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RESUMO

MARINHO, W. A. S. Suplementacio oral com Vitamina E para touros Brangus:
Integridade da membrana espermatica, qualidade seminal a fresco e pos-congelamento.
2009 68f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Animal), Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, 2008.

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno, localizada em Jaciara-MT, com o
objetivo de avaliar a integridade da membrana plasmatica e qualidade seminal de touros que
receberam suplementad¢do com vitamina E. Foram utilizados 16 touros Brangus com idade e
peso médio respectivamente de 24 meses e 462,2 Kg distribuidos aleatoriamente em dois
tratamentos. Os tratamentos foram: grupo controle (GC) e grupo que recebeu suplementagao
com vitamina E (GE- 400 UI de vitamina E/dia) adicionados ao concentrado. Cada grupo foi
mantido separado em piquetes formados por pastagem de Panicum maximum cv. Mombaca e
receberam concentrado diariamente na quantidade de 4,5 kg/animal. A suplementagdo com
vitamina E foi realizada por 60 dias. Durante o periodo experimental, foram realizadas 4
coletas de sémen sendo: antes do inicio da suplementagcdo; com 30 e com 60 dias de
suplementagdo, e¢ 15 dias apos o término da suplementagdo. O sémen foi coletado por
eletroejaculagdo, em tubo graduado, mensurou-se o volume, cor e aspecto. Em seguida foram
avaliados motilidade, vigor e turbilhonamento. Realizou-se o teste hiposmotico para
integridade de membrana, coloracdo eosina/nigrosina, Pope e coloragdo tripla. Foram
congeladas cinco palhetas de s€émen de cada animal em cada coleta, para isso utilizou-se o
meio diluidor tris gema-citrato de so6dio mantido em botijao criogénico. Apds o
descongelamento do s€émen foram avaliados motilidade, vigor, Pope, hiposmotico, eosina e
coloragdo tripla. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
medidas repetidas no tempo e os dados analisados por meio de ANOVA e do teste SNK com
nivel de significincia de 10%, com auxilio do programa estatistico SAS. Houve efeito da
supelementagdo (p=0,0367) para consisténcia testicular; vigor (p=0,0183); defeito menor
(p=0,0617). Nao foram encontradas diferencas (p>0,10) para as varidveis: volume,
motilidade, concentragdo, morfologia, integridade acrossomal, viabilidade espermatica e
integridade de membrana. Para o sémen pods-congelamento, foi observado efeito da
suplementagdo com vitamina E apenas para a coloragdo eosina/nigrosina, havendo melhoria
na viabiladade espermatica dos animais do GE. Para vigor houve interacdo (p=0,0878)
tratamento x tempo, observou-se que o GE teve menor queda de vigor que o GC pds-
congelamento. Nao se observou efeito de tratamento (p>0,10) para POPE, teste hipo-osmético
e coloracdo tripla. Com base nos parametros avaliados e os resultados obtidos nas condi¢des
experimentais do presente trabalho, conclui-se que a suplementa¢do oral com vitamina E
(400UI/dia) ndo melhorou a qualidade seminal nem a integridade da membrana espermatica
de touros. Para o sémen fresco conclui-se que esse nivel de suplementacdo foi benéfico para o
sémen submetido ao processo de criopreservacao indicando melhoria na protecdo da
membrana espermatica ao estresse oxidativo aos danos de membrana causados pelo
congelamento do sémen.

Palavras-chave: antioxidantes, estresse oxidativo, viabilidade espermatica



ABSTRACT
MARINHO, W. A. S.Vitamin E oral suplentation for Brangus bulls: spermatic
membrane integrity and quality of cool and post-freezing semen. 2008 68f. Dissertation
(Master in Animal Science), Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade
Federal de Mato Grosso, Cuiaba, 2008.

The experiment was realized in Fazenda Sereno, located in Jaciara-MT, objectifyied to
evaluate the plasmatic membrane integrity and seminal quality of vitamin E suplemented
bulls. Were used 16 Brangus bulls 24 months average age and 462,2kg average weight
fortuitous distributed in two treatments. The treatments were : controlled group(GC) and
vitamin E suplemented group (GE- 400Ul of vitamin E/day) added to the concentrate. Each
group was kept separated in poles formed for Panicum maximum cv. Mombaga pasture and
receiving 4.5kg/animal of concentrated daily. The vitamin E supplementation was
accomplished for 60 days. During the experimental period, 4 semen collections were realized
being: before the supplementation beginning; with 30 and 60 days of supplementation, and 15
days after the supplementation ending. The semen was collected by electroejaculation, in
graduated pipe, surveying the volume, color and aspect. After that motility, vigor and mass
had been evaluated. It is accomplishes the hiposmotic test for membrane integrity,
eosine/nigrosine coloration, Pope and triple coloration. Were freezing five semen straws of
each animal in each collect, using diluents of tris-yolk sodium citrate kept in cryogenic botijao
and analyzed later. After the semen melting were evaluated the motility, vigor, Pope,
hiposmotic, eosine and triple coloration. The experiment was installed in casual entirely
delineation with repeated measures in time and the data had been analyzed through the
ANOVA and SNK test with a significance level of 10% with assist of the statistical program
SAS. Was found treatment effect (p=0.0367) for testicular consistence; vigor (p=0.0183);
lesser defect (p=0.0617). Were not found differences (p>0.10) for the variables: volume,
motility, concentration, morphology, acrosomal integrity, spermatic viability and membrane
integrity. For the post-freezing semen, was observed treatment effect only for
eosine/negrosine coloration, there was betterment on spermatic viability of GE animals. For
vigor there was treatment x time interaction (p=0.0878), observed that the GE had lesser vigor
decrease than GC post-freezing. Did not observed treatment effect (p>0.10) for POPE, HIPO
and TRIPAN. Based in evaluated parameters and the obtained results on experimental
conditions of the present work, conclude that the
400 Ul/day oral vitamin E supplementation don’t have influence on seminal quality nor in
spermatic membrane integrity of bulls. To the cool semen conclude that this supplementation
level was benefic for the semen submitted to the cryopreservation process indicating a better
protection of spermatic membrane to the oxidative stress and to the membrane damages
caused by semen freezing.

Keywords: antioxidants, oxidative stress, sperm viability



LISTA DE ABREVIATURAS

ATP adenosina tri fosfato

CAT Catalase

°C Celsius

Cu’ ion cobre monovalente

DNA acido desoxirribonucléico
ROS espécies reativas ao oxigénio
GPx glutationa peroxidase

GRD glutationa redutase

GSH glutationa reduzida

G6PD glicose-6-fosfato desidrogenase
H' préton de hidrogénio

H,O molécula de agua

H,0, peroxido de hidrogénio

Kg Quilograma

Km Quilometro

NADPH nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(0)3 molécula de oxigénio

03 anion superdxido

OH radical hidroxila

SOD superoxido dismutase

Ul Unidade internacional

pH Potencial hidrogenionico
Zn** Zinco

+ A
Mn? Manganés



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Formagao do peréxido de hidrogénio (H,0O,) catalisada pela SOD........... 24
Figura 2: Conversao do peroxido de hidrogénio (H202), em agua (H20) e O2. ..... 26

CAPITULO 1:
Figura 1 — Dados metereologicos (temperatura minima, maxima e média) da regido de Jaciara,

MT - 02/06/2008 & 17/09/2008........ccoeeiiriiieiinieiieteneee et 38

CAPITULO 2:
Figura 1 — Dados metereologicos (temperatura minima, maxima e média) da regido de Jaciara,

MT - 02/06/2008 & 17/09/2008........ccoeeiiriiiieiinieiieeneee e 58



LISTA DE TABELAS

Capitulo 1

Tabela 1. Composi¢do porcentual do suplemento concentrado fornecido aos
ANIMAILS EXPETIMENTAIS. ..cuvvreriieeeiieeeieeeereeeeieeesreeesaeeesreeesreeenes
Tabela 2. Composi¢do quimico-bromatoldgica do suplemento concentrado e da
forragem utilizada na alimentagdo dos animais experimentais com base na
MAateria NAtUAL........c.ooveiiiriiiiirieeeeee e

Tabela 3 - Média £+ erro padrio da média das varidveis: consisténcia (CONS),
volume (VOL), motilidade (MOT), vigor (VIG), concentragdo (CONC),
total do ejaculado (TOTEJA), defeitos menores (DEFME), defeitos
maiores (DEFMA), defeitos totais (DEFTOT) das amostras seminais de
touros Brangus ndo suplementados (GC) ou suplementados com vitamina
E(GE). oo

Tabela 4 — Média + erro padrao da média (EPM) e nivel de probabilidade (P) das
variaveis viabilidade espermdtica (EOS), espermatozoides com
membrana plasmatica integra (HIPO), espermatozodides com acrossoma
integro (POPE), espermatozodides vivos com acrossoma intacto (TRI-1),
espermatozdides  vivos com  reagdo  acrossOmica  (TRI-2),
espermatozdides mortos com acrossoma intacto (TRI 3) e

espermatozdides mortos com reacao acrossomica
degenerativa (TRI 4) das amostras seminais de touros Brangus nao
suplementados (GO) ou suplementados com
vitamina E (GE).....ooooiiiiiiieee e

Tabela 5 - Consumo estimado diario de vitamina E na forragem (Mombaga), no
concentrado, no mombaga + concentrado (situagdo do grupo controle,
GC) e no mombaga + concentrado + suplementagdo (grupo
suplementado com vitamina E, GE) dos animais
(O 40111015 11723 KSR

Péagina

39

38

44

47

49



Capitulo 2

Tabela 1. Composicdo porcentual do suplemento concentrado fornecido aos
ANIMALS EXPETTMENTALS...c.vervrireeeteriiertierie ettt

Tabela 2. Composi¢cdo quimico-bromatoldgica do suplemento concentrado e da
forragem utilizada na alimentagdo dos animais experimentais com base
na Matéria NAtUIal .........cocoevieviirieniieeeeeeee e

Tabela 3 — Média + erro padrdo da média das varidveis motilidade espermatica
(MOT), vigor espermatico (VIG), viabilidade espermatica (EOS),
integridade de acrossomo (POPE); espermatozoides com membrana
plasmatica integra (HIPO), espermatozoides vivos com acrossoma intacto
(TR1-1), espermatozdides vivos com reagdo acrossdmica (TRI-2),
espermatozdides mortos com acrossoma intacto (TRI 3) do s€men fresco e
do sémen criopreservado de touros Brangus suplementados com vitamina
E (GE) e nao suplementados
(CONIOIE= GO). oot eeaneeens

Tabela 4 - Consumo estimado didrio de vitamina E na forragem (Mombaca), no
concentrado, no mombaga + concentrado (situagdo do grupo controle, GC)
e no mombaga + concentrado + suplementagdo (grupo suplementado com
vitamina E, GE) dos animais experimentais...........

59

59

63

66



SUMARIO

L INEEOAUGAO. ...ttt e et e e et e e e e ta e e e e e tbe e e e eataeeeeenneeas 14
2. ReVISAO d@ LITETALUIA. .....eeuviiieieiiieriieieeiie ittt ettt st sbe et sae e 16
2.1. Membrana Espermatica e Fertilidade............cccocoeviieiiiniiiiniiiiiieccceeee 16
2.2. Radicais Livres e Espécies Reativas a0 OXigENI0........cccueveereerieriernienienieeieniene 17
2.3, EStresse OXIAAtIVO...cuuiiutiiiieiiieiie ettt ettt ettt st s e e 19
2.4. Estresse Oxidativo e Infertilidade...........cccooiiiiiiiiiiiiiiieee 20
2.5. Criopreservacao X ROS......ccoo it 21
2.6. Mecanismos de Defesa AntioXidante.............coceveeriiiienienennienienecienieseeeeen 22
2.6.1. Controle ENZIMALICO.....cc.uiiiiiiiiiiieiiieieee ettt 24
2.6.1.1. Superdxido Dismutase (SOD)......c.uievcuiieeriieeriieeiee e 24
2.6.1.2. Glutationa Peroxidase (GPX).......cccceeviiieiiiieciieeciee et 25
2.6.1.3. Catalase (CAT)...cueeeceee ettt ettt et e e e e e e aae e s aee e e 26
2.7. Controle N30 ENZIMALICO. ......ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiieic e 26
2.7.1.VIamIna B s 26
2.8, BIDHOEIAIa. ..ccuuiiiiiieiii ettt an 29

3. Capitulo 1. Suplementagdo oral com vitamina E: integridade da membrana
espermatica e qualidade seminal em touros jovens suplementados a

PASTO ettt ettt ettt e e et e e e et e e et eeeeataeeeeennaeeas 33

3.1 INErOAUGAO. ... et e e et e e e e aaaeaas 36

3.2. Material € MEOAOS. .....c..eeiuiiiiieiiieiieie ettt 37

3.3. Resultado € DISCUSSA0......ccuueriieiieeiiieiie ettt ettt ettt ettt et e 43

R B A {1 1< 4143 2 USSP 50
4. Capitulo 2. Suplementac¢do oral com vitamina E para touros : Integridade da

membrana espermatica e qualidade do sémen pos-congelamento ......... 53

4.1, INETOAUGAOD. ...eeevieeeieeeetee ettt e et e et e e et e e e abeeeetbe e e aaeesssaeesnreeesaseeenaseeennns 56

4.2. Material € MEtOAOS. .......ccevuiiiiiiiieiie ettt et e e sae e e eave e e aaeeenes 57

4.3. Resultados € DISCUSSAOD.......cccuieiiiriieiieiieeieeete et eve et eeae et sreebeessaeesaeense e 62

I NS (<) (<11 01 2 O USROS 68

A4, CONCIUSOES GEITAIS..ceunneeeeeeeeeeee e e e e et e e e e e e e e e e et eeaaeeeeee e e aaaaeeeeeeeeeanaaaeeens 70



14

1. Introdugao

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo e os indices
de producdo e produtividade melhorando consideravelmente nos ultimos anos,
porém a pecuaria de corte no pais caracteriza-se por baixos indices de
produtividade, principalmente devido aos baixos indices reprodutivos do rebanho,
destacando-se os longos intervalos entre partos (SCHAFHAUSER Jr. e GAEDE,
1997; OLIVEIRA et al., 2006).

O touro tem a maior responsabilidade nos indices reprodutivos quando
comparado a fémea. No Brasil em torno de 95% das vacas e novilhas em condi¢des
de reproducdo sao servidas pela monta natural, restando menos de 5% para o
servigo de inseminacao artificial (FONSECA, 2003).

Os efeitos deletérios das condigbes ambientais em regides tropicais sobre o
aspecto reprodutivo sdo mais relevantes nos touros quando comparado a vaca, pois
se uma vaca falha por algum motivo perde-se um bezerro, ja quando o touro falha
ha uma perda potencial de 25 a 50 bezerros para cada 100 vacas (Carrilo, 1988;
citado por NICHI, 2003).

O clima tropical, por apresentar altas temperaturas facilita o aparecimento de
alteragdes no epitélio seminifero, com consequientes efeitos na qualidade do sémen.
A avaliacdo potencial da fertilidade do macho esta centrada nas caracteristicas
seminais do reprodutor, sendo importante a qualidade do espermatozdide na
fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario (ROMITTO, 2003).

Em condi¢des de Brasil Central, a elevagao da temperatura ambiental altera o
mecanismo de termorregulacéao testicular que acarreta degeneracao, causa principal
de subfertilidade e infertilidade em reprodutores. Uma das hipoteses para a
diminuicdo da qualidade seminal em animais submetidos ao estresse térmico seria o
aumento na producao de espécies reativas ao oxigénio (ROS) (GABALDI e WOLF,
2002; ROMITTO, 2003).

Os espermatozoides sao células altamente suscetiveis aos danos
peroxidativos, pois contém em sua membrana plasmatica alta concentracdo de

acidos graxos poliinsaturados e esses danos causados em sua membrana

" CARRILO, J. Manejo de un rodeo de cria. Buenos Aires: 27 ed.,INTA CERBAS EEA
Balcarce,1998,194 p.
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espermatica, ocorrem devido ao estresse oxidativo causado pela geragao de ROS. A
membrana espermatica ndo possui capacidade de reparar os seus danos
peroxidativos, o que leva a significativa geracdo de ROS, principalmente anion
superoéxido e peroxido de hidrogénio, grandes responsaveis por danos na viabilidade
do espermatozdide reduz a motilidade espermatica e diminui a capacidade
fertilizante dos espermatozodides (ALVAREZ e MORAES, 2006; TREMELLEN, 2008).

Com o objetivo de diminuir os danos na membrana espermatica causados
pelo estresse oxidativo e melhorar a eficiéncia reprodutiva, tem-se testado a
suplementacao com substancias antioxidantes, entre eles as vitaminas E, C e A
(CARVALHO et al.,2002).

Os anti-oxidantes restabelecem o balango entre as moléculas oxidantes e
anti-oxidantes no organismo, mantendo assim a integridade das membranas
celulares e prevenindo o dano oxidativo. A vitamina E é um antioxidante lipossoluvel,
e atua inibindo os processos de peroxidacao de lipidios in vivo. Estas substancias
agem como doadores de hidrogénio (H") para o radical peroxila interrompendo a
reagcao em cadeia de geragao de ROS, dessa forma diminui o estresse oxidativo das
membranas espermaticas (BARREIROS et al, 2006).

Contudo, constata-se a necessidade de maiores estudos envolvendo a
suplementagao com vitamina E para touros e sua influéncia no controle dos danos
espermaticos causados pelo estresse oxidativo, tendo em vista a escassez de
estudos com machos, que aborde os efeitos deletérios das ROS sobre a viabilidade
espermatica de bovinos. Assim, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito
da suplementacao oral com vitamina E sobre a qualidade e viabilidade espermatica
de touros mantidos em sistema de suplementacdo a pasto durante o periodo seco

do ano.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Membrana Espermatica e Fertilidade

Todas as células sdo circundadas por uma membrana plasmatica que a
delimitam, separando seu conteudo do meio que a circunda. Por servir de barreira
seletiva, a membrana plasmatica determina a composicao do citoplasma celular e,
tem papel fundamental na maioria dos fenémenos celulares (CUNHA, 2002).

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide sendo o componente
mais externo. Do mesmo modo que na membrana plasmatica de células somaticas,
os lipideos sdo distribuidos assimetricamente sobre a bicamada de lipideos na
membrana plasmatica do espermatozéide (FLESCH e GADELLA, 2000).

A membrana espermatica € uma estrutura altamente especializada, que
assume papel ativo na capacidade fertilizante, recebendo sinais e modificando-se
ao longo do processo de espermatogénese, transito e armazenagem no epididimo,
ejaculacdo, depdsito no trato genital feminino e, finalmente, capacitagcéo, reagéo
acrossomal e penetragdo no oodcito. Portanto € essencial uma membrana
espermatica intacta e funcional para que esses processos fundamentais a
fertilizacdo ocorram (CUNHA, 2002; ALVES et al., 2005).

Embora haja variagcdo consideravel entre as diferentes espécies de
mamiferos, em geral a membrana plasmatica do espermatozoéide contém 70% de
fosfolipideos, 25% lipideos neutros e 5% de glicolipideos (FLESCH e
GADELLA, 2000). A membrana é composta por lipideos e proteinas e o fato de nao
serem covalentes, conferem a mesma uma caracteristica de fluidez (BORGES,
2003).

Fatores externos as células espermaticas, tais como, alteragcbes na
composigao, variagdes de pH, oxidagao, temperatura e osmolaridade do meio que
as circunda, podem provocar alteragdes irreversiveis em suas membranas, limitando
com isso a funcéo fertilizante dos espermatozoides (CUNHA, 2002).

A suscetibilidade dos espermatozdides aos danos peroxidativos ocorrem
devido suas membranas serem compostas por grandes quantidades de acidos
graxos poliinsaturados. Esses danos peroxidativos séo induzidos pela formacao das
ROS, que € uma das maiores causas da reducdo da viabilidade e fertilidade dos
espermatozoides (ALVAREZ e MORAES, 2006).
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2.2. Radicais Livres e Espécies Reativas ao Oxigénio

O oxigénio foi descoberto no ar pelo quimico inglés Joseph Priestley em 1774.
Embora seja uma molécula essencial para os animais e plantas que utilizam energia
oriunda da oxidagdo das moléculas biolégicas, o oxigénio também pode ser
potencialmente toxico. De fato, sob certas condigdes, o oxigénio pode reagir com
moléculas organicas através de processos bioquimicos e, assim, levar a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), entre os quais se destacam os
intermediarios altamente reativos, os radicais livres (GRIVEAU e LANNOU, 1997).

As ROS sao radicais livres e oxidantes altamente reativos e incluem: radicais
peroxil, 6xido nitrico, superoxido (O2’), oxigénio livre (O), peroxinitrito, perdxido de
hidrogénio (H202) e os radicais hidroxila (OH’). Os radicais superdxido e hidroxila
possuem elétrons livres em sua 6rbita exterior sendo, portanto, altamente reativos e
oxidantes. As ROS podem ser produzidas por espermatozéides imaturos e
leucécitos. Na fisiologia normal dos espermatozoides, baixos niveis de ROS séao
benéficos, pois estimulam a capacitacdo espermatica, e promovem a reacao
acrossOmica. Em contraste, altos niveis de ROS s&o nocivos levando a peroxidagao
lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides e a fragmentacdo do DNA. O
aumento da peroxidagao lipidica esta associado com a diminuicdo da motilidade e
capacidade de fusdo do espermatozoide com o odcito (WICKENS, 2001; MARTINS
et al., 2004; WEN, 2006).

O termo radical livre refere-se ao atomo ou molécula altamente reativa, que
contém numero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica. E este ndo
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O oxigénio €& fundamental para o metabolismo celular e a producéo de
energia. Contudo, o metabolismo celular de oxigénio também produz ROS, que tém
o potencial de causar danos significativos aos tecidos biolégicos (WICKENS, 2001).
A maior parte da energia € produzida pela reagcdo controlada enzimaticamente de
oxigénio com hidrogénio na fosforilacdo oxidativa ocorrendo dentro da mitocéndria
durante o metabolismo oxidativo (TREMELLEN, 2008).

As ROS podem ser formadas de varias maneiras, mas os principais sitios de
formacao séo as mitocéndrias, onde o oxigénio é reduzido em reagdes sequenciais
para producao de agua (WICKENS, 2001).
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As ROS sao compostos instaveis com meia vida curta e quando presentes
intracelularmente podem afetar alguns processos celulares, além de degradar
primariamente as estruturas da membrana. A razdo dessa fragilidade €& a alta
propor¢ao de acidos graxos insaturados presentes nos fosfolipidios da membrana. A
degradagao das estruturas da membrana pelas ROS é denominada lipoperoxidacao
(GRIVEAU e LANNOU, 1997).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a agao das ROS, sendo a
membrana um dos componentes mais atingidos pela lipoperoxidagao, acarretando
alteracdes na estrutura e na permeabilidade das mesmas. Conseqlentemente, ha
perda da seletividade na troca idnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomas e formagao de produtos citotoxicos (como o
malonaldeido), culminando com a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997,
GUIMARAES et al., 2007) .

Em condigbes normais, as ROS sado produzidas e os seus efeitos séo
contrabalangados pelo sistema antioxidante endégeno. Quando a geragao de ROS
excede os mecanismos de defesa, o estresse oxidativo é gerado e contribui para a
lesdo celular reversivel ou irreversivel (GUIMARAES et al., 2007). As ROS s&o
formadas e degradadas por todos os organismos aerdbicos, portanto € necessario
que haja uma a concentracao fisioldgica ideal para o funcionamento normal das
células (DROGE, 2002).

Os efeitos adversos das ROS na reprodugdo em mamiferos tém sido
estudados ha mais de trés décadas e sua relagcdo com infertilidade tenha sido
relatada na literatura (SILVA, 2006).

Os fatores responsaveis pela excessiva producdo de espécies reativas ao
oxigénio pelos espermatozdides ainda n&do estdo bem esclarecidos. Em alguns
casos a presenga de xenobioticos gera radicais livres téxicos para os
espermatozoides. Outro fator seria a falha nos mecanismos celulares que regulam a

geracao de radicais livres por essas células (AITKEN e KRAUSZ, 2001).
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2.3. Estresse Oxidativo

Os danos celulares causados nos espermatozéides sao resultado de um
desequilibrio entre a geracdao de ROS e seu potencial antioxidante. Normalmente
nas gbnadas e no fluido seminal sdo mantidos niveis adequados dos antioxidantes:
superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa (GSH) peroxidase e redutase, que
sao responsaveis por manter o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes. No entanto
o desequilibrio pode ocorrer, sendo este denominado como estado de estresse
oxidativo. O estresse oxidativo € uma condi¢cao celular ou fisiolégica que causa
danos as membranas espermaticas alterando sua funcionalidade, causando
disfuncao espermatica, diminuicdo da motilidade e fertilidade (SIKKA, 1996;
AITKEN,1997; DROGE, 2002).

As principais fontes de produgdo de radicais livres no sémen sao os
leucécitos e os espermatozoides. A producdo de ROS €& um dos principais
mecanismos pelo qual os neutrdfilos destroem patégenos, sendo uma possivel fonte
geradora de estresse oxidativo no sémen, estudos sobre a relagéo entre a presenga
de leucécitos no sémen e a ocorréncia do estresse oxidativo ainda ndo sao
conclusivos, porém alguns autores relatam correlagdo positiva entre a quantidade de
leucdcitos e a produgao de ROS no sémen (TREMELLEN, 2008).

A producado de ROS por espermatozéides parece estar associada com a
retencdo do citoplasma residual na peca intermediaria (gota proximal) apds a
espermiagado, o aparecimento de gota proximal nos espermatozoides € observado
no ejaculado de animais submetidos ao estresse térmico. A razdo pela qual as
células com um excesso de citoplasma residual apresentam altas taxas de geragao
de ROS esta relacionada com a presenga de outra enzima citoplasmatica, a glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PD). Esta enzima mantém os niveis de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), que por sua vez, € uma fonte de
elétrons estimulando a producdo de ROS. (BARTH e OKO, 1989; AITKEN et al.,
1997; AITKEN, 1999).

O estresse oxidativo é responsavel pela reducdo na fertilidade dos
espermatozoides, no entanto os mecanismos responsaveis por essas alteracdes
ainda nao estdo bem esclarecidos. Uma provavel causa no aumento da geragao de
ROS é o aumento da temperatura testicular, situagdo comum em clima tropical,

principalmente na regido centro-oeste do Brasil que se caracteriza por altas
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temperaturas ambientais, aumentando a ocorréncia de estresse térmico (GABALDI e
WOLF, 2002; ROMITTO, 2003).

O estresse térmico predispde ao estresse oxidativo, pois com o aumento da
temperatura testicular ha um aumento na atividade de NADPH oxidase e aumento
na disponibilidade de metais de transicdo. Deficiéncias dietéticas também podem
estar associadas com a diminuicdo nos mecanismos de defesa antioxidantes
(AITKEN, 1999). Quando os testiculos sdo submetidos a uma elevagdo de
temperatura, ocorre aumento no metabolismo causando hipdxia nesses tecidos e
aumento na produgdo de ROS, levando a alteragbes espermaticas
(SETCHELL,1998).

2.4. Estresse Oxidativo e Infertilidade:

O estresse oxidativo é responsavel pelos danos causados ao DNA, que
aceleram a apoptose de células germinativas, diminuindo dessa forma a quantidade
de espermatozoides e reduzindo a qualidade espermatica. Os danos peroxidativos
na membrana espermatica promovem aumento nos defeitos espermaticos, reducao
da motilidade e consequentemente redugdo na fertilidade do espermatozoide
(AITKEN, 1999; SHARMA et al.,1999).

Os espermatozoides sao especialmente suscetiveis aos danos peroxidativos
porque contém elevada concentragdo de acidos graxos poliinsaturados em sua
membrana, ndo apresentam capacidade para repara-la e possuem significativa
capacidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio, principalmente anion
superoxido e perdxido de hidrogénio, grandes responsaveis por danos na viabilidade
e fertilidade de espermatozdides (AITKEN et al,1997; ALVAREZ. e MORAES,
2006).

A peroxidacéo lipidica da membrana espermatica faz com que haja alteragao
nas caracteristicas de fluidez da membrana espermatica levando a uma redugao na
motilidade espermatica, provavelmente devido a uma rapida perda de ATP
intracelular, ocasionando danos no axonema, diminui¢do na viabilidade espermatica,
aumento dos defeitos de morfologia na regiao da peca intermediaria afetando a
capacidade de fusdo das membranas, importante para a exocitose durante a reagao
acrossomal, com isso, reduzindo a capacidade de fusdo do espermatozéide com o

o6cito. Além de causarem danos diretamente ao DNA, comprometendo a
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contribuigdo gendbmica paterna para o embrido (SIKKA,1996; BALL, 2008;
TREMELLEN, 2008).

2.5. Criopreservagao x ROS

Com o congelamento de sémen objetiva-se obter um banco de sémen a ser
utilizado para a inseminagéo artificial, sendo uma importante ferramenta para o
melhoramento genético no rebanho. No entanto, varias alteragbes bioquimicas e
anatbmicas na célula espermatica (acrossoma, nucleo, mitocéndria, axonema e
membrana plasmatica) podem ocorrer durante o congelamento e descongelamento.
Dessa forma objetiva-se com os protocolos de congelamento minimizar os danos
causados a membrana espermatica pela formagao de cristais de gelo e também pelo
estresse oxidativo causados durante a criopreservagcdo do sémen (AMIRAT et
al.,2004).

Durante o congelamento as células sdo submetidas a um estresse que ocorre
devido a formacdo de cristais de gelo. A exposicdo das células aos meios
crioprotetores hiperosmoéticos, provoca um efluxo de agua e ions do meio intracelular
causando um encolhimento da célula, porém o processo de descongelamento
implica na inversdo destes efeitos, sendo que esses dois processos induzem a
danos na membrana espermatica (HOLT, 2000).

A diminuic&o da viabilidade espermatica ocorre devido aos danos causados a
membrana espermatica pelo congelamento e o descongelamento, pois durante
esses processos ocorre aumento na sensibilidade aos ROS elevando os niveis de
peroxidacgao lipidica.

A peroxidacéo dos acidos graxos poliinsaturados da membrana espermatica é
responsavel pelo aumento na permeabilidade da membrana com consequente
diminuicdo na motilidade espermatica e alteragbes na morfologia normal do
espermatozoide (ALVAREZ e STOREY, 1992; SIKKA, 1996; WANG, 1997;
WATSON, 2000). Apds o congelamento e descongelamento do sémen pode ocorrer
diminuicdo na motilidade espermatica em torno de 50% comparado com o sémen
fresco, isso ocorre devido ao aumento na morte celular e perda da fungao
espermatica causados pelo estresse oxidativo (WATSON, 2000; BILODEAU, 2002).

O estresse oxidativo causado ao espermatozoide durante o processo de
congelamento ocorre durante a fase de resfriamento até que a célula espermatica
atinja 4°C, pois nessa etapa ha grande producdo de ROS (BILODEAU, 2002). O
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descongelamento do sémen também causa danos oxidativos a célula espermatica,
isso acontece em decorréncia da rapida utilizagdo de oxigénio pelos
espermatozoéides apos o periodo de interrupcdo no metabolismo, com isso ha maior
producdo de radicais livres, consequentemente alteragdo da membrana e
fragmentacao do DNA (BALL, 2008).

Em condi¢gdes normais o estresse oxidativo mediado pela elevada producgéo
de ROS é dependente da quantidade de antioxidantes celulares presentes no
sémen, o qual ira contrapor o efeito dos ROS minimizando o estresse oxidativo. Em
decorréncia do aumento dos danos fisicos causados pelo choque térmico nas
células espermaticas associado ao aumento da sua susceptibilidade ao estresse
oxidativo, devido ao aumento da producdo de ROS pelo processo de
criopreservagao, alguns autores tem avaliado o efeito da adicdo de antioxidantes,
como a vitamina E, para neutralizar a perda de motilidade gerada pelas ROS
(TAYLOR, 2001).

Na literatura encontram-se trabalhos avaliando a adicdo de antioxidantes ao
meio de criopreservagdo do sémen com o objetivo de atenuar os efeitos das ROS
nos espermatozoides, porém os resultados encontrados ainda sao conflitantes, pois
0 estresse oxidativo pode ter sido originado antes mesmo do processo de
criopreservacao do sémen. Entretanto, o uso de antioxidantes na dieta pode ser uma
alternativa para reduzir o estresse oxidativo no sémen fresco, consequentemente
diminuindo os danos causados no pés-congelamento (TAYLOR, 2001; BALL, 2008).

2.6. Mecanismos de Defesa Antioxidante

O organismo animal desenvolveu mecanismos para proteger-se parcial ou
totalmente do dano peroxidativo causado pelas ROS aos componentes celulares e
as substancias que participam destes mecanismos receberam o nome de
antioxidantes (BORGES, 2003; HATAMOTO, 2004; SILVA, 2006).

Define-se um antioxidante como qualquer substancia que, quando presente
em baixas concentragdes, comparadas com as de um substrato oxidavel, retarda ou
previne significativamente a oxidagao deste substrato (BIANCHI e ANTUNES,1999;
ALVAREZ e MORAES, 2006).

As defesas antioxidantes protegem os tecidos e liquidos corporeos da leséo
causada pelos oxidantes produzidos pelo metabolismo normal. Constituidas por

acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, substancias hidrossoluveis e
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enzimas, derivam principalmente da dieta, como no caso das vitaminas E, C, beta
caroteno, e dos elementos-trago zinco, cobre e selénio. Ressalta-se que as defesas
antioxidantes ndo conferem protecdo completa contra as ROS produzidas pelo
organismo (LEITE e SARNI, 2003).

O equilibrio entre as ROS e as defesas antioxidantes tende ligeiramente em
favor das espécies reativas, de modo que elas possam cumprir suas funcdes
biolégicas. As defesas antioxidantes restabelecem o equilibrio permitindo ao
organismo tolerar o estresse oxidativo leve e moderado. A presenca de doencga e
desnutricdo rompe este equilibrio provocando estresse grave, com alteragbes do
metabolismo celular, lesdo do DNA e dos transportadores de ions das membranas
celulares, elevacéo de calcio e ferro ionizados e peroxidacéo lipidica, estes eventos
culminam em morte celular (LEITE e SARNI, 2003).

Em geral os mecanismos de defesa antioxidantes podem ser definidos como
sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. Enzimas antioxidantes, como a superdxido
dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase sao antioxidantes preventivos,
porque eliminam espécies reativas envolvidas no inicio das reagdes de cadeia dos
radicais livres, enquanto que as pequenas moléculas antioxidantes, tais como
ascorbato, o tocoferol, coenzima Q, urato, e glutationa, sdo capazes de reparar
radicais oxidados e, além disso, o ascorbato e o tocoferol funcionam em conjunto
para proteger a membrana de danos peroxidativos (ALVAREZ et al.,1987;
BUETTNER , 1993; SILVA, 2006).

Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdégenas, impedindo o ataque sobre os lipideos,
os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e
as bases do DNA, o que evita a formacao de lesdes e perda da integridade celular
(BIANCHI e ANTUNES, 1999).

A peroxidagéo lipidica pode ser inibida por antioxidantes que interrompem a
cadeia de peroxidagao reagindo com os radicais peroxila ou alcoxila e, desta forma,
gerando um hidroperéxido e um radical livre formado a partir do antioxidante. Entre
estes antioxidantes estd o a-tocoferol, que interage com o oxigénio livre (Oz) e
fornece atomos de hidrogénio para o radical peroxila dos acidos graxos, impedindo
desta forma a reacdo em cadeia que se propaga nas membranas lipidicas (MAFRA
et al.,1999).



24

Os antioxidantes oriundos da dieta, tais como as vitaminas E, C e A, os
flavondides e carotendides sdo extremamente importantes na intercepg¢ado dos
radicais livres. Outro mecanismo de protecao € o reparo das lesdes causadas pelos
radicais. Esse processo esta relacionado com a remocdo de danos da molécula de
DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas. Em algumas
situacbes pode ocorrer adaptagdo do organismo em resposta a geragao desses
radicais com o aumento da sintese de enzimas antioxidantes (BIANCHI e
ANTUNES, 1999).

A protecao dos efeitos dos oxidantes também pode ser feita pela reparagao
dos prejuizos. Porém, os espermatozdides sdo incapazes de reparagao os danos
induzidos pelo estresse oxidativo, pois falta-lhes a enzima citoplasmatica

necessarios para realizar a reparagao (AGARWAL e SALEH, 2002).

2.6.1. Controle Enzimatico

O espermatozoide das espécies animais possui um sistema intracelular de
defesa antioxidante contra as ROS, que consiste principalmente das enzimas:
superoxido dismutase (SDO), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa
redutase (GRD) (ALVAREZ e MORAES, 2006).

2.6.1.1-Superéxido Dismutase (SOD)

As células aerdbias sao protegidas da agado do superoxido e do peroxido de
hidrogénio pela acao da superoxido-dismutase (SOD), uma metaloenzima que
converte o radical superéxido em peréxido de hidrogénio, e pela acdo da catalase, o
peréxido de hidrogénio é convertido em agua e oxigénio molecular. A Superdxido
dismutase converte o radical superdxido altamente reativo para H,O, que s&o menos
reativas (LEITE e SARNI, 2003).

0, +0, +2H" _5%®, H,0,+ 0,

Figura 1: Formagao do perdxido de hidrogénio (H2O) catalisada pela SOD

A SOD catalisa a destruicdo do radical anion superéxido O, , convertendo-o
em oxigénio e peroxido de hidrogénio. A decomposi¢cao do radical anion superéxido
O, ocorre naturalmente, porém necessita que ocorra colisdo entre duas moléculas

de O, de forma que ha necessidade de maior concentracdo do radical anion
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superoxido. A presenga da enzima SOD favorece essa dismutacao, eliminando a
necessidade da colisdo entre as moléculas. A acdo desta enzima permite a
eliminacdo do O, mesmo em baixas concentracdes. Existem duas formas de SOD
no organismo, a primeira contém Cu?* e Zn?* como centro redox e ocorre no citosol,
sendo que sua atividade néo € afetada pelo estresse oxidativo. A segunda contém
Mn%* como centro redox, ocorre na mitocondria e sua atividade aumenta com o
estresse oxidativo (LEITE e SARNI, 2003; BARREIROS et al., 2006)

2.6.1.2. Glutationa Peroxidase (GPX)

O tripeptideo glutationa (GSH), principalmente na sua forma reduzida, esta
presente na maioria das células e € o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular.
Sua capacidade redutora esta associada ao grupamento -SH presente na cisteina. A
glutationa tem sido reconhecida como substrato para GSH-tranferases e GSH
peroxidases, enzimas que catalizam as reagbes de detoxificagcdo de compostos
xenobidticos e da antioxidagao de espécies reativas de oxigénio e radicais livres. A
concentracgéao tissular de GSH pode ser regulada pela dieta e pelo estado nutricional
(VANUCCHI et al.,1998).

A glutationa peroxidase (GPX), que utiliza para sua acgao a glutationa (GSH) é
um tripeptideo contendo cisteina e representa o tiol ndo protéico mais abundante
nas células de mamiferos. E substrato para as enzimas anti-oxidantes: GSH
transferases e peroxidases (dependentes de selénio). As demais fungbes da GSH
envolvem sua participagcdo no estoque e transporte de cisteina, regulacdo do
balanco "redox", metabolismo de prostaglandinas e leucotrienos, sintese de
desoxirribonucleotideos, funcdo imune e proliferacdo celular. Suas multiplas
fungdes, em varios tecidos, tém sido documentadas na literatura, pelas inter-
relacdes entre GSH tecidual, nutricao, estresse oxidativo e doenca (LEITE e SARNI,
2003).

O sistema GSH atua catalisando a dismutagédo do peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio, sendo que a glutationa opera em ciclos entre sua forma oxidada e
sua forma reduzida. A GSH reduz o H,O, a H,O em presenga de GPX, formando
uma ponte dissulfeto e, em seguida, a GSH é regenerada (BARREIROS et al.,2006).

A GPX é um dos principais varredores enzimaticos de radicais livres, estando
presentes em teores elevados nos eritrocitos e hepatécitos e moderados nos
pulmdes e no coragdo. (LEITE e SARNI, 2003).
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2.6.1.3 Catalase (CAT)

Catalase é uma das mais eficientes enzimas conhecidas. E tdo eficiente que
nao pode ficar saturada por qualquer concentragao de H,O,. CAT reage com H,0»,
para formar agua e oxigénio molecular (MATES e SANCHES-JIMENEZ, 1999).

CAT
2 H,O, 2 H,O + O,
Figura 2: Conversao do peréxido de hidrogénio (H20O3), em agua (H20) e O..

Nos animais o H202 é detoxificado pela CAT e embora a CAT nao seja
essencial para alguns tipos celulares, em condigdes normais ela possui um
importante papel na tolerancia ao estresse oxidativo, e na resposta adaptativa das
células a este estresse (MATES e SANCHES-JIMENEZ, 1999).

2.7. Controle nao Enzimatico
2.7.1. Vitamina E

O termo vitamina E foi descrito primeiramente por Evans e Bishop em1922 e
€ considerado um micronutriente essencial para a reprodugao, tendo como fungao a
manutengdo da integridade e funcionalidade dos sistemas reprodutivo, muscular,
circulatorio, nervoso e imune. (RICCIARELLI et al. , 2001; BORGES, 2003).

A vitamina E é uma substancia lipossoluvel, e composta por dois grupos:
tocoferodis (a,B,y,0) e tocotriendis (a,B,y,0), sendo que cada grupo possui quatro
isoformas (a,,y,8) (BRIGELIUS — FLOHE,1999). Ela esta presente nas membranas
biolégicas e desempenha importante agdo na preservagdo da integridade das
membranas, protegendo os lipideos poliinsaturados da bicamada de fosfolipidios
contra a oxidagao (QUINN, 2003).

O tocoferol encontra-se presente na dupla camada lipidica de membranas
celulares. Sendo que a cadeia lateral do tocoferol mistura-se com os acidos graxos
de cadeia longa com o nucleo cromado na superficie da membrana celular (Booth e
Mcdonald,19922, citados por Borges, 2003). Neste local, o tocoferol atua como
antioxidante para proteger a membrana celular dos efeitos nocivos dos radicais
livres (BORGES, 2003).

2 BOOTH, N. H.;MCDOWELL, L. E. Farmacologia e Terapéutica em Veterinaria. 6° edigao,
Editora Guanabara Koogan. S.A., Rio de Janeiro, 1992. 997p.
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Os radicais livres tém uma tendéncia a reacdo em cadeia, ou seja, um
composto que transporta elétrons desemparelhados vai reagir com outro composto,
gerando um desemparelhamento de elétrons, produzindo assim espécies reativas ao
oxigénio (AGARWAL e SALEH, 2002). O a-tocoferol, um antioxidante que inibe a
peroxidagao lipidica nas membranas pelo sequestro dos radicais peroxil e alkoxil,
quebrando assim a reagao em cadeia. A capacidade do a - tocoferol em manter uma
taxa de equilibrio na reducao de radicais peroxil na membrana plasmatica depende
da reciclagem de a-tocoferol por reduzir agentes tais como ascorbato ou tidis. Desta
forma, a-tocoferol esta apto a funcionar novamente quebrando as reagbes em
cadeia de formacao de radical livre (AGARWAL e SALEH, 2002).

A vitamina E é comprovadamente um eficiente inibidor da peroxidacdo de
lipidios in vivo, agindo como doadores de H* para o radical peroxila, interrompendo a
reacao radicalar em cadeia. Cada tocoferol pode reagir com até dois radicais
peroxila e, nesse caso, o tocoferol é irreversivelmente desativado. Para que eles nao
se desativem, necessitam do mecanismo de regeneragdo sinergético com o
ascorbato nas membranas celulares e com a ubiquinona na membrana mitocondrial
(BARREIROS et al, 2006).

De acordo com Suleiman et al. (1996 ) a suplementagao oral com vitamina E,
em humanos, reduziu significativamente a peroxidacao lipidica (avaliada através das
concentragbes de malonaldeido) e aumentou a motilidade espermatica, promovendo
aumento da ocorréncia de gravidez durante o estudo em 21%. A administragcéo oral
de vitamina E melhora a motilidade espermatica (SULEIMAN et al.,1996 ).

De acordo com Velasquez-Pereira (1998) touros alimentados com 14 mg de
gossipol livre/Kg de peso corporal e suplementados com vitamina E tiveram um
aumento da porcentagem de espermatozoides normais, aumento no percentual de
motilidade, diminuicdo de anormalidades de peca intermediaria, reduzindo os efeitos
do gossipol sobre essas variaveis, devido a vitamina E reduzir os danos causados
pelas ROS ou pelo efeito das enzimas envolvidas no sistema antioxidante do
testiculo.

O efeito da vitamina E na protecdo da membrana espermatica tem grande
importancia ao final da espermiogénese, pois € o momento em que o
espermatozoide perde maior parte do seu citoplasma, com isso diminuindo as

concentracdes citoplasmaticas das enzimas antioxidantes.
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Embora a suplementacdo oral para touros com vitamina E seja uma
alternativa para evitar os danos peroxidativos na membrana espermatica causados
pelas ROS, ainda ndo se tem comprovado a eficacia dessa suplementacado sobre a
viabilidade espermatica, uma vez que ainda sdo escassos os estudos sobre a agao
da vitamina E suplementar na dieta animal e os resultados ainda sao controversos
no que diz respeito ao uso oral de vitamina E.

Dessa forma com o objetivo de minimizar essa deficiéncia foram realizados
0s seguintes artigos: “Suplementacgao oral com vitamina E: integridade da membrana
espermatica e qualidade seminal em touros jovens suplementados a pasto”
(Capitulo 1), “Suplementacdo oral com vitamina E para touros: Integridade da
membrana espermatica e qualidade do sémen pds-congelamento” (Capitulo 2).
Estes artigos foram elaborados segundo as normas propostas pela Revista

Brasileira de Saude e Produgao Animal .
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3. Capitulo 1
Suplementacio oral com vitamina E: integridade da membrana espermatica e qualidade
seminal em touros jovens suplementados a pasto.
Oral supplementation with vitamin E: membrane integrity of sperm and semen quality in
young bulls

Resumo

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno, localizada em Jaciara-MT, com
objetivo de avaliar a integridade da membrana plasmatica e qualidade seminal de touros
suplementados com 400 UI de vitamina E/dia. Foram utilizados 16 touros Brangus com idade
média de 24 meses e peso médio de 462,2 Kg distribuidos aleatoriamente em dois
tratamentos: grupo controle (GC) e grupo suplementado com vitamina E (GE- 400 UI de
vitamina E/dia) adicionados ao suplemento concentrado. Cada grupo foi mantido separado em
piquetes formados por pastagem de Panicum maximum cv. Mombaca e receberam
concentrado diariamente na quantidade de 4,5 kg/animal. A suplementagdo com vitamina E
foi realizada por 60 dias. Durante o periodo experimental foram realizadas 4 coletas de sémen
sendo: antes do inicio da suplementacdao; com 30 e com 60 dias de suplementacdo, e 15 dias
apés o término da suplementacdo. O sémen foi coletado por eletroejaculagdo, em tubo
graduado, aferiu-se o volume, cor e aspecto do ejaculado. Em seguida foram avaliados
motilidade, vigor e turbilhonamento espermatico. Realizou-se o teste hiposmotico para avaliar
integridade de membrana, coloragdo eosina/nigrosina, Pope e coloragdo tripla. O experimento
foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com medidas repetidas no tempo. Os
dados foram analisados através da ANOVA e do teste SNK com um nivel de significancia de
10%. Foi encontrado efeito da suplementacdo (p=0,0367) para consisténcia testicular(GC=
3,17+0,08 e GE= 2,95+0,45); vigor (p=0,0183) (GC=2,71+£0,095 ¢ GE=2,23+0,16); defeito

menor (p=0,0617) (GC=4,33+0,62 ¢ GE=5,29+0,58). Nao foram encontradas diferencas
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(p>0,10) para as demais variaveis: volume, motilidade, concentragao, morfologia, integridade
acrossomal, viabilidade espermatica e integridade de membrana. Com os resultados obtidos
nas condigdes experimentais do presente trabalho, conclui-se que a suplementag¢ao oral com
vitamina E de 400Ul/dia ndao apresentou melhoria sobre a qualidade seminal nem a
integridade da membrana espermatica de touros.
Palavras-chaves: espécies reativas ao oxigénio, estresse oxidativo, lipoperoxidagao
Summary

The experiment was realized in Fazenda Sereno, located in Jaciara-MT, with objetive
to evaluate plasmatic membrane integrity and seminal quality of bulls supplemented with
vitamin E. Had been used 16 Brangus bulls with 24 months average age and 462.2kg average
weight fortuitous distributed in two treatments. The treatments had been: controlled group
(GC) and vitamin E supplemented group (GE 400 UI of vitamin E/dia) added to the
concentrate. Each group was kept separate in poles formed for of Panicum maximum cv.
Mombaga pasture and receiving 4.5kg/animal of concentrated daily. The vitamin E
supplementation was accomplished for 60 days. During the experimental period, 4 semen
collections were realized being: before the supplementation beginning; with 30 and 60 days of
supplementation, and 15 days after the supplementation ending. The semen was collected by
electroejaculation, in graduated pipe, surveying the volume, color and aspect. After that
motility, vigor and mass had been evaluated. Accomplished the hiposmotic test for membrane
integrity, eosine/nigrosine coloration, Pope and triple coloration. The experiment was realized
in casual entirely delineation with repeated measures in time. The data had been analyzed
through the ANOVA and SNK test with a significance level of 10% with assist of the
program statistical SAS. The treatment effect was found (p=0,0367) for testicular consistency
(GC= 3,1740,08 and GE= 2,95+0,45); vigor (p=0,0183) (GC=2,71+0,095 and

GE=2,2340,16); lesser defect (p=0,0617) (GC=4,33+0,62 ¢ GE=5,29+0,58). Differences had
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not been found (p> 0,10) for the variables: volume, motility, concentration, morphology,
acrosomal integrity, spermatic viability and membrane integrity. The results gotten in the
experimental conditions of the present work, conclude that the oral supplementation with
vitamin E 400Ul/dia did not have influences on the seminal quality nor the spermatic

membrane integrity of bulls.

Keywords: lipoperoxidation, reactive oxygen species, oxidative stress
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3.1. Introducao

O Brasil € um pais de clima tropical, que se caracteriza por clima quente umido, sendo
a regido Centro-Oeste o principal produtor de gado de corte do pais, essa regido possui um
clima com temperatura ambiente elevada. Altas temperaturas ambientais € a principal causa
de alteragdes no epitélio seminifero, com conseqiientes efeitos na qualidade seminal (NICHI,
2003; ROMITTO, 2003).

Assim em condigdes de Brasil Central a elevagao da temperatura ambiente altera o
mecanismo de termorregulacdo testicular acarretando degeneragdo que € a causa principal da
queda de fertilidade em touros. Uma das hipoteses para a diminuicao da qualidade seminal em
touros submetidos ao estresse térmico seria o aumento na produgdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) (GABALDI e WOLF, 2002; NICHI, 2003; ROMITTO, 2003).

A capacidade de fertilizagdo dos espermatozoéides ¢ dependente, entre outros fatores da
sua motilidade e da integridade de sua membrana. As substincias oxidativas quando
produzidas em excesso no organismo, em particular no liquido seminal comprometem a
motilidade e viabilidade espermatica (CARVALHO et al.,2002).

A membrana espermatica ¢ rica em acidos graxos poliinsaturados necessarios para
manter a fluidez da membrana durante a fusdo no momento da fertilizacdo. Devido a isso a
membrana espermatica torna-se vulneravel aos danos oxidativos decorrentes da excessiva
produ¢do de ROS no sémen, causando o estresse oxidativo. Este fato resulta em
comprometimento da capacitacdo espermdtica, reacdo acrossOmica, aumento na
permeabilidade da membrana espermatica, causando anomalias morfoldgicas e prejudicando a
fertilidade (PASQUALOTTO et al., 2001; CARVALHO et al., 2002).

A diminui¢ao da qualidade seminal geralmente ¢ mal compreendida, porém pode ser
influenciada por fatores como ambiente, idade e dieta. Dietas contendo antioxidantes e sua

influencia na qualidade seminal tem sido estudada, a fim de minimizar os danos causados
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pelas ROS, porém os resultados avaliando o uso oral de vitamina E sdo conflitantes
(ESKENAZI et al., 2005).

A vitamina E ¢ um antioxidante lipossoluvel e tem a capacidade de impedir a
propagacdo das reagdes em cadeia induzidas pelas ROS nas membranas bioldgicas,
representando uma importante defesa contra as lesdes oxidativas causadas a membrana
espermatica, inibindo a peroxidacao lipidica dessas membranas (SMITH e AKINBAMIJO,
2000).

Devido a escassez de trabalhos avaliando o uso oral de vitamina E na qualidade
seminal de touros, objetivou-se com este trabalho avaliar se a suplementagdo oral de touros

com vitamina E alteraria as caracteristicas seminais e a integridade da membrana espermatica.

3.2. Material e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno - GAP, localizada no municipio de
Jaciara, distante 140 km de Cuiabd, Mato Grosso, no periodo de junho a setembro de 2008. O
municipio de Jaciara encontra-se na altitude de 367m, latitude 15° 57 55 sul e longitude 54°
58’ 06” oeste. O clima da regido ¢ tropical, sazonal, com duas estacdes bem definidas, verao
chuvoso (outubro a margo) e inverno seco (abril a setembro). A temperatura média anual ¢

28°C e pluviosidade média anual de 2000 mm (Wikipédia, 2009).
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Figura 1 — Dados metereoldgicos (temperatura minima, maxima e média) da regido de Jaciara,
MT - 02/06/2008 a 17/09/2008, Fonte: INMET, 2009.

Foram utilizados 16 touros da raga Brangus com idade média de 24meses, € peso vivo
médio inicial de 462,2 Kg. Ao inicio do experimento, os animais foram vermifugados
(Doramectina 1% - Dectomax®, Pfizer Saide Animal) e tratados com ectoparasiticida
(Cipermetrina + Ethion - Ciperthion®, Shering-Plough), o controle de ectoparasitas foi
realizado a cada coleta de dados. Em seguida os animais foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos:

GC= Grupo controle (suplementacdo concentrada sem adi¢cao de vitamina E);
GE=Grupo vitamina E (suplementaciao concentrada com 400UI/animal/dia de vitamina E).

A area destinada aos animais experimentais foi constituida de dois piquetes de 7,35 ha,
com Panicum maximum cv. Mombaga. Providos de bebedouro e cocho para fornecimento do
suplemento, cujas dimensdes permitiam o acesso de todos os animais simultaneamente.

Os animais foram mantidos em pastejo, sendo suplementados com ragdo concentrada

(Tabela 1) uma vez ao dia.
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Tabela 1. Composicdo porcentual do suplemento concentrado fornecido aos
animais experimentais.

Ingrediente (%)

Farelo de soja 27,50
Milho integral moido 67,25
Calcario 1,50
Enxofre 0,25

Uréia 0,50
Sal mineral 88* 3,00

*Niveis de garantia por kg do produto: Fosforo — 88g; Calcio — 154g; Cobre — 1700mg; Enxofre — 12g;
Cobalto — 200mg; Manganés — 1300mg; Zinco — 5000mg; Iodo — 130mg; Selénio — 20mg; Magnésio — 6mg;
Sodio — 130mg.

Os suplementos foram formulados para ganho de peso de 1 kg/dia e conterem 21% de
PB na matéria natural. Foram fornecidos em quantidade equivalentes a 4,5 kg/animal/dia e,
sempre as 11:00h. Foram coletadas amostras de forragem e do suplemento para posteriores

analises no Laboratorio de Nutri¢do Animal da FAMEV-UFMT (Tabela2).

Tabela 2. Composicdo quimico-bromatologica do suplemento concentrado e da forragem
utilizada na alimentacdo dos animais experimentais com base na matéria natural

Nutriente Suplemento (%)  Forragem (%)
Matéria seca (MS) 90,00 37,99
Proteina bruta (PB) 21,00 6,23
Fibra em detergente neutro (FDN) 29,40 67,57
Extrato etéreo (EE) 2,50 1,05
Matéria mineral (MM) 8,43 7,80

O experimento teve duracdo de 75 dias. Os animais foram suplementados por um
periodo de 60 dias. Ao final dos 60 dias os animais continuaram recebendo o mesmo manejo,
sendo fornecido concentrado sem a suplementacdo de vitamina E durante 15 dias, para
avaliag¢do de possivel efeito residual. Antes do periodo experimental os animais passaram por

um periodo de adaptagdo de 10 dias, aos piquetes e ao concentrado.
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Durante o periodo de suplementagao (60 dias) foram feitas 3 coletas com intervalo de
30 dias e a quarta e ultima coleta foi feita 15 dias ap0s a coleta 3, (dias: DO, D30, D60 e D75).
Sendo que a coleta 1 foi realizada antes de iniciar a suplementacao com vitamina E (D0 — sem
suplementagdo de vitamina E) , no dia seguinte iniciou-se a suplementacdo com vitamina E
dos touros do grupo GE e 30 dias ap6s realizou-se a coleta 2 (D30- com suplementacao de
vitamina E) e 60 dias apos realizou-se a coleta 3 (D60- com suplementagao de vitamina E).

Apo6s os 60 dias de suplementacdo os animais continuaram a receber 0 mesmo manejo,
porém nao foi adicionado a vitamina E ao suplemento, e apds 15 dias da terceira coleta
realizou-se entdo a coleta 4 (D75- sem suplementagao de vitamina E) para avaliagcdo do efeito
residual da suplementagao vitaminica sobre os parametros espermaticos.

Para a coleta do sémen os animais foram contidos em tronco apropriado e submetidos
a higienizacdo do pénis e preplucio. A consisténcia testicular (CONS) foi avaliada e
classificada em escala de um a cinco, onde, 1 foi considerado o testiculo duro e¢ 5 foi
considerado o testiculo mole (Reichenbach et al., 2008). Posteriormente a realizacao do
exame clinico dos animais, realizou-se a limpeza do reto e ao mesmo tempo avaliou-se a
genitalia interna e em seguida o sémen era coletado através do método de eletroejaculagao, e
recolhido em tubo plastico graduado em mililitros, isolado de choque térmico e da luz,
previamente aquecido.

Apbs a coleta do sémen, aferiu-se o volume (VOL), cor e aspecto do ejaculado por
meio de visualizagdo direta do tubo graduado utilizado para a coleta. Em seguida o sémen foi
avaliado de acordo com as recomendagdes do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(CBRA, 1998), para os seguintes parametros:

- Turbilhonamento (TURB): feito com uma gota sobre uma lamina previamente
aquecida a 37°C, e observado em microscopio Optico em aumento de 40x, com uma escala de

0 a5, sendo que 0 foi considerado a auséncia de turbilhdo e 5 o turbilhdo maximo.
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- Motilidade e Vigor espermaticos: feita entre lamina e laminula, previamente
aquecida a 37°C em microscopio Optico em aumento de 100x. Motilidade foi avaliada como
porcentagem de espermatozoides moveis e vigor espermatico como escala (0 a 5) (CBRA,
1998).

As demais analises seminais foram preparadas no momento da coleta e avaliadas
posteriormente no Laboratéorio de Biotecnologia e Reprodugdo Animal (LABRA) da
Universidade Federal de Mato Grosso.

Uma aliquota de sémen foi diluida em solucdo de formol salino na proporcao 1:200
para avalia¢do da concentracdo espermatica (CONC) do ejaculado, total de espermatozodides
no ejaculado (TOTEJA) e avaliagdo da morfologia espermatica. A concentragdo espermatica
foi determinada através da utilizagdo da Camara de Neubauer, e expressa em milhdes de
espermatozdides por mL. A analise da morfologia espermatica foi feita através de preparacdes
umidas, entre lamina e laminula, avaliando-se 200 células espermaticas com auxilio de
microscopia por contraste de fase, aumento de 1000x e imersdo. As alteragcdes espermaticas
foram classificadas de acordo com Barth ¢ Oko (1989) sendo divididas em defeitos maiores
(DEFMA), menores (DEFME) e totais (DEFTOT) (CBRA, 1998).

O teste hipo-osmético (HIPO) foi realizado segundo a metodologia de Jeyendran et al.
(1984). As amostras foram analisadas em microscopia com contraste de fase,
aumento de 1000x, pelo método de cidmara imida. Avaliaram-se 200 células, sendo estas
classificadas em espermatozdides normais, com cauda enrolada e cauda fortemente
enrolada (FONSECA et al., 2005).

Na analise da viabilidade espermatica, foi utilizada a coloragdo de eosina e nigrosina
(EOS) (WHO, 1992), onde os espermatozdides com membrana integra (vivos) sao

impermeaveis ao corante, mantendo-se incolores, € os com membrana lesionada (mortos) se
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coram de rosa. Foram contadas 200 células em microscopio optico, sob imersdo e aumento de
1000x.

Para avaliacdo da integridade acrossomal, utilizou-se o Corante Simples de Pope
(POPE et al., 1991) que foi avaliada em microscopio Optico, sob imersdo e aumento de 1000x.
Foram avaliadas 200 células classificadas em:

Acrossoma integro: regido acrossomal de coloragao lilas.
Acrossoma ndo integro: regido acrossomal de coloragdo rosa.

Para observar a reacdo acrossomica foi realizada a técnica de Harayama et al. (1993)
que consiste na coloragdo tripla dos espermatozoides capacitados. Esta técnica possibilita a
visualizacao de quatro padrdes de coloragdo espermatica:

e espermatozoides vivos com acrossoma intacto (Classe 1, TRI 1);
e espermatozoides vivos com reacao acrossomal (Classe 2, TRI 2);
e espermatozoides mortos com acrossoma intacto (Classe 3, TRI 3);
e espermatozoides mortos com reagdo acrossomal (Classe 4, TRI 4).

Foi estimado o consumo didrio de vitamina E dos animais experimentais, para melhor
discutir os resultados encontrados, e os valores da vitamina existentes na graminea e nos
ingredientes do suplemento obtidos no NRC, (2001).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com medidas
repetidas no tempo. Os dados foram analisados através da ANOVA e do teste SNK com um
nivel de significancia de 10% com auxilio do programa estatistico SAS (SAS, 2001). Quando
necessario os dados foram transformados para serem analisados como dados paramétricos. Os

dados foram expressos na forma de média e erro padrao da média dos dados originais.
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3.3. Resultados e Discussao

Para a wvariavel consisténcia testicular foi observado efeito (p=0,0367) da
suplementagdo com vitamina E na consisténcia testicular. Sendo que o GC apresentou um
valor de 3,17+0,08 e o GE 2,95+0,45 (Tabela 3). Para a mensuracao da consisténcia testicular
dos animais experimentais utilizou-se a escala 1 a 5, sendo que a consisténcia 1(consistente,
endurecido) e 5 (flacido, mole), portanto nessa escala a consisténcia 3 (fibroeléstica) foi
considerada a consisténcia adequada para os testiculos de bovinos. A consisténcia testicular
para bovinos deve ser fibroelastica, correspondendo a consisténcia 3 adotado nesse trabalho.
A analise da consisténcia ¢ uma avaliacdo subjetiva, porém mesmo havendo diferencas na
consisténcia entre os tratamentos, pode-se considerar que ambos 0s tratamentos apresentam
valores adequados para o parametro consisténcia testicular, de acordo com o CBRA (1998).
Chacur et al. (2006) também encontraram para touros da raga Canchim com 14 ¢ 48 meses
uma consisténcia testicular fibroelastica.

Alteracdes na consisténcia como flacidez ¢ indicativo de degeneragao testicular, sendo
uma das principais causas de infertilidade em touros, pois touros com degeneracdo testicular
apresentam redug¢do na concentragdo espermatica, motilidade, aumento de defeitos
morfologicos principalmente gota proximal (GARCIA, 2004; DIAS,2007). A degeneragdo
testicular pode ocorrer quando os testiculos sdo submetidos a aumento de temperatura, em
fungdo do aumento na taxa metabolica o que leva a hipoxia nesses tecidos, nesse caso ha um
aumento na produc¢do de ROS, levando a alteragdes espermaticas (SETCHELL,1998).

Nao houve diferenca (p>0,10) de volume de sémen ejaculado entre as suplementagdes
avaliadas (Tabela 3). Chacur et al. (2006) avaliando caracteristicas seminais de touros da raga
canchim aos 14 e 48 meses de idade, também observaram difereng¢a de volume de ejaculado

entre as coletas. Essa diferenga pode ser explicada pelo método de coleta do sémen utilizado,
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uma vez que a eletro ejaculacdo produz estimulos diferentes que promovem variagcdes no
volume de s€men ejaculado (CBRA, 1998).

Tabela 3. Média + erro padrao da média das variaveis: consisténcia (CONS), volume (VOL),
motilidade espermatica (MOT), vigor espermatico (VIG), concentracdo do ejaculado
(CONCQ), total de espermatozoides do ejaculado (TOTEJA), % de defeitos menores
(DEFME), % de defeitos maiores (DEFMA), % de defeitos totais (DEFTOT) das
amostras seminais de touros Brangus ndo suplementados (GC) ou suplementados
com vitamina E (GE).

Variavel GC GE P

CONS (1-5) 3,17+0,78a 2,95+0,045b 0,0367
VOL (mL) 6,44+0,76 7,13+£0,65 0,3580
MOT (%) 60,83+3,21 53,41+4,60 0,1855
VIG (0-5) 2,71£0,095a 2,234+0,16b 0,0183
CONC (xlO(’/mL) 52,71+0,095 37,36+4,74 0,1041
TOTEJA (x106) 377,45+73,97 295,90+62,76 0,3409
DEFMA (%) 9,46+1,60 10,13+2,10 0,8130
DEFME(%) 4,33+0,62a 5,29+0,58b 0.0617
DEFTOT (%) 13,79+1,71 15,42+2,45 0,6341

“> Médias com letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca pela ANAVA a
10% de significancia.

Para a varidvel motilidade espermdtica ndao houve diferenca entre as suplementacdes
avaliadas (Tabela 3), as coletas e na interacdo tratamento e coleta (p>0,10). Esses resultados
foram contrarios aos encontrados por Marin — Guzman et al. (2000) que avaliaram a
suplementagdo com 220 UIl/vit.E/Kg de racdo constataram melhoria na motilidade
espermatica em suinos. Hatamoto (2004) observou melhoria na motilidade espermética em
caes estressados e suplementados com vitamina E, porém nos caes ndo estressados os efeitos
da suplementagdo com vitamina E sobre a motilidade espermética ndo foram observados.
Velasquez-Pereira et al. (1998) observaram que a motilidade espermatica diminuiu (p<0,10)
em touros alimentados com gossipol. No entanto para o grupo de touros que receberam
alimentagdo com gossipol e suplementados com 4000 UI de vitamina E, esse efeito negativo
foi contraposto. O gossipol é um pigmento polifenolico presente no carogo do algodao e tem
efeito toxico sobre os espermatozoides e esta associado com a redugdo na producao

espermatica, aumento nas anormalidades espermaticas e diminui¢do na motilidade (BROCAS
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et al.,1997; VELASQUEZ-PEREIRA et al., 1998). Essa toxicidade do gossipol ocorre devido
ao aumento na producdo de radicais livres no sémen, levando a peroxidacao lipidica
(BROCAS et al.,1997; VELASQUEZ-PEREIRA et al., 1998).

Para a varidvel vigor espermatico foi observado diferenca apenas entre as
suplementagdes avaliadas (p=0,0183), sendo o GC (2,71% 0,09) superior ao GE (2,23+ 0,16)
(Tabela 3). Resultados que contrariam os encontrados por Xavier et al. (2008) que observaram
apenas efeito de coleta para caprinos submetidos a insulacdo escrotal, suplementados ou nao
com selénio e vitamina E. De acordo com o CBRA (1998) para touros destinados a monta
natural, o vigor ideal deve ser igual ou superior a trés, em escala de zero a cinco (CBRA,
1998).

Os valores encontrados no presente trabalho sdo inferiores aos preconizados pelo
CBRA (1998) e proximos aqueles encontrados por Moraes et al. (1998) que avaliaram
indicadores de exame andrologico em fun¢do da condicdo reprodutiva de touros Aberdeen
angus e Brangus e encontraram médias para vigor espermatico (2,51+0,08).

O turbilhonamento ndo diferiu entre os tratamentos e as coletas (p>0,10), porém houve
efeito (p=0,0031) da interacdo entre tratamento x coleta. O turbilhonamento ¢ uma varidvel
dependente da motilidade, vigor, concentracdo e volume, portanto seus valores dependem do
método de coleta, ndo sendo item considerado para descarte de um reprodutor, embora o
turbilhonamento desejavel seja igual ou superior a 3 (CBRA,1998).

Nao houve efeito da suplementagdo com vitamina E (Tabela 3) da coleta e interacao
entre tratamento e coleta (p>0,10) para a varidvel concentra¢do espermatica. Xavier et al.
(2008) também ndo observaram efeito de tratamento para a concentracdo do sémen de
caprinos submetidos a insulacdo escrotal e tratados ou ndo com Selénio e Vitamina E.

Nao foi observado efeito (p>0,10) da suplementagao com vitamina E para as variaveis

TOTEJA (ntimero total de espermatozoides no ejaculado), DEFMA e DEFTOT, porém foram
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observadas diferengas (p=0,0617) entre os tratamentos para a variavel defeitos menores
(DEFME), onde o GC (4,33+0,62) apresentou menor porcentagem de defeitos menores que o
GE (5,29+0,58) (Tabela 3).

Esse resultado ¢ contrario ao relatado por Velasquez —Pereira et al. (1998) que
verificaram diferenca (p<0,05) para defeitos espermaticos maiores, entre touros que
receberam ou nao 4000 UI de vitamina E. Naquele trabalho os touros que nao receberam
vitamina E tiveram maior porcentagem de defeitos maiores (59,1+£6,0), e os que receberam
tiveram menor porcentagem de defeito maior (38,4+5,2). No entanto, estes autores, nao
observaram efeito (p>0,10) de tratamento na porcentagem de defeito menor.

Xavier et al. (2008) encontraram maior porcentagem de espermatozdides com
patologias apoés a insulagdo escrotal, evidenciando o efeito deletério do estresse térmico sobre
a espermatogénese. No entanto, o nimero de células normais encontradas pos-insulacao nos
animais tratados com selénio e vitamina E (65,0%) foi superior que os animais do grupo nao
suplementado (26,5%). Velasquez—Pereira et al. (1998) observaram que houve redugdo
(p<0,10) no percentual de espermatozoides normais (29,7+7,0) de touros alimentados com
gossipol, no entanto para os touros que foram suplementados com gossipol e receberam 4000
Ul de vitamina E, contrabalanceou os efeitos negativos do gossipol sobre a morfologia
espermatica aumentando a porcentagem de espermatozoides normais (55,1£6,0).

Nao houve efeito (p>0,10) da suplementacdo (Tabela 4), coletas e interacdo entre
tratamento x coleta na variavel viabilidade espermadtica (EOS) que representa a porcentagem
de espermatozoides vivos. Também ndo se observou efeito de suplementagdo (p>0,10) sobre a
integridade da membrana espermdtica (HIPO), entre os tratamentos GC (26,71+2,89) e GE
(26,81£3,90) (Tabela 4). A integridade da membrana espermatica ¢ de grande importincia na
determinagdo da fertilidade dos espermatozodides, pois para que haja capacitacdo,

hiperativagdo, reacao acrossdmica e fusdo com o odcito, € necessario que o espermatozoéide
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tenha sua membrana integra (ALVAREZ e MORAES, 2006). As principais causas da
diminui¢do na integridade da membrana espermadtica ¢ a lipoperoxida¢ao dos lipideos da
membrana, que ocorre pela acdo de espécies reativas ao oxigénio, que causam danos na
membrana do espermatozoide reduzindo dessa forma a viabilidade e fertilidade de
espermatozdides (AITKEN, 1997; ALVAREZ e MORAES, 2006).

Tabela 4 — Média + erro padrao da média (EPM) e nivel de probabilidade (P) das variaveis
viabilidade espermatica (EOS), espermatozdides com membrana plasmatica
integra (HIPO), espermatozdéides com acrossoma integro (POPE),
espermatozodides vivos com acrossoma intacto (TRI-1), espermatozoides vivos
com reagdao acrossoOmica (TRI-2), espermatozdides mortos com acrossoma
intacto (TRI 3) e espermatozoides mortos com reagdo acrossomica degenerativa
(TRI 4) das amostras seminais de touros Brangus ndo suplementados (GC) ou
suplementados com vitamina E (GE)

Variaveis GC GE P*
EOS (%) 77,13+£2,03 77,70+£2,89 0,6060
HIPO (%) 26,71+2,89 26,81+3,90 0,9488
POPE (%) 89,78+3,83 89,30+3,75 0,9745
TRI 1 (%) 91,64+1,29 86,57+3,42 0,1319
TRI2 (%) 0,51+0,10 0,55+0,15 0,6788
TRI 3 (%) 5,84+0,99 8,75+2,44 0,2051
TRI 4 (%) 2,04+0,68 4,12+1,21 0,1324

Nao se observou efeito da suplementagdo com vitamina E (p>0,10) para
espermatozdides com acrossoma integro, avaliado pela coloracdo POPE (Tabela 4). Marin-
Guzman et al. (2000) ndo observaram nenhum efeito sobre a integridade acrossomal de
espermatozdides de cachacos alimentados com baixos niveis de vitamina E (menos que 4,4
mg/kg de dieta) durante a desmama até a maturidade sexual.

Para as varidveis espermatozdide vivo com acrossoma intacto (Tripanl),
espermatozdides vivos com acrossoma reagido (Tripan2), espermatozoides mortos com
acrossoma intacto (Tripan 3), espermatozdides mortos com acrossoma reagido (Tripan 4),

ndo foram observados efeitos (p>0,10) suplementacdo, coleta e intera¢do tratamento x coleta

(Tabela 4).
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Segundo o NRC (1996) a exigéncia de vitamina E para bovinos de corte nas fases de
crescimento ¢ terminagdo varia entre 50 a 100 Ul de vitamina E/dia. Considerando-se a
categoria animal e peso vivo médio dos animais deste experimento, estimou-se o consumo de
matéria seca (CMS) em 11,55 kg de MS/dia. Os animais experimentais de ambos os grupos
foram mantidos em sistema de pastejo recebendo 4,5 kg de concentrado diariamente. Deste
modo, para se obter a quantidade de vitamina E fornecida pela dieta, estimou-se a quantidade
da vitamina proveniente da ingestdo de forragem e na ragdo concentrada (McDOWELL,
1999; NRC, 1996). O total de vitamina E fornecido na dieta dos animais experimentais foi
obtido pela soma dos valores estimados de vitamina E na forragem e na ragdo concentrada,
sendo que o GE além da vitamina E presente nos alimentos fornecidos durante o periodo
experimental foi adicionado 400 Ul de vitamina E/animal dia.

Para a estimativa da vitamina E proveniente da dieta ndo foi considerado quantidade
proveniente na forragem, pois segundo o NRC (1996), ndo sdo encontrados valores
significativos de vitamina E na maioria das gramineas. Baseando-se nas estimativas
calculadas na racdo, observou-se que os animais do GC receberam diariamente 58 UI de
vitamina E (Tabela 5), atendendo portanto a demanda minima de vitamina E diaria dos
animais estudados. J4 os animais do GE, além da vitamina E fornecida pelos ingredientes da
racdo concentrada, foram também suplementados com 400 Ul de vitamina E/ animal/ dia,
totalizando um fornecimento diario aos animais do GE de 458 UI de vitamina E/animal/dia

(Tabela 5).
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Tabela 5 - Consumo estimado diario de vitamina E na forragem (Mombaga), no concentrado,
no mombaga + concentrado (situagdo do grupo controle, GC) e no mombaga +
concentrado + suplementacdo (grupo suplementado com vitamina E, GE) dos
animais experimentais.

Fonte Vitamina E (UI)
Momba¢a e
Concentrado 58
Mombaca+ Concentrado (GC) 58
Mombaca + Concentrado + Suplementacdo (GE) 458

Fonte: NRC (1996), MCDOWELL (1999)

Dessa forma, pode-se constatar que os niveis diarios de vitamina E fornecida aos
animais do GE, foram ofertados quatro vezes e meia a mais do que o nivel requerido pelos
animais. Dessa forma as exigéncias didrias de vitamina E de todos os animais experimentais,
tanto o GC quanto o GE, foram atendidas, possivelmente devido a esses fatores ndo foi
observado efeitos de tratamentos na maioria das variaveis estudadas. Ressalta-se no entanto
que o manejo nutricional adotado no presente experimento, nem sempre € visto, contrastando
com a realidade da maioria das propriedades rurais brasileiras, onde o sistema de criagdo €
extensivo suplementado somente com mistura mineral.

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a suplementacao oral com 400UlI/dia
de vitamina E para touros, com as exigéncias nutricionais de vitamina E atendidas, ndo
apresentou melhoria sobre a qualidade seminal nem a integridade da membrana espermatica

de touros .
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4. Capitulo 2

Suplementacio oral com vitamina E para touros: Integridade da membrana
espermatica e qualidade do sémen pds-congelamento
Vitamin E oral supplementation for bulls: spermatic membrane integrity and post-freezing
semen quality
Resumo

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno, localizado em Jaciara-MT, com o
objetivo de avaliar a integridade da membrana espermatica e qualidade seminal no pos-
congelamento em touros jovens suplementados com 400 UI de vitamina E na dieta. Foram
utilizados 16 touros Brangus com idade média de 24 meses e peso médio de 462,2 kg
distribuidos aleatoriamente em dois tratamentos: grupo controle (GC) e grupo suplementado
com vitamina E (GE- 400 UI de vitamina E/dia) adicionados ao concentrado. Cada grupo foi
mantido separado em piquetes formados por graminea de Panicum maximum cv. Mombaca e
recebendo concentrado diariamente na quantidade de 4,5 kg/animal. A suplementa¢do com
vitamina E foi realizada por 60 dias. Durante o periodo experimental, foram realizadas 4
coletas de sémen sendo: antes do inicio da suplementagdao; com 30 e com 60 dias de
suplementagdo, ¢ 15 dias apds o término da suplementagdo. O sémen foi coletado pelo
método da eletroejaculacdo. Posteriormente, procedeu-se o congelamento das amostras
seminais, que foram armazenadas em botijdo criogénico at¢ o momento das analises. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com medidas repetidas
no tempo e os dados analisados através de ANOVA e do teste SNK com nivel de significancia
de 10%, com auxilio do programa estatistico SAS. Foi observado efeito da suplementacao
apenas para a coloracdo eosina/nigrosina, havendo melhoria na viabiladade espermatica dos

animais do GE. Para vigor houve interagdo tratamento x tempo, o sémen dos animais do GE
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teve menor queda de vigor que o GC pds-congelamento. Nao se observou efeito da
suplementagao (p>0,10) para POPE, HIPO e TRIPAN. Com base nos parametros avaliados e
os resultados obtidos de animais suplementados, conclui-se que esse nivel de suplementacgao
foi benéfico para o sémen submetido ao processo de criopreservagdo indicando uma melhor
protecao da membrana espermadtica ao estresse oxidativo e os danos de membrana causados
pelo congelamento do sémen.
Palavras —chaves: criopreservagao, estresse oxidativo, viabilidade espermatica
Summary

The experiment was realized in Sereno farm, located in Jaciara-MT, with objective to
evaluate the spermatic membrane integrity and the post-freezing semen quality in young bulls
supplemented with 400 UI of vitamin E on the diet. Were used 16 Brangus bulls with 24
months average age and 462,2kg average weight fortuitous distributed in two treatments. The
treatments were: Controlled group (GC) and vitamin E supplemented group (GE- 400 UI of
vitamin E/day) added to the concentrate. Each group was kept separated in poles formed for
Panicum maximum cv. Mombaga pasture and receiving 4,5kg/animal of concentrated daily.
The vitamin E supplementation was accomplished for 60 days. During the experimental
period, 4 semen collects were realized, being: before supplementation beginning; with 30 and
60 days of supplementation, and 15 days after the supplementation ending. The semen was
collect by electroejaculation method. Later, was proceeded the freezing of seminal samples,
that were stored in cryogenic tank until the analyses moment. The experiment was installed in
casual entirely delineation with repeated measures in time and the data had been analyzed
through the ANOVA and SNK test with a significance level of 10% with assist of the
program statistical SAS. Was observed treatment effect only for eosine/negrosine coloration,
there was betterment in spermatic viability of GE animals. For vigor there was treatment x

time interaction, observed that GE had lesser vigor decrease than post-freezing GC. Based on
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evaluated parameters and the obtained results of supplemented animals, is concluded that this
supplementation level was benefic for semen that was submitted to the cryopreservation
process showing better protection of spermatic membrane to the oxidative stress and to the
membrane damage caused by semen freezing.

Keywords:, oxidative stress, spermatozoon freezing spermatic viability
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4.1. Introducao

A inseminagdo artificial em bovinos ¢ uma biotécnica aplicada a reprodugdo com
maior difusdo e impacto no melhoramento genético do rebanho (ANDRABI et al., 2008).
Com o congelamento objetiva-se a obter um banco de sémen a ser utilizado para a
inseminagao artificial, sendo uma importante ferramenta para o melhoramento genético no
rebanho.

No entanto, varias alteracdes bioquimicas e anatdmicas na célula espermatica
(acrossoma, nucleo, mitocondria, axonema e membrana plasmatica) podem ocorrer durante o
congelamento e descongelamento. Dessa forma o principal objetivo com protocolos de
congelamento ¢ minimizar os danos causados a membrana espermatica pela formagao de
cristais de gelo e também pelo estresse oxidativo causados durante a criopreservagao
(AMIRAT et al.,2004).

O estresse oxidativo ¢ apontado como responsavel pela diminui¢do da fertilidade
durante a criopreservacdo. A geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) estd envolvida
nos danos peroxidativos causados a membrana plasmdtica e ao DNA dos espermatozoides,
durante a estocagem do sémen criopreservado (BORGES, 2003).

O congelamento de sémen resulta na diminui¢do da fertilidade em relagcdo ao s€émen
fresco, pois hd perda de viabilidade espermdtica e danos na capacidade funcional dos
espermatozodides sobreviventes (WATSON, 2000). A diminui¢do da viabilidade espermatica
ocorre devido aos danos causados a membrana espermatica pelo congelamento e o
descongelamento, pois durante esses processos ocorre aumento nos niveis de ROS produzidos
elevando os niveis de peroxidagao lipidica da membrana espermatica (SIKKA, 1996; WANG,
1997).

A membrana plasmatica dos espermatozdides de mamiferos € rica em acidos graxos

insaturados, tornando-os vulnerdveis a ROS, ocasionando a lipoperoxidagdo. A
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lipoperoxidagdo pode alterar a estrutura celular, prejudicando a motilidade, viabilidade e as
funcdes metabolicas dos espermatozoides (NOURI et al.,2008).

A vitamina E possui atividade antioxidante, sendo considerado muito eficaz no
controle das reacgdes oxidativas em cadeia, diminuindo os efeitos deletérios causados pelo
estresse oxidativo no sémen (KOHEN et al, 2002).

Tendo em vista o fato de que ha uma escassez de trabalhos avaliando o uso de
vitamina E como antioxidante na suplementacdo oral de touros criados a campo e o efeito
sobre a viabilidade espermatica, o objetivou-se com este trabalho avaliar se a suplementacgao
oral de touros com vitamina E altera caracteristicas seminais e a integridade da membrana

espermatica no pés-congelamento.

4.2. Material e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Sereno - GAP, localizada no municipio de
Jaciara, distante 140 km de Cuiabd, Mato Grosso, no periodo de junho a setembro de 2008. O
municipio de Jaciara encontra-se na altitude de 367m, latitude 15° 57 55 sul e longitude 54°
58’ 06” oeste. O clima da regido ¢ tropical, sazonal, com duas estacdes bem definidas, verao
chuvoso (outubro a margo) e inverno seco (abril a setembro). A temperatura média anual ¢

28°C e pluviosidade média anual de 2000 mm (Wikipédia, 2009).
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Figura 1 — Dados metereoldgicos (temperatura minima, maxima e média) da regido de Jaciara,
MT - 02/06/2008 a 17/09/2008, Fonte: INMET, 2009.

Foram utilizados 16 touros da raga Brangus com idade média de 24 meses, € peso vivo
médio inicial de 462,2 Kg. Ao inicio do experimento, os animais foram vermifugados
(Doramectina 1% - Dectomax®, Pfizer Saide Animal) e tratados com ectoparasiticida
(Cipermetrina + Ethion - Ciperthion®, Shering-Plough), o controle de ectoparasitas foi
realizado a cada coleta de dados. E em seguida foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos:

GC= Grupo controle (suplementagdo concentrada sem adi¢cao de vitamina E);
GE=Grupo vitamina E (suplementaciao concentrada com 400UI/animal/dia de vitamina E).

A area destinada aos animais experimentais foi constituida de dois piquetes de 7,35 ha,
com Panicum maximum cv. Mombaca. Providos de bebedouro e cocho para fornecimento do
suplemento, cujas dimensdes permitiam o acesso de todos os animais simultaneamente.

Os animais foram mantidos em pastejo, sendo suplementados, com ragdo concentrada

(Tabela 1), uma vez ao dia.
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Tabela 1. Composicdo porcentual do suplemento concentrado fornecido aos
animais experimentais.

Ingrediente Quantidade (%)

Farelo de soja 27,50

Milho integral moido 67,25

Calcario 1,50

Enxofre 0,25

Uréia 0,50

Sal mineral 88* 3,00

*Niveis de garantia por kg do produto: Fosforo — 88g; Célcio — 154g; Cobre — 1700mg; Enxofre — 12g; Cobalto
— 200mg; Manganés — 1300mg; Zinco — 5000mg; Iodo — 130mg; Selénio — 20mg; Magnésio — 6mg; Sodio —
130mg.

Os suplementos foram formulados para ganho de peso de 1 kg/dia e conterem 21% de
PB na matéria natural. Foram fornecidos em quantidade equivalentes a 4,5 kg/animal/dia e,
sempre as 11:00h. Foram coletadas amostras de forragem e do suplemento para posteriores
analises no Laboratorio de Nutricdo Animal da FAMEV-UFMT (Tabela2).

Tabela 2. Composi¢do quimico-bromatologica do suplemento concentrado e da forragem
utilizada na alimenta¢do dos animais experimentais com base na matéria natural

Nutriente Suplemento (%)  Forragem (%)
Matéria seca (MS) 90,00 37,99
Proteina bruta (PB) 21,00 6,23
Fibra em detergente neutro (FDN) 29,40 67,57
Extrato etéreo (EE) 2,50 1,05
Matéria mineral (MM) 8,43 7,80

O experimento teve duragdo de 75 dias. Os animais foram suplementados por um

periodo de 60 dias. Ao final dos 60 dias os animais continuaram recebendo o0 mesmo manejo,

sendo fornecido concentrado sem a suplementagdo de vitamina E durante 15 dias, para

avaliacdo de possivel efeito residual. Antes do periodo experimental os animais passaram por

um periodo de adaptacdo de 10 dias, aos piquetes e ao concentrado.

Durante o periodo de suplementacdo (60 dias) foram feitas 3 coletas com intervalo de

30 dias e a quarta e ultima coleta foi feita 15 dias ap6s a coleta 3, (dias: DO, D30, D60 e D75).
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Sendo que a coleta 1 foi realizada antes de iniciar a suplementacao com vitamina E (D0 — sem
suplementagdo de vitamina E) , no dia seguinte iniciou-se a suplementacdo com vitamina E
dos touros do grupo GE, e 30 dias apos realizou-se a coleta 2 (D30- com suplementacao de
vitamina E) e 60 dias ap6s realizou-se a coleta 3 (D60- com suplementagdo de vitamina E).

Apo6s os 60 dias de suplementacdo os animais continuaram a receber 0 mesmo manejo,
porém nao foi adicionado a vitamina E ao suplemento, e apds 15 dias da terceira coleta
realizou-se entdo a coleta 4 (D75- sem suplementagao de vitamina E) para avaliacdo do efeito
residual da suplementagdo vitaminica sobre os parametros espermaticos.

Para a coleta do sémen, os animais foram contidos em tronco apropriado e submetidos
a higienizacdo do pénis e prepucio empregou-se o método da eletroejaculagdo (Eletrovet®,
Eletro Veterinaria Ltda.) onde os touros foram devidamente contidos em tronco apropriado,
protegendo-os de possiveis lesdes traumaticas. Para recepcao dos ejaculados, foram utilizados
sacolas plasticas descartdveis acopladas a um tubo Falcon, protegido de choque térmico e
luminosidade. Para o congelamento do sémen, o diluente utilizado foi o tris-citrato-frutose-
gema.

A metodologia de congelamento utilizada foi a descrita Beconi et al. (1991). O sémen
foi envasado em palhetas de 0,25 mL, que foram mantidas criopreservadas e armazenadas em
botijao criogénico até o momento das andlises. As andlises foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia e Reproducdo Animal (LABRA) da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria (FAMEV) da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT) Localizado no
municipio de Cuiaba.

O descongelamento do sémen foi realizado colocando a palheta em banho-maria a
37 °C por 30 segundos (Reichenbach et al., 2008). Logo apds, o sémen foi transferido para

frascos eppendorf de 1,5 ml, previamente aquecidos, para entdo serem avaliados.



165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

61

As avaliagdes espermaticas foram realizadas logo apos a coleta (s€émen fresco) e apds
o descongelamento (sémen criopreservado). Para a avaliacao fisica do sémen, os seguintes
parametros foram considerados: motilidade espermatica progressiva retilinea e vigor
espermatico (CBRA, 1998). Uma gota de sémen foi colocada entre ldmina e laminula
previamente aquecida a 37 °C para avaliagdo da motilidade espermadtica progressiva retilinea
(expressa em porcentagem) e o vigor espermatico (escala de zero a cinco) avaliando-se a
velocidade e a intensidade dos movimentos dos espermatozoides que atravessavam o campo
microscopico, com aumento de 100 e 400x respectivamente.

Para avaliar a integridade da membrana espermatica foram utilizados o teste hipo-
osmotico, a coloragdo de eosina/nigrosina e a coloragao tripla.

O teste de expansdao hipo-osmotico foi realizado segundo a técnica descrita por
Jeyendran et al. (1984). A solucdo hipo-osmotica utilizada foi de 150 mOsmol. Como
controle, utilizou-se uma solucao iso-osmética de 300 mOsmol. O padrao de enrolamento de
cauda utilizado foi o descrito por Fonseca et al. (2005).

A coloracdo de eosina/nigrosina foi realizada utilizando-se a metodologia proposta por
WHO (1992). Esta metodologia permite avaliar a viabilidade espermatica através da
verificacdo da populagdo de espermatozoides vivos e mortos, pois a eosina s6 ¢ capaz de
penetrar células com membrana plasmatica lesada, corando-as em vermelho.

Para observagdo da reacdo acrossOmica utilizou-se a técnica de
Harayama et al. (1993), a qual consiste na coloragdo tripla dos espermatozoides capacitados.

Foi estimado o consumo didrio de vitamina E dos animais experimentais, para melhor
discutir os resultados encontrados, e os valores da vitamina existentes na graminea e nos

ingredientes do suplemento obtidos no NRC, (2001).
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O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com medidas
repetidas no tempo, sendo cada animal considerado como unidade experimental e cada uma
das coletas de sémen foi considerada como uma medida repetida no tempo. Em cada
ejaculado foram comparados os valores pré e pds-congelamento. Os dados foram analisados
através da ANAVA com um nivel de significancia de 10% com auxilio do programa
estatistico SAS (SAS, 2001). Algumas variaveis foram transformadas para serem analisadas
como dados paramétricos. Os dados estdo apresentados na forma de média e erro padrao da

média dos dados originais.

4.3. Resultados e Discussao

Nao foi observado efeito (p=0,1830) da suplementacdo para o parametro motilidade
espermatica (MOT) tanto no sémen fresco quanto no sémen congelado (Tabela 3), sendo o
GC (60,83+3,21 e 16,46+3,38) e GE (60,26+3,07 e 26,05+4,40), respectivamente, no entanto
mesmo ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos, podemos observar que a
motilidade espermdtica do sémen congelado dos animais suplementados com vitamina E
(26,05+4,40) foi numericamente superior em relacdo a motilidade espermética do sémen do
grupo controle (16,46+3,38), indicando melhorias na viabilidade espermatica no sémen
congelado, ou seja, os animais suplementados com vitamina E, possivelmente tiveram uma
maior protecdo contra os efeitos deletérios da criopreservagao sobre a membrana espermatica,
pois a motilidade espermatica ¢ dependente de uma membrana plasmatica integra

Foi observado efeito (p=0,0001) do congelamento sobre a motilidade espermatica
(Tabela 3), resultado esperado pois o processo de criopreservagdo causa danos na membrana
espermatica causando reducdo na motilidade espermatica no pdés congelamento (SIKKA,
1996; WANG, 1997). Corroborando com esses resultados em que houve queda na motilidade

espermatica no sémen congelado em relacdo ao sémen fresco Borges (2003) observou que



214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228

229
230

231

232

233

234

235

63

houve diferenca (p<0,05) na motilidade espermatica do sémen in natura (78,05+6,64)
comparando com o s€émen pos congelamento (56,94+10,02).

A redugdo da motilidade espermatica do sémen criopreservado, ocorre devido aos
danos causados a membrana espermatica durante o processo de criopreservagao, esses danos
sdao provenientes da formagdo de cristais de gelo no espermatozoide lesionando as estruturas
celulares e também pela peroxidagdo lipidica da membrana espermatica, pois o processo de
congelamento e descongelamento torna o espermatozoide suscetivel ao estresse oxidativo
devido ao aumento na producdo de ROS que ocorre nessas etapas, ocorrendo dessa forma
diminui¢do da motilidade espermatica e comprometimento da capacidade de fertilizacdo da
célula espermatica (SIKKA, 1996; WANG, 1997; WATSON, 2000).

Tabela 3 — Média + erro padrdo da média das variaveis motilidade espermatica (MOT), vigor
espermatico (VIG), viabilidade espermdtica (EOS), integridade de acrossomo
(POPE); espermatozoides com membrana plasmatica integra (HIPO),
espermatozdides vivos com acrossoma intacto (TR1-1), espermatozoides vivos
com reacao acrossomica (TRI-2), espermatozoides mortos com acrossoma intacto

(TRI 3) do sémen fresco e do sémen criopreservado de touros Brangus
suplementados com vitamina E (GE) e ndo suplementados (controle- GC).

Processamento
Fresco Pés-congelamento
GC GE GC GE
MOT (%) 60,83+3,21 60,26+3,07 16,46+3,38 26,05+4,40
VIG (0-5) 2,71+0,09 2,42+0,14 2,04+0,24 2,31+0,20
EOS (%) 77,13£2,02 81,73+1,77 76,83+2,07 81,91+2,56
POPE 93,32+2,68 91,90+3,77 98,40+0,15 98,15+0,21
HIPO (%) 26,71£2,89 28,27+4,14 9,50+1,45 9,10+1,70
TRI 1 (%) 91,64+1,29 90,48+1,70 15,00+4,09 18,74+5,02
TRI2 (%) 0,51+0,10 0,40+0,11 0,14+0,06 0,21+0,15
TRI 3 (%) 5,85+0,99 6,32+1,15 83,48+4,08 79,62+5,23

Nao houve efeito da suplementagao com vitamina E para a variavel vigor espermatico
(VIG) tanto no sémen fresco quanto no sémen congelado GC (2,71£0,09 e 2,04+0,24) e GE
(2,42+0,14 e 2,32+0,20), respectivamente (Tabela 3). Observou-se diferenca (p=0,0199) entre

o sémen fresco e o congelado, da mesma forma como aconteceu com o pardmetro motilidade
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espermatica o vigor também ¢ alterado pelos danos na membrana espermatica causados pelo
estresse térmico (WATSON, 2000).

No entanto observou-se que houve interacao (p=0,0878) entre tratamento e
tempo(fresco e congelado), no qual podemos observar que mesmo o sémen de ambos 0s
tratamentos apresentarem diminui¢ao no vigor pés congelamento. Entretanto, verificou-se que
os animais suplementados com vitamina E apresentaram uma redu¢do torno de 4% pelo
processo de criopreservacao, enquanto que os animais do grupo controle apresentaram perda
em torno de 24% neste parametro.

Dessa forma constatou-se que os animais que receberam suplementacdo oral com
vitamina E, tiveram menores perdas de vigor espermatico pelo processo de criopreservagao,
demonstrando dessa forma que a vitamina E estaria atuando como protetor de membrana
reduzindo os danos causados & membrana pela criopreservagao.

A variavel viabilidade espermatica (EOS) que avalia a porcentagem de
espermatozodides vivos utilizando a colorag@o eosina/nigrosina apresentou efeito (p=0,0225)
entre as suplementacgdes (Tabela 3). Para o sémen fresco do GC foi encontrado um percentual
de 77,13£2,03 e o GE 81,74+1,77 de espermatozdides vivos. O sémen congelado também
observou-se efeito (p=0,0225) entre os tratamentos, sendo que o GC com percentual de
76,83£2,07 ¢ o GE com 81,91+2,56 de viabilidade espermdtica no pds congelamento,
destacando-se com esses resultados encontrados que a suplementacdo oral dos touros com
vitamina E melhorou a viabilidade espermatica, ou seja, a porcentagem de espermatozdides
vivos tanto no sémen fresco quanto no sémen congelado melhorou nos animais que foram
suplementados com vitamina E na dieta.

Bilodeau et al. (2002) relataram que altas concentracdes de ROS no sémen estdo
associadas ao declinio no metabolismo de energia do espermatozodide, diminuindo a

viabilidade espermatica e fragmentacdo do DNA. A vitamina E ¢ um importante antioxidante
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lipossoluvel que atua evitando as reagdes de oxidacdo em cadeia na membrana espermatica,
essas reagdes de peroxidacdo dos lipideos da membrana espermatica sao responsaveis pela
diminui¢do na viabilidade espermatica (AGARWAL; SALEH, 2002).

Nao houve efeito (p>0,10) da suplementacao para integridade de acrossoma (POPE)
no sémen fresco € no congelado (Tabela 3), sendo o GC (93,32+2,68 e 98,39+0,15) ¢ o GE
(91,90+£3,77 e 98,14+0).

Nao houve efeito (p>0,10) de suplementacdo para a integridade da membrana
espermatica (HIPO), sendo o GC (26,71+2,89 e 9,50+1,45) e o GE (28,27+4,14 ¢ 9,10+1,70),
observou-se efeito (p=0,0001) de tempo (fresco, congelado), ou seja a criopreservagdo foi
deletério para a membrana espermatica, devido aos danos causados pelo congelamento do
sémen. Corroborando com os resultados encontrados neste estudo, Borges (2003) trabalhando
com sémen de bovinos, observou efeito negativo (p<0,05) do processo de criopreservagao
sobre a porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra.

Avaliando-se os resultados obtidos pela coloragdo tripla, ndo foram observados efeitos
(p<0,10) das suplementacdes (GC e GE) e da interacdo entre tratamentos e criopreservagao
sobre o conjunto de variaveis formado pela porcentagem de espermatozoides vivos com
acrossoma intacto (TRI 1), vivos com reagdo acrossomica (TRI 2) e mortos com acrossoma
intacto (TRI 3). Foi demonstrado efeito negativo da criopreservagdo sobre este conjunto de
variaveis (p<0,10).

Segundo o NRC (1996), a exigéncia de vitamina E para bovinos de corte nas fases de
crescimento e terminagdo varia entre 50 a 100 Ul de vitamina E/dia. Considerando-se a
categoria animal e peso vivo médio dos animais deste experimento, estimou-se o consumo de
matéria seca (CMS) em 11,55 kg de MS/dia. Os animais experimentais de ambos os grupos
foram mantidos em sistema de pastejo recebendo 4,5 kg de concentrado diariamente. Deste

modo, para se obter a quantidade de vitamina E fornecida pela dieta, estimou-se a quantidade
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da vitamina proveniente na forragem e na racdo concentrada (McDOWELL, 1999; NRC,
1996). O total de vitamina E fornecido na dieta dos animais experimentais foi obtido pela
soma dos valores estimados de vitamina E na forragem e na ra¢do concentrada, sendo que o
GE além da vitamina E presente nos alimentos fornecidos durante o periodo experimental foi
adicionado 400 UI de vitamina E/animal dia.

Para a estimativa da vitamina E proveniente da dieta ndo foi considerado quantidade
proveniente da pastagem, pois segundo o NRC (1996), ndo sdo encontrados valores
significativos de vitamina E na maioria das gramineas. Baseando-se nas estimativas
calculadas na racdo, observou-se que os animais do GC receberam diariamente 58 Ul de
vitamina E (Tabela 4), atendendo portanto a demanda de vitamina E diaria dos animais
estudados. Ja os animais do GE, que além da vitamina E fornecido pelos nutrientes da ragao
concentrada, foram suplementados com 400 UI de vitamina E/ animal/ dia, totalizando um
fornecimento diario aos animais do GE de 458 UI de vitamina E/animal/dia (Tabela 4).

Dessa forma, pode-se constatar que os niveis didrios de vitamina E fornecido aos
animais do GE, foram ofertados quatro vezes e meia a mais do que o nivel requerido pelos
animais. Dessa forma as exigéncias diarias de vitamina E de todos os animais experimentais,

tanto o GC quanto o GE, foram atendidas.

Tabela 4 - Consumo estimado diario de vitamina E na forragem (Mombaga), no concentrado,
no mombaga + concentrado (situagdo do grupo controle, GC) e no mombaga +
concentrado + suplementag¢do (grupo suplementado com vitamina E, GE) dos
animais experimentais.

Fonte Vitamina E (UI)
Mombaga e
Concentrado 58
Mombaga+ Concentrado (GC) 58
Mombaga + Concentrado + Suplementagdo (GE) 458
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Avaliando-se parametros essenciais para predizer qualidade, integridade e viabiliadade
espermatica pode-se destacar os parametros: motilidade, vigor, viabilidade espermatica pela
coloragdo de eosina/nigrosina. Desta forma observou-se que a suplementagdo oral com
vitamina E proporcionou efeitos positivos nesses parametros, melhorando a motilidade e o
vigor espermatico e reduzindo perdas pos congelamento, além de proporcionar melhorias na
viabilidade espermadtica tanto no sémen fresco quanto no sémen congelado, com isso a
suplementagdo oral com vitamina E para touros em regime de coleta de sémen em centrais de
coleta para inseminacdo artificial pode ser uma alternativa de minimizar os efeitos deletérios
da criopreservagao do sémen.

Com base nesses parametros avaliados e os resultados obtidos de animais
suplementados com 458 Ul de vitamina E, que corresponde a quatro vezes e meia a exigéncia
de vitamina E para os animais estudados, conclui-se que esse nivel de suplementacdo foi
benéfico para o s€émen submetido ao processo de criopreservagdo indicando uma melhor
protecdo da membrana espermatica ao estresse oxidativo e os danos de membrana causados

pelo congelamento do sémen.
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4.4. Conclusées Gerais

Com base nos resultados obtidos nas condigdes de manejo utilizados nos animais
estudados, onde os animais foram suplementados com 458 Ul /animal /dia de vitamina E.
Conclui-se que a suplementagdo nao teve efeitos sobre a qualidade seminal e integridade da
membrana espermatica no s€émen fresco dos touros avaliados, porém houve melhora no s€émen
congelado melhorando a qualidade espermdtica com base nos parametros de motilidade e
vigor espermatico que tiveram menores perdas nos animais que receberam a suplementacao
vitaminica. Também houve melhoria na viabilidade espermética com maior porcentagem de
células viaveis no sémen congelado dos animais suplementados com vitamina E. Com isso a
suplementagdo oral com vitamina E para touros em regime de coleta de sémen para
congelamento ¢ uma boa alternativa para minimizar os danos causados a membrana
espermatica durante a criopreservagdo. No entanto para o s€émen fresco a suplementacao oral

com vitamina E para touros ndo houve melhoria na qualidade seminal.
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