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RESUMO

Efeitos da Administacdo de Omega Trés e Vitamina B12 sobre Aspectos
Reprodutivos de Ratos Wistar e sua Correlagdo com a Temperatura
Corpoérea

Este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da administragcdo do 6mega
trés e/ou vitamina B12 sobre parametros espermaticos e histomorfométricos
dos érgaos reprodutivos de ratos Wistar e sua correlacdo com a temperatura
dessas regides. Utilizou-se 16 ratos, divididos em quatro grupos (n=4 por
grupo) que receberam injecdes diarias por 30 dias, sendo: Grupo Controle —
solucéo salina; Grupo Omega trés— 6leo de peixe (Equaliv®) 1g/kg; Grupo B12
— vitamina B12 (Monovin B12®) 3ug; e Grupo Omega + B12 — 6leo de peixe
lg/kg e vitamina B12 3ug. Analisados morfologia espermatica e as
histomorfometrias foram avaliados pelo programa Motic Images Plus® versao
2.0. Diariamente, foram obtidas imagens termograficas de areas do corpo
(FLIR E40®, Suécia) e analisadas pelo programa Flir Tools 2.1®. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey a 5%. O 6mega 3
reduziu o epitélio seminifero e a B12 minimizou esse efeito deletério (P < 0,05).
A temperatura da superficie do escroto foi superior no grupo B12 (P <0,05).
Houve alta correlacdo positiva entre temperatura da superficie do escroto e
porcentagem de gota citoplasmatica distal (P = 0,678).

Palavras-chave: 6leo de peixe, cianocobalamina, gota citoplasmatica distal,
termografia infravermelha.



ABSTRACT

Effects of the Administration of Omega Three And Vitamin B12 on
Reproductive Aspects of Wistar Rats and its Correlation with Body
Temperature

This work aims to study the effects of omega 3 and / or vitamin B12
administration on sperm and histomorphometric parameters of the reproductive
organs of Wistar rats and their correlation with the temperature of these regions.
Sixteen rats were divided into four groups (n = 4 per group) who received daily
injections for 30 days, being: Control Group - saline solution; Group Omega
three- fish oil (Equaliv®) 1g / kg; Group B12 - vitamin B12 (Monovin B12 ®)
3pg; And Group Omega + B12 - fish oil 1g / kg and vitamin B12 3ug. Analyzed
sperm morphology and the histomorphometries were evaluated by the Motic
Images Plus® version 2.0 program. On a daily basis, thermographic images of
areas of the body (FLIR E40®, Sweden) were analyzed and analyzed by the Flir
Tools 2.1® program. Data were submitted to analysis of variance and Tukey
test at 5%. Omega 3 reduced the seminiferous epithelium and B12 minimized
this deleterious effect (P < 0.05). The surface temperature of the scrotum was
higher in group B12 (P <0.05). There was a high positive correlation between
scrotum surface temperature and distal cytoplasmic droplet percentage (P =
0.678).

Key words: fish oil, cyanocobalamin, Distal cytoplasmic droplet, infrared
thermography
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RESUMO

Obijetivou-se estudar os efeitos do dmega trés e vitamina B12 em temperaturas de areas
do corpo com termografia infravermelha, no espermograma e na histomorfometria dos
orgdos reprodutores em ratos Wistar. Utilizou-se 16 ratos, divididos em quatro grupos
(n=4) que receberam injecbes diarias por 30 dias e sacrificados no mesmo dia, sendo:
Grupo Controle — solucdo salina; Grupo Omega trés (n3) — 6leo de peixe (Equaliv®)
1g/kg; Grupo B12 — vitamina B12 (Monovin B12®) 3ug; e Grupo Omega + B12 — 6leo
de peixe 1g/kg e vitamina B12 3ug. Diariamente, imagens termograficas de areas do

corpo foram obtidas (FLIR E40®, Suécia) e analisadas pelo programa Flir Tools 2.1®.
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Analisados morfologia espermatica e histomorfométrias com o programa Motic Images
Plus® versdo 2.0. Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a
5%. O n3 reduziu o epitélio seminifero e a B12 minimizou esse efeito deletério (P <
0,05). A temperatura da superficie do escroto foi superior no grupo B12 (P < 0,05). N&o
houve diferencas entre grupos (P > 0,05) para temperaturas do globo ocular. Houve alta
correlacdo positiva entre temperatura da superficie do escroto e porcentagem de gota
citoplasmatica distal (P = 0,678).

Palavras-chave: 6leo de peixe, cianocobalamina, aparelho reprodutor, termograma.

INTRODUCAO

A eficiéncia reprodutiva é influenciada pela nutrigdo, estado nutricional e
peso dos orgdos reprodutivos (Punab et al., 2017). A presenca de habitos alimentares
inadequados, deficiéncias nutricionais e baixa ingestdo de antioxidantes causam
desequilibrios na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) promovendo o
estresse oxidativo (Mendeluk et al. 2015). A qualidade dos espermatozoides esta
relacionado ao estresse oxidativo. Ha reducdo dos niveis de ATP intracelular que leva a
peroxidacdo lipidica no plasmalema e pode ter impacto negativo na fertilidade (Giahi et
al., 2016). Quando ha equilibrio entre a producdo de ROS e antioxidantes nédo
provocara estresse oxidativo e prejuizos na fertilizacdo. Dessa forma, a terapia
antioxidante pode resultar em espermatogénese normal e ndo afetar a fertilidade (Sabeti
et al., 2016).

Consumir antioxidantes como por exemplo, o 6leo de peixe, reduz o estresse
oxidativo. Na incapacidade de sintese, ha a necessidade de ingestdo dietética para suprir
funcdes orgénicas. Em sua composicdo encontra-se o dmega trés, fonte de acido
eicosapentanoico (EPA, C20: 5 n-3) e acido docosa-hexaenoico (DHA, C22: 6 n-
3) (Risso et al., 2016), ambos também possuem efeito antinflamatorio (Kemse et al.,
2014). Teores elevados de DHA melhoram a qualidade do sémen e foram associados
com melhor morfologia devido a reducdo da porcentagem de defeitos de cabeca
(Mendeluk et al., 2015).

A vitamina B12 € um micronutriente essencial, obtido na ingestdo dietética
(Hannibal et al. 2016). A vitamina B12 tambeém reduz espécies reativas de oxigénio
(ROS) produzidas a partir do estresse oxidativo no sémen. E ativa durante a divisdo
celular e sintese de DNA. A deficiéncia de vitamina B12 eleva a porcentagem de

patologias espermaticas (Hamedani et al. 2013).
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A dieta alimentar € um dos fatores que influenciam na temperatura do corpo
e producéo de espermatozoides (Mendeluk et al. 2015; Griswold, 2016). A temperatura
corporal é um parametro fisiolégico importante para monitorar a saude. E
especificamente, a temperatura do escroto influencia na producédo de espermatozoides
pelas células germinativas nos tubulos seminiferos (Adamkovicova et al., 2014).

O uso da termografia digital de infravermelho, como exame de imagem para
mensurar temperaturas da superficie de areas do corpo de animais, revela vantagens
comparado aos demais métodos. Processa informacdes e fornece imagens térmicas
bidimensionais, facilitando comparacdes entre as areas examinadas do corpo, € de facil
e rapida realizacdo, sem contato e de alta acuracia, reduzindo o estresse provocado por
outros métodos invasivos de temperatura. (Vogel et al., 2016).

O presente estudo visou mensurar as temperaturas da superficie de areas do
corpo, com 0 uso de uma camera termografica, o que colabora no bem-estar animal.
Objetivou-se investigar os efeitos da injecdo subcutanea de 6mega trés e vitamina B12
no espermograma, histomorfometria de testiculos, epididimos e vesiculas seminais, bem

como temperaturas de areas do corpo com termografia infravermelha em ratos Wistar.
MATERIAL E METODOS

Animais, alimentagéo e grupos experimentais

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica e Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista sob o protocolo 2995. Foram utilizados ratos machos
Wistar (n=16), com peso corpéreo médio de 285g, mantidos 30 dias em ciclo de claro e
escuro de 12/12 horas, divididos randomicamente em quatro grupos (n=4 / grupo), cada
grupo em uma caixa, com agua e ragdo (Padrdo MP77®, Moinho Primor S.A., Brasil)
ad libitum.

O animais receberam injecdes diarias via subcutanea, entre 8:00h e 10:00h sendo:
Grupo Controle (GC) - solucéo salina estéril a 0,9%; 6mega trés (Gn3) - 6leo de peixe
(Equaliv®) 1g/kg (Hirabara et al., 2012); vitamina B12 (GB12) - vitamina B12
(Monovin B12®) 3ug (Oliveira, 2012); e dmega trés + vitamina B12 (Gn3B12) - dleo
de peixe (1g / Kg) e vitamina B12 (3ug).

Analise histomorfométrica de 6rgéos
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No dia 30 do experimento, todos os ratos foram mortos por exsanguinagdo
via puncdo cardiaca sob anestesia com tiobarbitdrico (Thiopentax®, Cristélia, Brasil)
com dose de 80 mg/Kg de peso corporeo via intraperitoneal.

Apds a morte, foram colhidos 6rgdos e pesados em balanca de preciséo,
seguida da separacdo de fragmentos de testiculos, epididimos e vesiculas seminais,
fixados imediatamente em solucdo de formalina tamponada a 10% por 24 horas; e ap0s
em alcool 70°GL até o processamento histologico. Apos a fixacao, os tecidos dos 6rgdos
foram processados e corados com hematoxilina e eosina (HE) para analises histoldgica e
morfomeétrica em cortes de 5 um de espessura.

Para as andlises morfométricas, utilizou-se programa computacional
(Software Motic Images Plus® version 2.0) (Motic China Group CO., LTD, 2010) e
foram realizadas mensuragdes de 10 campos, dos componentes teciduais dos testiculos,
epididimos e vesiculas seminais. Nos testiculos determinou-se a area tubular, area do
limen tubular, area de células de Leydig, area de estroma e a area do epitélio
germinativo ( &rea do limen tubular e area tubular). Nos epididimos mensurou-se a area
tubular, area de estroma e area da massa espermatica. Nas vesiculas seminais, area do

epitélio tubular (area do lumen e area tubular) (Figura 1).

Figura 1: Esquema das analises morfométricas

A - Histomorfometria Testicular: Linha vermelha = area total; Linha preta = area de luz
tubular; Linha branca = rea tubular; Linha verde = 4rea de células de Leydig; Area de
epitélio germinativo = area tubular - drea de luz tubular; Area de estroma = area total -
(2 drea tubular + 2 drea de células de Leydig). HE 400x.

B - Histomorfometria Epididimaria: Linha vermelha = &rea total; Linha preta = area
de luz tubular; Linha branca = area tubular; Area de epitélio = area tubular - area de luz
tubular; Area de estroma = area total - X area tubular. HE 400x.

C - Histomorfometria Vesicula Seminal: Linha preta = area do limen; Linha branca =

area tubular; Area do epitélio tubular= area tubular - &rea do limen. HE 400x.
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Analise da morfologia espermatica

Apds coletar e dissecar os epididimos, realizou-se uma sec¢do em sua porgéo
caudal com o auxilio do bisturi e depositou-se os espermatozoides na lamina. Em
seguida, acrescentou-se 5 gotas de solucdo salina e apds 1 minuto realizou-se o
esfregaco. Posteriormente, corou-se as laminas pelo método Panotico Répido, sendo 10
imersbes em cada uma das trés solucdes. A leitura da morfologia espermatica foi
realizada em microscopio 6tico (1000x), contando 200 espermatozoides e considerando
o0s seguintes defeitos: patologia de cabeca, patologia de cauda, gota citoplasmatica distal
e gota citoplasmaética proximal (Filler, 1993).

Exames de termografia infravermelha

Antes das injecOes via subcutanea, foram realizadas termografias digitais
por infravermelho, diariamente durante 30 dias, entre 8:00h e 10:00h, com camera
termografica (E-40®, Flir, Suécia). Para mitigar o estresse, 0s animais foram retirados
da caixa, e as imagens capturadas com o foco emissor a 30 cm do escroto, regido
perianal, isquio, prepdcio, focinho, globo ocular e entre olhos. As imagens foram
processadas pelo programa (Flir Tools 2.1®) com uso de poligonos para mensurar
temperaturas das areas estudadas (Figura 2). A temperatura corporal € representada
graficamente e para cada escala de temperatura h4 uma tonalidade de coloracéo
diferente atribuida.

ax 31,1 OO
26,6
29,5

Bx 25,2

in. 224

23,445
< 24,5

in 22,0
233
: 26,8

in 21,4

23,6 L

Average
Figura 2: Termograma do abddémen e perineo de ratos Wistar, para

mensuracdo das temperaturas do prepucio, escroto, regido perianal e isquios.
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Analise estatistica

Para andlise deste projeto, foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA -
Analisys of Variance) para comparagdo dos varios grupos. A ANOVA permitiu
investigar a existéncia de diferencas significativas entre os grupos estudados a um nivel
de confiangca 95%. O teste utilizado para comparacao das médias foi realizado o teste de
Tukey (procedimento means), a 5% de probabilidade (P<0,05), por meio do software
Minitab® 16.0.

RESULTADOS

Nas anélises do peso dos orgdos do aparelho reprodutor dos ratos Wistar
machos, ndo houve diferenca (P < 0,05) entre os tratamentos. (Tabela 1). Todos 0s

Orgdos analisados ndo apresentaram alteragdo macroscopicas.

Tabela 1. Peso relativo em gramas (g) de 6rgéos de ratos Wistar machos.

Grupos e 6rgaos GC Gn3 GB12 Gn3B12
Testiculo 2,7+0,3 2,9+0,1 2,9+0,0 2,4+0,1
Epididimo 2,6+1,0 2,7+0,5 1,5+0,0 1,5+0,1

Vesicula Seminal 8,6+2,5 7,5+3,8 12,5+119 5,8+4.8

Nas analises histomorfométricas do testiculo (tabela 2) observa-se que no
grupo Gn3 houve aumento do estroma e diminuicdo do epitelio seminifero comparado
aos GC e GB12 que sdo semelhantes. Ndo houve efeito da suplementacdo para
epididimo e vesicula seminal. Encontrou-se no GC 80,8 para % de estroma e 19,2 para
% de epitélio e 85,8 para % de epitélio, respectivamente.

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo para testiculos considerando % de estroma e % de
epitélio nos grupos experimentais de ratos Wistar.

Tecidos e GC Gn3 Gbl12 Gn3B12

grupos

% Estroma  26,08+11,55 b 37,38+13,03 a 22,01+13,62 b 30,59+11,38 ab
% Epitélio 73,92+11,55 a 62,62+13,03 b 77,99+13,62 a 69,41+11,38 ab

Médias seguidas por letras mintsculas diferentes nas linhas (P < 0,05) pelo teste Tukey.
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Para a morfologia espermatica, o grupo B12 apresentou uma porcentagem
de espermatozoides normais superior (P < 0,05) comparada aos demais grupos.
Também com média menor (P < 0,05) de espermatozoides com patologia de cabeca e
maior (P < 0,05) de presenca de gota distal, no GB12. Para patologia de cauda e gota

proximal ndo apresentaram diferencas entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Médias e desvios-padrdo para porcentagens de defeitos espermaticos nos
grupos experimentais de ratos Wistar.
Classes e GC Gn3 GB12 Gn3B12

grupos
Normais 75,8¢9,3 b 708+138 b 795+42 a 71,0+200 b

Patologia 20,8x76 a 23,0x144 a 85+3,7 b 28,0164 a
de cabeca

Patologia 58+09 a 75#41 a 50+x45 a 6,017 a
de Cauda
Gota distal 18+15 b 05#06 b 95+#31 a 23fl5 b

Gota 0,0+00 a 05+03 a 0000 a 0,000 a

proximal

Letra mindscula comparando os grupos tratamento em linhas ao longo do tempo, letras

iguais nao diferem entre si estatisticamente (p < 0,05) de acordo com o teste Tukey

Os animais do GB12 apresentaram temperatura do escroto superior (P <
0,05) em relacdo aos demais grupos. Encontra-se nos animais do Gn3 temperatura maior
comparado ao GC, assim como no focinho observou-se diferengas entre os tratamentos
do GN3 e GC, no entanto sem diferenca estatistica com o0s demais grupos. Avalia¢cdes
realizadas nas regides: perianal, isquio, globo ocular e entre olhos ndo apresentaram

diferencas significativas entre os grupos (Tabela 4).
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Tabela 4. Medias e desvios-padrdo para temperatura media (°C) nos grupos

experimentais de ratos Wistar.

Area do corpo GC Gn3 GB12 Gn3B12

Escroto 27,218 ¢ 278+22 b 285+22 a 27,818 bc
Perianal 30,8+15 a 30,8+1,2 a 30,8+13 a 302+12 a
Isquio 28,7+18 a 290+18 a 29,116 a 28714 a
Prepucio 29,417 b 29,8420 ab 30,316 a 29,7#15 ab
Focinho 24603 b 265+10 a 26,2+1,1 ab 26,6+1,3 ab

Globo Ocular  33,0+0,9 a 338+06 a 333+1,0 a 350+08 a

Entre olhos 28,705 a 29,8+0,7 a 29,009 a 30,4+0,7 a

Meédias seguidas por letras mintsculas diferentes nas linhas (P < 0,05) pelo teste Tukey.

Observa-se que a gota citoplasmatica distal esta altamente correlacionada de
forma positiva com a temperatura do escroto mensurada com termografia

infravermelha. Nas demais correlac6es, ndo houve correlagcées (P > 0,05) (Tabela 5 *).

Tabela 5. Correlagbes entre temperatura do escroto com termografia infravermelha e

morfologia espermatica de ratos Wistar.

Patolo Patologi

. . Gota Total de
Normais P  giade P ade P distal defeitos
cabeca Cauda
0
T(C) 0,063 0,856 -0,347 0,224 0,010 0,972 0'278 0,008 -0,133 0,651
escroto
DISCUSSAO

O Omega trés pode desempenhar o papel antioxidante e diminuir fatores
inflamatdrios (Kemse et al., 2014) e a suplementacdo com vitamina B12 previne
peroxidacdo lipidica, tem acdo antioxidante combatendo ROS, produzido a partir do
estresse oxidativo no sémen (Hamedani et al., 2013) e auxilia na replicagéo celular,
especialmente na sintese de DNA e RNA (Almeida, 2014). Dessa forma, ambos podem
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inibir lesdes na espermatogénese e consequentemente favorecer a fertilidade e
reproducéo.

A membrana plasmatica do espermatozoide é rica em &cidos graxos
polinsaturados, acido docosahexaenoico (DHA) que possui seis duplas ligacdes por
molécula, tornando-o vulneravel ao estresse oxidativo e outras modificagdes quimicas e
estruturais. Os ROS atacam bases de DNA e os esqueletos fosfodiéster, provocando
desestabilizacdo celular, resultando em fragmentacdo do DNA (Gharagozloo e Aitken,
2011). Em nosso estudo néo foi avaliado parametros relacionados ao estresse oxidativo,
no entanto outros parametros podem ser utilizados para analisar a espermatogénese.

O peso dos 6rgéos reprodutivos é um pardmetro que pode indicar alteracbes
nos niveis de horménios sexuais (Fernandes et al., 2012; Punab et al., 2017). Nesse
estudo, os tratamentos ndo alteraram o peso dos testiculos, epididimos e vesicula
seminal.

Quanto aos aspectos histomorfoldgicos de testiculo, 0 dmega trés provocou
alteracbes no epitélio e estroma. Quando associados 6émega trés e vitamina B12,
observa-se que o efeito deletério do Omega trés é mitigado, demonstrado na
porcentagem de epitélio seminifero e porcentagem de estroma, ndo diferindo
estatisticamente do GC. A presenca do Omega trés, na dose utilizada, pode ter
provocado um desequilibrio entre antioxidantes e teores de ROS e na homeostase
celular. E a vitamina B12 amenizou esse processo.

A toxicidade nos espermatozoides pode ocorrer, mesmo sem alteracGes
histopatoldgicas e ser detectiveis na analise direta do espermatozoide (De Grava e
Klinefelter, 2014).

Ao avaliar a morfologia espermatica, os ratos que receberam apenas a
vitamina B12 apresentaram maior porcentagem de espermatozoides normais, menor
porcentagem de espermatozoides com patologias de cabega, comparado aos demais
grupos. Estudos confirmam que a deficiéncia de vitamina B12 aumenta o nimero de
espermatozoides anormais e a adequacdo na ingestdo auxilia na espermatogénese
(Almeida, 2014).

Danos induzidos por ROS resultam em defeitos espermaticos, como cabeca
anormal, defeitos de acrossomo, gota citoplasmatica e defeitos de cauda. Entre
diferentes anomalias espermaticas, o citoplasma residual ou a gota citoplasmatica
podem ser considerados como o0s mais importantes na producdo de ROS (Sabeti et al.,
2016).
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Encontramos no grupo GB12, elevacdo da porcentagem de gota distal. A
presenca de gota citoplasmatica esta relacionada com a interrupcdo ou cessacdo da
espermiogénese e/ou maturacdo epididiméria (Rengan et al., 2012) devido ndo ter
fechado os ciclos do epitélio seminifero. Em ratos Wistar a duracao da espermatogénese
completa requer entre 4,0 e 4,5 ciclos do epitélio seminifero (Russel et al., 1990), com
duragdo de 13 dias cada (Huckins, 1965), totalizando aproximadamente 52 dias. O
sacrificio dos animais ocorreu aos 30 dias do experimento o que pode ter influenciado
na maturacao espermatica do grupo vitB12 que presume-se ter aumentado a producao
de espermatozoides. No epididimo acontece 0 processo de maturacdo espermatica e a
aceleracdo do transito do espermatozoide pelo epididimo reduz o tempo disponivel para
0S processos necessarios para a maturacdo, o que pode comprometer a sua funcdo (De
Grava e Klinefelter, 2014). Durante o transito epididimario, na maioria dos
espermatozoides, a gota protoplasmatica migra ao longo da cauda do espermatozoide e
é eliminada na ejaculagdo (Rengan et al., 2012). A retencdo das gotas nos
espermatozoides ejaculados tem sido associada a infertilidade (Garcia-Vasquez et al.,
2015).

No presente estudo, 0 aumento da porcentagem de gota distal esta altamente
correlacionado de forma positiva com a elevacdo da temperatura do escroto. A
hipertermia escrotal eleva o estresse oxidativo e apoptose de células germinativas (Lin
et al. 2016).

Entre 29 a 34°C encontra-se a zona termoneutral murina (David et al.,
2013). Ratos e camundongos controlam a temperatura corporal central, principalmente,
pela vasorregulacéo da cauda. No entanto, a &rea da superficie da cabeca é também um
conhecido dissipador de calor, pela convecgédo de calor e evaporacdo de lagrimas que
permitem a transmissao do calor do cranio para a superficie do globo ocular (Eguibar et
al., 2017). Uma vez que os olhos séo irrigados pela artéria oftalmica do cérebro, a
temperatura da superficie ocular pode ser uma abordagem ndo invasiva para medir a
temperatura do eixo cérebro-coracdo ou da temperatura retal que estéo relacionadas com
a temperatura corporal (Vogel et al., 2016).

Uma imagem termografica de infravermelho, ou termograma, mostra de
forma clara e precisa uma elevacdo local ou queda da temperatura, refletindo o aporte
de sangue de uma determinada area, que esta diretamente relacionada a uma série de
processos fisiologicos ou patoldgicos (Usamentiaga et al., 2014). Tanto a temperatura

do globo ocular como da orelha, usando uma tecnologia como a termografia
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infravermelha, sdo eficazes para monitorar e representar a temperatura corporal de
forma passiva e sem ter contato fisico com o animal (Zanghi, 2016).

Observa-se, no presente estudo, que a acdo do dOmega trés e vitamina B12,
isolados ou associados, ndo influenciaram de forma significativa na temperatura do
globo ocular, e provavelmente ndo alteraram a temperatura corporea.

Um elemento significativo observado na pesquisa é o aumento da
temperatura do escroto no GB12 em relagdo aos demais grupos. A exposic¢ao do escroto
ao calor, pode acarretar alteracbes morfologicas nos testiculos e inibir a
espermatogénese em varias espécies de mamiferos, incluindo seres humanos, ratos,
macacos touros e ovelhas. O aquecimento testicular tem sido associado a um aumento
no estresse oxidativo e sua avaliagdo pode desencadear a compreensédo da patogénese
em muitas doengas (Calkosinski et al., 2015). Como resultado da producédo excessiva de
ROS, os espermatozoides podem sofrer danos no DNA mitocondrial e nuclear,
juntamente com lesdo peroxidativa da membrana plasmatica, e levar a supressdo da
espermatogénese e afetar a fragmentagcdo do DNA. A integridade do DNA afeta a
competéncia funcional do gameta (Cissen et al., 2016).

Nas imagens de prepacio e focinho, observaram-se diferencas entre o0s
tratamentos, mas os resultados podem sofrer influéncias que ndo foram controladas
nesse estudo. Ao realizar as imagens termograficas, residuos de urina do préprio animal
podem umedecer a regido e alterar a leitura da temperatura do prepucio, corroborando

resultados previamente relatados (Calkosinski et al., 2015).

CONCLUSOES

O dmega trés reduz o epitélio seminifero e a vitamina B12 minimiza esse efeito. A
elevacdo da temperatura do escroto resulta no aumento da porcentagem de gotas
citoplasmaticas distais. A temperatura do globo ocular ndo sofre influéncia significativa

do dmega trés e da vitamina B12.
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