferenca (p<0,05) para os valores
médios de colesterol total e de LDL-C, concordan-
do com Frank et al.’que observaram aumento do
colesterol total e do LDL-C em dietas suplementa-
das com ¢6leo de arroz bruto, oferecidas para éguas,
apos cinco semanas de adaptacdo. Discordam des-
tes resultados, pesquisas realizadas com humanos'®
e ratos', em que foram verificadas redugao dos
niveis de colesterol total, triglicérides e de LDL-C
associada ao uso do 6leo de arroz e gama-orizanol.
No tratamento com 6leo da soja, o valor médio
de testosterona plasmatica foi de 75,93+8,71 ng/
mlL, enquanto no tratamento com 6leo de arroz foi
de 62,13+7,88 ng/mL, ndo havendo diferenga entre
os tratamentos, nem em rela¢do ao tempo ou in-
teracdo tempo-tratamento. Foi observado elevado
desvio-padrao para testosterona plasmatica entre
os tratamentos, o que pode ter ocorrido devido as
conhecidas varia¢des sazonais do referido hormo-
nio'®. Ainda assim, os valores obtidos concordam
com aqueles encontrados por Almeida®, de 32,00
ng/mL a 78,53 ng/mL, que segundo este autor esta
dentro da amplitude da variagdo reportada pela
literatura internacional. Concorda também com
resultados'®em que a suplementacdo de garanhdes
com 6leo de arroz também nao demonstrou dife-
renca nos niveis plasmaticos de testosterona.Em
humanos, Fry et al.? ndo encontraram diferencas
na concentrac¢io plasmatica de testosterona em fi-
siculturistas suplementados com gama-orizanol.
Em relagdo aos valores médios de volume esper-
matico e da concentragdo espermatica, ndo foram
encontradas diferengas entre os tratamentos, nem
em relacdo ao tempo ou interacdo tempo-trata-

mento. Foi observado elevado desvio-padrao des-
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tas variaveis, coincidindo com achados de Papa*, o
qual afirma que assim como os demais parametros
do ejaculado equino, a concentragdo espermatica
apresenta grandes variagdes. Diversos fatores es-
tdo relacionados a variagdes no volume esperma-
tico, entre eles, raca, particularidades individuais,
tempo apos tltima cobertura, idade, tempo de re-
pouso sexual, época do ano, alimentagdo, manejo,
etc?. Arlas et al.'” também nao encontraram dife-
renga para o volume espermadtico, ao contrario do
observado em relacdo a concentracao espermaética,
onde obtiveram aumento significativo. Os valores
médios encontrados para motilidade espermatica
foram semelhantes entre os tratamentos, embora
Arlas et al.’® tenham obtido significativo aumento
na motilidade espermatica de garanhées suplemen-
tados com o6leo de arroz durante 80 dias, quando
comparados a garanhdes sem suplementagido de
gordura na dieta, obtendo média de 59% de moti-
lidade.

Os valores médios encontrados para defeitos to-
tais concordam com Hafez e Hafez??, que relatam
que o ejaculado deve possuir entre 60 - 90% de es-
permatozoides morfologicamente normais. Nao foi
observada diferenca entre os tratamentos, nem em
relagdo ao tempo, ou interagdo tempo-tratamento.
Durante a suplementa¢do com o6leo de arroz du-
rante 80 dias' foi obtida melhora significativa da
percentagem de espermatozoides morfologicamen-
te normais dos animais experimentais, embora te-
nha ocorrido aumento na percentagem de defeitos
maiores. Papa* descreve em sua revisdo, que os
fatores que podem influenciar a presenca de pa-
tologias espermaticas podem estar ligados desde
a espermatogénese até o armazenamento e poste-
rior ejaculagdo do sémen, excessiva utilizacao do
garanhdo,aumento de temperatura epididimaria,
perda da termoregulagao testicular, além de fatores
individuais ligados a idade do reprodutor.

Os resultados deste trabalho foram observados

durante um unico ciclo espermatico (cuja duragao
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¢ de aproximadamente 60 dias), o que nos leva a
acreditar que poderia ser observada alguma dife-
renca entre os tratamentos caso o periodo de suple-

mentagdo fosse mais prolongado.

Conclusoes

A suplementagdo da dieta de garanhdes com 6leo
de arroz semi-refinado, com alto teor de gama-

orizanol, ndo afeta a qualidade espermatica ou as
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