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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacéao parenteral de vitaminas e
minerais na producdo e qualidade espermética, bem como as alteracdes na
hemodindmica da artéria supratesticular de tourinhos da raca Brangus (Bos
taurus taurus x Bos taurus indicus). Foram utilizados 28 animais higidos, com
idade aproximada de 15 meses. O peso médio dos animais inclusos foi de 339
kg + 38,6. Os animais foram divididos igualmente e de forma aleatéria em grupo
Controle e Tratamento. Ambos os grupos foram mantidos em area de pastagem
composta por Brachiaria brizantha cv marandu, além de receberem 0,8 a 1 kg
de concentrado energético por animal e acesso a agua e sal mineral ad libitum.
O grupo Tratamento (n=14) recebeu suplementac¢é&o de vitaminas (Kit Adaptador
Vit®) e minerais (Kit Adaptador Min®) através de aplicacdo subcutanea, nas
dosagens de 1mL / 50 kg de peso vivo e de 1mL / 75 kg de peso vivo,
respectivamente. O grupo Controle (n=14) recebeu através de aplicacdo
subcutanea solucéao de NaCl 0,9% nas mesmas dosagens do grupo tratamento.
As aplicacbes foram realizadas no D-60 e DO. A avaliagdo espermatica e
ultrassonografica da artéria supratesticular foram realizadas em D-60, DO e D60.
O sémen foi avaliado quanto a sua cor, odor, aparéncia, volume (mL),
turbilhonamento (0-5), motilidade (0-100%), vigor (0-5), concentracéo (sptz/ml)
e morfologia espermatica. Ja na ultrassonografia Doppler, foi avaliado os indices
dopplervelocimétricos (velocidade média, indice de resistividade e indice de
pulsatilidade) da artéria supratesticular. Para analise estatistica os dados foram
previamente analisados quanto a normalidade de distribuicdo pelo teste de
Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade de variancias pelo teste F. Para cada
variavel estudada, o efeito de tratamento foi analisado por ANOVA. empregando
Modelo Linear Generalizado (GLM). Na presenca de efeito significativo, foi
empregado o teste de Tuckey. Adotou-se nivel de significancia de 5% para
indicar o efeito das variaveis categoricas e suas interacdes. Nao houve diferenca
significativa nos parametros espermaticos de turbilhdo, motilidade, vigor,
concentracdo e morfologia espermatica entre os dias de avaliagdo. Ndo foram
evidenciadas alteracées na velocidade média, indice de Resistividade e indice
de Pulsatilidade através da ultrassonografia Doppler ap6s 120 dias da primeira
aplicacdo da suplementacdo. Portanto, a suplementacédo injetavel de vitaminas
e minerais ndo surtiu efeito na producdo e qualidade espermatica, bem como
ndo alterou a hemodinamica da artéria supratesticular.

Palavras-chave: Bovino; Brangus; Doppler; Hemodinamica da artéria
supratesticular
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of parenteral vitamin and mineral
supplementation on sperm quality and production in Brangus bulls (Bos taurus
taurus x Bos taurus indicus). Twenty-eight healthy animals with an approximate
age of 15 months were used. Mean weight of the included animals was 339 kg +
38.6. The animals were equally and randomly divided into Control and Treatment
groups. Both groups were kept in a grazing area composed of Brachiaria
brizantha cv marandu, and also received 0.8 to 1 kg of energetic concentrate per
animal body weight and access to water and mineral salt ad libitum. Treatment
group (n=12) received vitamin (Kit Adaptador Vit®) and mineral (Kit Adaptador
Min®) supplementation through subcutaneous application, in dosages of 1mL /
50 kg body weight and 1mL / 75 kg body weight, respectively. Control group
(n=13) was given 0.9% NaCl solution subcutaneously in the same dosages as
the treatment group. The applications were performed on D-60 and D-0. Sperm
evaluation and ultrasonography of the supra-testicular artery were performed on
D-60, DO and D60. Semen was evaluated for color, odor, appearance, volume
(mL), turbulence (0-5), motility (0-100%), vigor (0-5), concentration (sptz/ml) and
sperm morphology. Doppler ultrasonography was used to evaluate the Doppler
velocity, resistivity and pulsatility indices of the supra-testicular artery. For
statistical analysis data were previously checked for normality of distribution
using the Shapiro-Wilk test and for homogeneity of variance by the F-test. For
each variable studied, the treatment effect was analyzed by ANOVA, using a
Generalized Linear Model (GLM). In the presence of a significant effect, the
Tuckey test was used. A 5% significance level was adopted to indicate the effect
of the categorical variables and their interactions. There were no significant
differences in the sperm parameters of whirlpool, motility, vigor, concentration
and sperm morphology between evaluation days. No changes were evidenced in
mean velocity, Resistivity Index and Pulsatility Index by Doppler ultrasonography
120 days after the first supplementation application. Therefore, vitamin and
mineral injectable supplementation had no effect on sperm production and quality
and did not alter the hemodynamics of the supra-testicular artery.

Key-words: Bovine; Brangus; Doppler; Hemodynamics of the supra-testicular
artery
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1 - INTRODUCAO

A demanda por touros a campo permanece elevada no Brasil, conforme
demonstram os dados de comercializagdo de sémen bovino fornecidos pela
Associacdo Brasileira de Inseminacédo Artificial: no ano de 2021 foram
comercializadas 25.449.957 doses de sémen bovino para o cliente final, o que é
referente a 22,79% das matrizes inseminadas no Brasil. No entanto, apesar do
crescimento da aderéncia ao uso de biotecnologias reprodutivas, como a
Inseminacao Artificial, € importante ressaltar que a maior porcentagem das
fémeas bovinas em idade reprodutiva ainda é submetida ao método tradicional,

utilizando monta natural (ASBIA., 2021; BARUSELLI et al., 2019).

No Brasil, o sistema de produg&do majoritariamente adotado é o extensivo,
tendo como fonte de alimentacao as pastagens (CEZAR et al., 2005). A producao
de alimentos neste sistema sofre influéncia do clima (NEIVA, 2000), sendo o
periodo de seca uma fase de baixa oferta de alimentos e, consequentemente,
de desafios a fisiologia dos animais.

Dentro da bovinocultura, tem grande importancia o desempenho genético
dos touros utilizados em atividades reprodutivas. Este desempenho por sua vez
sofre influéncia de fatores como alimentacdo, manejo e condi¢cdes ambientais
(ROSA et al., 2013). Desta forma, em condicGes de baixa oferta de alimentos,
como descrito anteriormente, pode ser necessaria a suplementacao nutricional

dos bovinos.

A condicao nutricional relaciona-se com o peso corporal, de forma que
uma alimentacdo deficiente pode causar supressdo da atividade hormonal,
retardando o desenvolvimento, a producdo de espermatozoides, podendo
provocar atraso a puberdade (CHACON; PEREZ; RODRIGUEZ-MARTINEZ,
2002; HAFEZ, 2004; MARTIN et al., 2010).

Estudos relacionados aos efeitos da suplementacdo de vitaminas e
minerais na espermatogénese do touro pubere sdo escassos na literatura,
todavia, compreender os efeitos da suplementacéo no ciclo da espermatogénese
€ fundamental no direcionamento de medidas mais efetivas no manejo

nutricional desses animais.
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Além destes pontos, para que os touros desempenhem suas funcdes
reprodutivas, estes devem apresentar fertilidade adequada e, para avaliagcao
desta, € essencial a realizacado de exame androldgico, que auxilia no diagnéstico
de anomalias reprodutivas que afetam a qualidade espermatica (SILVA et al.,
1993).

A ultrassonografia € um exame complementar utilizado para auxiliar no
diagnédstico de alteragcdes nos testiculos e glandulas sexuais acessorias,
fornecendo imagens em tempo real da anatomia do 6rgdo examinado (CARDILLI
et al., 2012). A ultrassonografia color Doppler permite avaliar a vascularizagéo
dos testiculos, apresentando informacgdes sobre a arquitetura vascular, direcédo
e fluxo sanguineo dos tecidos (LAM et al 2005). Podendo também demonstrar
alteracdes na perfusdo sanguinea (BUMIN et al., 2007) e ser referéncia como

marcador de qualidade espermatica (ZELLI et al., 2013).

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagéo
parenteral de vitaminas e minerais na producdo e qualidade espermética de
tourinhos da raca Brangus por um periodo de 120 dias, compreendendo ciclos
completos da espermatogénese e avaliando os seus efeitos na hemodinamica

da artéria supratesticular através da ultrassonografia Doppler.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 Orgaos Reprodutores e Glandulas Acessorias

O sistema genital masculino dos bovinos € constituido por diversos
orgaos: dois testiculos suspensos no escroto por um cordao espermatico e
musculo cremaster; epididimos, ductos deferentes, glandulas sexuais acessorias
e pénis (STANBENFELD e EDQVIST, 1996). Em conjunto estes 6rgédos (figura
1) séo responsaveis por produzir os gametas masculinos e libera-los no sistema
reprodutor da fémea. Um dos aspectos caracteristicos dos touros é a presenca
da flexura sigmoide, estrutura que se estende durante a erecdo para manter o
pénis exposto (STANBENFELD e EDQVIST, 1996).

Os testiculos sdo uma gbénada dupla, de formato oval ou alongada,
simétricas e de consisténcia fibro-elastica, situados dentro do escroto, com
localizacdo anatdmica inguinal e posicdo vertical. Possui duas funcdes
primordiais: a producdo espermatica e atividade enddcrina (HAFEZ, 2004). O
tamanho e o formato podem variar conforme aidade, raca e genética dos touros
(FAYRER-HOSKEN, 1997)

7

O escroto € uma estrutura cutdanea de dois compartimentos, sendo
dividida em tanica dartos (musculos lisos que auxiliam na termorregulacao
testicular), tunica vaginal (revestimento peritoneal que se desloca junto ao
testiculo durante a sua migracao peritoneal) e tunica albuginea (tecido conjuntivo
espesso que envolve a massa testicular e separa os testiculos através de septos
no interior do escroto (HAFEZ, 2004).

O corddo espermético € uma estrutura composta por artéria testicular,
plexo venoso pampiniforme, veias testiculares, vasos linfaticos e nervos
autbnomos. Os vasos do plexo pampiniforme formam um sistema de grande
importancia na regulacdo da temperatura dos testiculos (FAYRER; HOSKEN,
1997).

Os mecanismos de termorregulagéo testicular desempenham um papel
importante na manutencéo da temperatura dos testiculos de 4 a 6 °C abaixo da
temperatura corpérea (KASTELIC et al., 1997). A troca de calor contracorrente,

regulacdo do fluxo sanguineo, posicionamento dos testiculos e sudorese sao
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alguns destes mecanismos. Entretanto, o plexo pampiniforme presente no
funiculo espermatico destaca-se como o principal fator de controle de

temperatura dos testiculos.

As veias do plexo pampiniforme sao espiraladas e longas e situam-se ao
redor da artéria testicular. Por esta caracteristica anatdmica, a artéria testicular
possui maior area de contato e proporciona uma reducdo do fluxo sanguineo

arterial, aumentando o contato com o sangue venoso (BRITO et al., 2004).

Figura 1 — Sistema reprodutor do touro

Corpo da préstata

Vesicula seminal

Flexura sigmoide

Corpo do pénis

Testiculo
B

Calda do

Fonte: Adaptado de SENGER, (2018).

O mecanismo de troca de calor contracorrente permite a dissipacdo da
temperatura do sangue arterial antes de chegar aos testiculos, bem como o
aquecimento do sangue venoso com fluxo em direcdo a cavidade abdominal,

aproximando a temperatura testicular a temperatura corporal (SETCHELI et
al.,1971)

O epididimo € um ducto enrolado e subdividido em trés partes: cabeca,
corpo e cauda. A estrutura € formada por um epitélio pseudoestratificado
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complexo (KEMPINAS; KLINEFELTER, 2014). Possui a fungdo de
armazenamento e maturagdo dos espermatozoides, que permanecem
armazenados por aproximadamente 10 dias na cauda do epididimo, até serem
ejaculados. Quando nao liberados sédo reabsorvidos ou eliminados na urina
(AMMAN e SCHANBACHER 1983).

As glandulas sexuais acessOrias sao responsaveis pela producdo do
plasma seminal, compondo a parte de maior volume no ejaculado, tendo como
funcdes conduzir os espermatozoides pelo trato genital da fémea e fornecer
condi¢cdes bioquimicas adequadas aos espermatozoides fora do sistema
reprodutor masculino. As glandulas sexuais acessorias sdo: ampola do ducto
deferente, vesicula seminal, prostata e bulbouretral (FRANDSON; LEE WILKE;
DEE FAILS, 2005).

2.2 Espermatogénese

A espermatogénese € o processo de formacgdo e desenvolvimento dos
espermatozoides, que se inicia nos testiculos e tem duracdo aproximada de 60
dias (RUSSELL et al., 1990, FILHO, 2006). O processo € ilustrado na Figura 2.

Na fase embrionéria, apds a diferenciagdo sexual, ocorre a formacéo das
células germinativas e, posterior ao inicio da puberdade, ha a proliferagdo das
espermatogobnias atraves de divisdes mitoticas. As espermatogdnias sao células
diploides (2n), diferenciadas em dois grupos celulares: espermatogonia do tipo
A, células com capacidade de continuar sofrendo mitose e mantendo a
populacao que possam dar origem a novas espermatogonias; e espermatogonia
do tipo B, células que possuem capacidade de entrar no ciclo de meiose, sendo

precursores dos espermatocitos primarios (JOHNSTON et al., 2001).

A passagem da espermatogobnia tipo B para o espermatdcito primario
caracterizada pelo aumento do volume citoplasmatico. O espermatoécito primario
sofre a primeira divisdo meibtica, ocorrendo a separacdo dos Cromossomos
homodlogos, e entdo, formando dois espermatdcitos secundérios haploides (n).
Os espermatdcitos secundarios realizam uma segunda divisdo meibtica,
havendo a separacdo das cromatides irmas, formando duas espermatides

haploides de tamanho semelhante (NETO et al., 2016). Esta fase de
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diferenciacdo celular é denominada espermacitogénese e possui duracao de
aproximadamente 45 dias (GARNER; HAFEZ, 2004).

A transformacgéo das espermatides em espermatozoides é denominada
espermiogénese, sendo uma etapa de intensa diferenciagdo celular e de
mudancas morfofuncionais (AMANN; SCHANBACHER, 1983). Ao final da
espermatogénese, cada espermatogbnia diploide dara origem a quatro
espermatozoides haploides e maduros.

A espermiogénese compreende uma série de processos, como a
modificacdo do tamanho do nucleo celular, devido a condensacao da cromatina;
formacdo do acrossomo pelo complexo de golgi; formacdo da cauda,
reorganizacdo das mitocondrias na peca intermediaria e reducdo do volume
citoplasmatico (KNOLBIL; NEIL, 1993).

Figura 2 — Diferenciacdo celular e formacao dos espermatozoides nos tubulos
seminiferos

Espermiogénese
avancada

Espermaitides
inicials

Espermiogénese

Soedal Espermatocitos

secundarios

O, N
o o 2 Espermatocito
R 3 primario

Meiose—

Células de Leydig

Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA & CARNEIRO, (2013).

Na maturacdo ocorrem as transformacdes finais das espermatides em
espermatozoides, que serdo liberados para o limen dos tubulos seminiferos. Os
espermatozoides apds a diferenciacdo ainda nao possuem poder de
fecundacéo, sendo necessaria sua maturagdo (HAFEZ, 2004).
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Os espermatozoides sdo liberados progressivamente dos tubulos
seminiferos para os tdbulos retos. A maturacdo espermética ocorre no
epididimo, sendo uma fase de modificagbes funcionais que incluem o
desenvolvimento da potencialidade para manter a motilidade, a perda
progressiva de 4gua e a migracdo distal da gota citoplasmatica (GARNER;
HAFEZ, 2004). Ao final da maturacdo, os espermatozoides sdo armazenados na
cauda do epididimo até o momento da ejaculacdo (AMANN; SCHANBACHER,
1983).

Os espermatozoides possuem duas regidbes morfolégicas e com
funcionamentos distintos, entretanto, sdo envoltas por uma Unica membrana
plasmatica. O material genético e o acrossoma estdo presentes na cabeca do
espermatozoide; as mitocondrias estdo na peca intermedidria; e a cauda inicia
na peca intermediaria, indo até a porcao final do espermatozoide (ALBERTS,
2008).

2.3 Endocrinologia Reprodutiva

O funcionamento do sistema reprodutivo é fundamentado na
comunicacdo entre adeno-hipofise, gbnadas e células alvos (SOEDE et al.,
2011). A producéao de gonadotrofinas tais como o Hormonio Foliculo Estimulante
(FSH) e Horménio Luteinizante (LH) pela adeno-hipéfise é estimulada pelo
Hormonio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) produzido no hipotalamo
(JONES; HUNT; KING, 2007). Os horménios gonadotroficos atuam nas gbnadas
masculinas, sendo o LH responsavel por interagir com as células de Leydig,

estimulando a conversao do colesterol em testosterona (O’'DONNEL et al, 2001).

Altas concentracbes de testosterona S&80 necessarias para a
espermatogénese (STAMBENFELD e EDQVIST, 1996) e, devido essa
necessidade, as células de Sertoli sdo responséaveis pela producdo da Proteina
de Ligacdo ao Andrégeno (ABP), que se liga a testosterona e aumenta a
concentracdo desse horménio nos tdbulos seminiferos (CHENOWETH;
KASTELIC, 2007).

O FSH estimula uma maior atividade das células de Sertoli, convertendo
a testosterona em estradiol e secretando hormonios reguladores como a inibina
e a ativina (HAFEZ, 2004).
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A inibina realiza o controle do FSH através de feedback negativo,
enguanto a ativina atua de forma distinta, estimulando a producao de FSH pela
hipdfise (OONK et al.,, 1998). O estradiol inibe a producdo dos hormdénios
gonadotréficos, realizando feedback negativo, coibindo a secrecdo de GnRH e a
producéo de LH e FSH (CHENOWETH; KASTELIC, 2007).

2.3.1 Puberdade

A puberdade possui diversas defini¢des, podendo ser o momento em que
hé producéo de espermatozoides, do inicio do interesse sexual e da capacidade
de realizar um servigco completo (VALE FILHO et al., 1993; FRENEAU, 1996).

Hafez (2004) define a puberdade como a juncédo entre as atividades
gonadotréficas em crescimento e capacidade das gbnadas em apresentar a
esteroidogénese e a gametogénese. A fase de puberdade é caracterizada pelo
crescimento dos testiculos, alteracbes nos padrdoes de liberacdo de LH e
consequentemente, maior concentracdo de testosterona plasmatica (BALL;
PETERS, 2006), além de ser o periodo em que hé inicio da espermatogénese e
aparecimento dos sinais de interesse sexual. Porém, atualmente o conceito mais
utilizado ndo esta associado apenas com 0 aparecimento dos primeiros
espermatozoides no sémen, mas baseado na qualidade seminal (SILVA 2009).
Os parametros de referéncia para qualidade seminal consistem em ejaculado
com concentracdo espermatica de 50 x 10® espermatozoides/ejaculado e, no

minimo, 10% de motilidade espermatica (WOLF et al., 1965).

Contudo, deve-se observar diversos fatores para determinar a puberdade
dos machos bovinos. Existem diferencas entre as subespécies Bos taurus e Bos
indicus, sendo esta ultima mais tardia quando comparada aos animais europeus,
gue levam em média de 18 a 21 meses para atingir a puberdade (DODE et al,
1989) Além da raca, a puberdade estd associada a fatores genéticos, as

condic¢Bes nutricionais, e ao manejo (GARCIA et al., 1987).

Hafez (2004) descreve que 0 peso possui significativa relagdo com a
puberdade, bovinos atingem a puberdade quando o0 seu peso corporeo
compreende cerca de 40 a 50% do seu peso adulto. E importante ressaltar que

gue a nutricdo tem impacto na atividade hormonal dos animais, e uma
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alimentagéo deficiente retarda o seu desenvolvimento, levando ao atraso da
puberdade (HAFEZ, 2004; MARTIN et al., 2010).

2.4 Exigéncias Nutricionais na Reproducéo

O equilibrio nutricional € fundamental para que 0s animais possam
desempenhar suas funcdes fisioldgicas de forma adequada, sendo de grande
importancia determinar os requerimentos de energia, proteinas, minerais e
vitaminas nas dietas dos bovinos (TUFARELLI et al., 2011).

Atualmente, sabe-se que a espermatogénese € influenciada pelo estado
de nutricdo, sendo mais perceptivel em animais no periodo de crescimento, pois
€ quando a ocorréncia de deficiéncia nutricional atrasa o desenvolvimento do

sistema reprodutor, podendo ocasionar puberdade tardia (MARTIN et al., 2010).

2.5 Energia e Proteina

O consumo de energia aumenta os niveis de glicose, insulina e Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1) favorecendo o estimulo na
producdo de GnRH, e aumentando a producédo de LH (DANCE et al., 2015).

A deficiéncia de energia e proteinas na alimentacdo de bovinos é mais
comum em animais criados de forma extensiva, em que a oferta de alimentos
estd associada ao clima, sendo os periodos de seca a fase de menor
disponibilidade de forrageiras, comprometendo o consumo de nutrientes e a
manutencao corporal (NEIVA, 2000).

A subnutricdo afeta mecanismos endoécrinos ligados diretamente a
reproducdo, interferindo na secrecdo das gonadrotrofinas hipofisarias e nos
niveis de testosterona plasmatica, levando a alteracbes testiculares (Short &
Adams 1988, HAFEZ 2004). Em caso de deficiéncia de nutrientes por periodos
prolongados, pode ocorrer quadros de infertilidade (NICODEMO, 2008).

Uma alternativa nos periodos de baixa oferta de alimentos é a
suplementacdo com fontes de energia e proteina, evitando perdas produtivas

importantes durante a estacédo de seca (SUSIN, 1996)
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A suplementagdo utilizando concentrado energético durante a estagéo
reprodutiva resultou em aumento das concentracfes seéricas de colesterol
(GRESSLER et al., 2015), ganho de peso e aumento no escore corporal dos
animais, resultando em um rebanho padronizado e com melhor desempenho
reprodutivo (GOTTARDI et al., 2014).

O fornecimento de suplementos como ervilha, aveia e gréo de tremoco
proporcionou melhora em diversos parametros reprodutivos, aumentando o
volume do ejaculado (GUAN et al., 2014; TUFARELLI et al., 2011), maior
concentracdo de espermatozoide por ejaculado (GUAN et al., 2014b), aumento
na integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides (SELVARAJUA
et al., 2012) e intensificacdo da cinética espermética (GUAN et al., 2014;
SELVARAJUA et al., 2012; TUFARELLI et al., 2011).

Dance (2015) relatou que os animais que receberam alta concentragcao de
energia e proteina obtiveram picos de maior magnitude de LH, além de maior
concentracdo de testosterona, levando a uma maior resposta do GnRH e
elevado nivel de IGF-1, quando comparado a touros que receberam uma dieta

de baixa concentracdo de energia e proteinas.
2.6 Vitaminas

Vitaminas sdo moléculas que estdo envolvidas em diversos processos
fisiolégicos, agindo na transformacdo de energia, reacdes metabdlicas,
crescimento e manutencao de tecidos (GONZALES, 2019).

As vitaminas podem ser produzidas pelos proprios animais, como também
serem obtidas através da alimentacdo. Elas sdo classificadas conforme a
solubilidade, podendo ser hidrossoluveis, ou seja, que possuem solubilidade em
agua, inclusas neste grupo as vitaminas do complexo B (B1, B2, B6, B12), 4cido
nicotinico, acido folico, biotina, colina e acido ascoérbico. Ja as lipossoluveis sédo
soluveis em lipidios e solventes orgéanicos, as vitaminas A, D, E e K estédo
inseridas nesse grupo (GONZALES, 2019). Dentre elas, as vitaminas A e E
possuem papel de destaque na reproducao animal.
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2.6.1 Vitamina A

A vitamina A, esta ligada ao crescimento e proliferacdo de células
epiteliais (MEDEIROS & PAULINO, 1999), além de proteger o epitélio
germinativo do macho e estabilizar a integridade das membranas celulares
(LIVERA et al, 2002), inclusive tendo acdo em determinados estagios da
formacdo do espermatozoide. Ha evidéncias de que os betacarotenos,
juntamente com o manganés e zinco, estdo envolvidos na esteroidogénese
(SMITH & AKINBAMIJO, 2000).

A deficiéncia de vitamina A leva a degeneracgéao testicular, sendo o seu
efeito decorrente da supressao de liberacdo das gonadotrofinas hipofisarias
(HAFEZ, 1995). Foram registrados atraso na puberdade e reducao de libido nos
machos com deficiéncia de vitamina A (SMITH & AKINBAMIJO, 2000).

Palludan, (1963) observou que cachacos deficientes em vitamina A,
apresentaram atrofia do testiculo e mudancas qualitativas do sémen
relacionadas a interrup¢éo parcial ou total da espermatogénese. Reducdo dos
niveis basais de testosterona foi observada em ratos com avitaminose
A (APPLING & CHYTIL,1981).

Em contrapartida, Martins (2009), utilizou reprodutores distribuidos em
dois grupos: controle, recebendo racdo com 10.000 Ul de Vitamina A e
tratamento, recebendo racdo com 16.000 Ul de vitamina A. Apds analise, néo
encontrou diferenca significativa da suplementacdo de vitamina A nos
parametros de volume, cinética e morfologia espermatica quando comparados
0S grupos tratamento e controle. Porém, foi detectado diferencas numéricas nos
valores de motilidade e de espermatozoides vivos quando comparado ao grupo
controle do experimento, sugerindo que possa haver efeitos decorrente da maior

guantidade oferecida de vitamina A.
2.6.2 Vitamina E

A vitamina E se refere a um grupo de tocoferdis e tocotriendis com
atividade antioxidante, sendo o a — tocoferol a forma de maior abundancia na
natureza e de maior atividade biolégica (BRIGELIUS-FLOHE & TRABER, 1999).
Atua como um potente antioxidante lipossoluvel e tem a capacidade de impedir
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lesbes oxidativas nas membranas celulares, reagindo e removendo radicais
peroxil (LOO) e inibindo a reacdao de lipoperoxidacdo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).

Apesar do potencial de efeito antioxidante sobre o0s espermatozoides
relatado em literatura, Marinho (2016) ndo encontrou diferenca significativa
realizando a suplementacdo oral de touros que ja possuiam as exigéncias
vitaminicas atendidas. Chacur et al. (2010), também ndo encontraram diferenca
de motilidade esperméatica em touros suplementados por via oral durante 70 dias

com produto nutracéutico comercial contendo vitamina E em sua composi¢ao.

Porém, Hatamoto (2006) evidenciou uma melhora na motilidade
espermatica em animais submetidos a condi¢cdes estressantes, apos adicao de

suplementos com vitamina E a alimentacdo destes animais.

Touros alimentados com 14 mg/kg de gossipol livre/kg na racdo e
suplementados com vitamina E obtiveram aumento na quantidade de
espermatozoides normais, aumento no percentual de motilidade e diminuicéo de
anormalidades de peca intermediaria quando comparado aos animais do grupo
controle, que receberam apenas o gossipol na racdo sem a suplementacéo de
vitamina E (VELASZQUEZ-PEREIRA, 1999). Os achados neste estudo
evidenciam a hipétese de que o tocoferol reduz os efeitos deletérios do gossipol
através de sua acédo protetora de membrana.

2.7 Minerais

Os minerais estdo relacionados direta ou indiretamente as funcdes
fisioldgicas dos animais, e sua deficiéncia € capaz de alterar o metabolismo e
causar danos a saude e também ao desempenho reprodutivo dos touros (SILVA,
1993). Certos minerais possuem maior capacidade de influenciar nos
parametros reprodutivos, e por isso tendem a ser mais utilizados em alguns

suplementos comerciais.
2.7.1 Zinco (Zn)

O Zn durante a fase de espermiogénese, liga-se aos grupamentos
sulfidricos das cisteinas e auxilia a compactacao das protaminas, protegendo-as

de processos oxidativos (DADOUNE, 1993). Ele esta presente em grande
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guantidade no plasma seminal e também nos espermatozoides. O Zn
disponibilizado pela préstata assegura que ocorra a estabilidade da integridade
gendmica do espermatozoide (KAJI, 2001). Concentracao insuficiente de Zn no
ndcleo pode desestabilizar a cromatina, reduzindo o conteddo de DNA do
espermatozoide e, consequentemente, diminuindo a sua capacidade de
fertilizacdo (QUINN, 1968; KVIST et al., 1988).

A deficiéncia deste mineral pode levar a quadros de disfungéo gonadal,
falha na espermatogénese, reducdo na secrecao de testosterona e atrofia dos
tubulos seminiferos (KAJI, 2001).

O hipogonadismo decorrente da deficiéncia de Zn esta relacionado a
baixa resposta das células de Leydig as gonadotrofinas. Os efeitos da deficiéncia
alimentar do Zn sdo mais acentuados em animais jovens, durante a fase puberal
(HIDIROGLOU & KNIPFEL, 1984).

Oliveira et al., (2004) conduziu um estudo para avaliagdo dos efeitos da
suplementacdo de Zn em dois grupos de animais, ambos 0s grupos
permaneceram em regime extensivo, se alimentado de forrageiras (Brachiaria
brizantha), e recebendo diariamente, durante dois anos, sal mineral
suplementado com Zn (grupo tratamento) e sem Zn (grupo controle). A
suplementacéo de Zn afetou significativamente a qualidade seminal dos animais
gue receberam a suplementacdo quando comparado aos animais do grupo
controle (OLIVEIRA et al.,, 2004). Fernandes et al. (2009), evidenciaram que
touros mantidos a campo, provenientes de rebanhos com deficiéncia na

suplementacédo em Zn, estéo sujeitos a reducdo da qualidade seminal.
2.7.2 Manganés (Mn)

A deficiéncia de Mn ocasiona a inibicdo da sintese de colesterol e de seus
precursores, limitando a sintese de hormoénios sexuais. Isso ocorre pois 0 Mn é
um mineral constituinte de uma metaloenzima que esta ligada a sintese de
esteroides, sendo a farnesilpirofosfato-sintetase ativada pelo manganés
(HURLEY; DOANE, 1989).
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A falta desse mineral pode acarretar quadros de degeneracéo testicular,
diminuicdo do volume do ejaculado e reducdo na motilidade e no nimero de
espermatozoides (NICODEMO, 2008).

Estudos desenvolvidos com ratos demonstraram que o manganés atua
diretamente no hipotalamo, estimulando a secrecdo de LH. Esse estimulo
proporciona maior producdo de testosterona pelas células de Leydig,
provocando aumento na espermatogénese e acelerando o inicio da puberdade
(LEE et al., 2006).

2.7.3 Selénio (Se)

A deficiéncia de Se causa estresse oxidativo nos testiculos devido a
diminuicdo da atividade antioxidante da glutadiona-peroxidase dependente de
Se. Aglutadiona é uma enzima abundante no meio intracelular, e o Se atua como
cofator dessa enzima, que protege as células contra acdes oxidativas. Além
disso, € um mineral que esta relacionado com o metabolismo de vitamina E
(KAUSHAL & BANSAL, 2007).

Marin-Guzman et al. (2000) identificaram que suinos alimentados com
dieta deficiente em Se apresentaram anomalias na peca intermediaria do
espermatozoide, principalmente nas mitocondrias e, também, um maior nimero

de defeitos citoplasmaticos.
2.7.4 Cobre (Cu)

Em touros, o Cu na dieta melhora a qualidade do sémen, sendo a melhora
associada a motilidade e ao menor nimero de espermatozoides mortos.
Entretanto ndo ha evidéncias claras sobre a relacdo de Cu sanguineo, a
concentracdo de cobre hepético e a fertilidade (HIDIROGLOU & KNIPFEL,
1984).

2.8 Ultrassonografia Color Doppler

A ultrassonografia Color Doppler € um método nao invasivo que permite
obter informacdes sobre a arquitetura vascular de orgaos e tecidos, além de

avaliar a direcdo e velocidade do fluxo sanguineo (LAM et al., 2005). O efeito
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Doppler permite quantificar a velocidade do movimento relativo entre a fonte do
fenbmeno e o observador. O efeito é representado por uma imagem colorida que
se sobrepbe a imagem real do modo bidimensional (MERRITT, 1999). O
movimento das células sanguineas é responsavel pelo efeito Doppler, e
fornecem informacBes sobre a presenca e direcdo do fluxo sanguineo, bem

como possiveis alteragdes na frequéncia do sinal.

O movimento das células é representado através das cores vermelha e
azul, variando suas tonalidades conforme a velocidade do fluxo (CARVALHO,
2009). Por convengao a cor vermelha foi definida para identificar o fluxo em
direcdo ao transdutor e a cor azul em direcdo oposta ao transdutor (CARVALHO,
2009).

Além do modo colorido, dois outros modos sao utilizados para avaliacdo
desse exame ultrassonogréfico: Power Doppler e Doppler espectral. O modo
Power Doppler representa o estudo da amplitude do sinal Doppler; e o Doppler
espectral, determina a velocidade do fluxo sanguineo em funcdo do tempo
(DOGRA et al., 2003).

O Doppler espectral gera um grafico com espectro temporal e os sinais
também séo representados de forma audivel. Neste modo o0 som € transmitido
em pulsos, permitindo um intervalo entre a transmisséo do pulso e o retorno do
eco. O sinal de desvio da frequéncia indica a direcdo do fluxo em relacdo ao
transdutor. O gréfico dispde de uma linha horizontal, que mostra o ponto zero de
frequéncia, representando que ndo ha movimento, ou auséncia de eco
(VAITKUS & COBBOLD, 1988). Por convencédo, a imagem espectral acima da
linha é definida como desvio positivo e aponta que o fluxo sanguineo esta em
direcdo ao transdutor (Figura 3). Ja quando o tracado esta abaixo da linha, ele é
considerado um desvio negativo, indicando que o fluxo estd em direcao contraria
ao transdutor (CARVALHO et al., 2008a; CARVALHO, 2009).

O gréafico formado representa a dinamica vascular, em que cada
sequéncia representa um ciclo cardiaco completo (Figura 3). As analises desses
ciclos permitem avaliar caracteristicas hemodinamicas de 6rgaos e tecidos,

permitindo mensurar a velocidade média do fluxo sanguineo, bem como indice
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de resistividade (IR) e indice de pulsatilidade (IP) dos vasos correspondentes
(SILVA, 2010).

Figura 3 — Ultrassonografia Color Doppler da artéria supratesticular

1 Vp 19.60 cm/s
PPG: 0.15 mmHg
ve 9.25 cm/s
EPG: 0.03 mmHg
VH: 14.46 cm/s
MPG 0.08 mmHg
PI 0.44
RI 0.53
VTI: 10.27
EnvTi 0.435 s
S/D 2.12
HR:

[VIDEOINVERT ~  [START

Fonte: Arquivo pessoal

2.8.1 Ultrassonografia testicular

A ultrassonografia testicular € um exame que permite avaliar o
parénquima e suas estruturas adjacentes, permitindo detectar alteracdes
anatdbmicas, podendo ser utilizado para fins de diagnostico (MATTON &
NYLAND, 2004). Além do seu uso na deteccao de alteracdes clinicas, pode ser
uma ferramenta para estimar o0 potencial produtivo destes animais,
correlacionando a producdo espermética e qualidade seminal (BAILEY et al.,
1998).

O modo Doppler analisa a funcéo e a perfusdo vascular dos testiculos
(CARILLO et al.,, 2012), sendo uma ferramenta aplicada para avaliacdo da
hemodinamica da artéria testicular (GUNZEL-APEL et al., 2001), avaliar

possiveis enfermidades e, também, a producao espermatica (ZELLI et al., 2013).
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As ondas geradas pela artéria testicular se caracterizam por apresentar
baixa resistividade e baixa pulsatilidade, indicando fluxos com picos sistolicos
amplos e continuos com alta velocidade de fluxo na diastole, evidenciando a

demanda continua de sangue para o seu metabolismo (CARVALHO et al., 2009).

Portugal (2014) encontrou diferenca nos parametros velocimétricos entre
dois grupos de touros, sendo um grupo de touros de qualidade espermatica
superior e outro grupo de qualidade inferior. O grupo de qualidade superior
apresentou menores IR e IP, indicando que existe maior perfusao vascular do
tecido (GINTHER & UTT, 2004), podendo denotar maior metabolismo do érgao
avaliado (CARVALHO et al., 2008).

O uso do Doppler no presente trabalho tem como objetivo avaliar a
existéncia de alteracbes nos parametros da hemodinamica da artéria
supratesticular de touros submetidos a suplementacéo de vitaminas e minerais,
tendo em vista que ndo existem trabalhos na literatura que demonstram o
monitoramento dos parametros Doppler e seus efeitos em animais

suplementados.
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3 - HIPOTESE

Touros puberes submetidos a suplementacdo injetavel de vitaminas e
minerais apresentam melhora nos parametros de qualidade e producéo

espermatica, bem como variacées na hemodinamica da artéria supratesticular.
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4 - OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da suplementacéo parenteral de vitaminas e mineiras
na produgcdo, na qualidade espermética e na hemodindmica da artéria

supratesticular de touros puberes.
4.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar os efeitos da suplementacdo na cinética, concentracao e

morfologia espermatica, realizados a cada 60 dias; e

2) Avaliar os efeitos da suplementacdo na hemodinamica da artéria
supratesticular, através da velocidade média e indices de pulsatilidade e
resistividade a cada 60 dias.
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5 - MATERIAL E METODOS

5.2 Local, Animais e Manejo

O experimento foi realizado em parceria com uma fazenda comercial
localizada no municipio de Londrina, regido Norte do Parana (Latitude 23°.36°06”
Sul, Longitude 51°05’43” Oeste), que apresenta clima subtropical amido, com
temperaturas variando entre 13°C e 30°C. A coleta dos dados de campo foi
realizada de abril de 2022 a julho de 2022.

Foram utilizados tourinhos da raca Brangus (Bos taurus taurus x Bos
taurus indicus), com idade inicial de 15 meses, escore de condigdo corporal
(ECC) médio de 3.5 (Lowman et al., 1976), apresentando peso médio de 339kg
+ 38,6 e considerados clinicamente saudaveis, avaliados através de inspecao
visual (ECC) e anamnese. Durante todo o periodo do estudo, os animais foram
mantidos na prépria fazenda e receberam as praticas de manejo sanitario e
nutricional recomendadas do proprio local. Os animais foram mantidos numa
area de pastagem composta por Brachiaria brizantha cv marandu, além de
receberem 0,8 a 1 kg de concentrado energético por animal. Agua e sal mineral

eram mantidas ad libitum.
5.2 Tratamentos e Delineamento

O experimento teve duracdo de 120 dias, sendo que ao inicio do estudo
(D-60) 28 tourinhos higidos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
com 14 animais/cada, sendo um grupo Controle e um grupo Tratamento (Figura
4).

Nos tourinhos do grupo Tratamento foi utilizado a suplementacéo
parenteral com vitaminas e minerais. Para suplementacdo vitaminica foi
aplicado, por via subcutanea, 1mL / 50 kg de peso vivo do Kit Adaptador Vit®
(Biogénesis Bago, Curitiba, Brasil) composto por vitamina A palmitato (5.950.000
Ul) e vitamina E acetato (5.000 Ul) em 100 mL de excipientes. Para
suplementac&o mineral foi aplicado por via subcutanea 1mL / 75 kg de peso vivo
do Kit Adaptador Min® (Biogénesis Bago, Curitiba, Brasil) composto por cobre
(2,0 g), zinco (4,0 g), manganés (1,0 g) e selénio (0,5 g) em 100 mL de

excipientes.
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Ja no grupo Controle os animais receberam aplicacdo de NaCl 0,9% no

mesmo volume correspondente do grupo Tratamento.

A suplementacao parenteral e aplicagédo de solugéo fisioldgica repetiram-
se 60 dias apds a primeira avaliacdo, permanecidos 0S mesmos grupos e

ajustadas as doses conforme o peso atual do animal.

Figura 4 — Delineamento experimental para avaliar o efeito da suplementacao
parenteral com complexo de vitaminas e minerais sobre o0s parametros

espermaticos de tourinhos Brangus.

Controle (N=14)
B Tratamento (N=14)

Kit Adaptador Vit®
Kit Adaptador Min®

Exame Androlégico

USG Doppler

Kit Adaptador Vit®
Kit Adaptador Min®

Exame Androlégico

USG Doppler

Exame Androlégico

USG Doppler

D-60

l

DO

D60

5.3 Exame Androlégico

Previamente ao inicio do estudo (D-60) os animais foram submetidos a
avaliacOes andrologicas, sendo realizadas avaliagdes clinicas gerais através da
inspecdo e anamnese e, exames especificos do sistema reprodutor. O exame
androldgico foi realizado em trés ocasides, sendo uma avaliagdo antes de iniciar
o tratamento (D-60), uma segunda avalicdo no dia O (segunda aplicacdo do

tratamento) e uma terceira avaliacdo apos 60 dias da segunda aplicacéo (D60).

O exame androldgico foi realizado conforme o Manual Para Exame
Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal de 2013.
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Nos trés dias de avaliacdes, todos os animais foram pesados em
balanca eletronica (Tru-Test S3, HD5T, Porto Alegre, Rio Grande do Sul) e
tiveram os testiculos avaliados quanto a sua consisténcia, mobilidade e simetria,
segundo diretrizes do CBRA (2013). As mensuracoes testiculares foram obtidas
pela circunferéncia escrotal e medidas lineares dos testiculos. Para
circunferéncia escrotal empregou-se uma fita métrica especifica para esta
finalidade e para medidas lineares utilizou-se um paquimetro para avaliar cada
testiculo (esquerdo e direito) quanto as medidas de profundidade (cranio-
caudal), largura (latero-medial) e comprimento (dorso-ventral). Todas as

avaliacdes foram realizadas pelo mesmo técnico.

5.4 Colheita de Sémen

Os animais foram manejados em um tronco de contencao especifico para
a espécie bovina, e tiveram inicialmente as fezes evacuadas do reto por mao
enluvada para melhor conducédo dos estimulos do eletroejaculador. Os pelos
prepuciais foram aparados e o pénis e prepucio lavados com agua e secados
com papel toalha, com o objetivo de diminuir a contaminacédo das amostras. A
colheita foi realizada por um técnico experiente com o auxilio de um aparelho de
eletroejaculacdo automético (Neovet®, Uberaba, Brasil). Os estimulos foram
realizados na programacao automatica do aparelho com configuracéo especifica

para a subespécie Bos taurus, de intensidade gradativa e ritmica.

O sémen foi coletado por um técnico responsavel pelas andlises do
espermograma, sendo os primeiros jatos de sémen desprezados e o restante
coletados, utilizando-se funil acoplado a um tubo Falcon de 15 mL, previamente
aquecido a 37°C, protegidos da luz solar. Apos a coleta, os ejaculados foram
encaminhados para o laboratorio anexo ao curral, e mantidos em banho maria
na temperatura de 37°C. No laboratorio foram realizadas as avaliacGes
macroscoépicas do ejaculado, bem como da cinética espermética (turbilh&o,
motilidade e vigor).

5.5 Espermograma

Apoés a coleta, as analises foram realizadas por um técnico experiente

durante todo experimento, sendo o ejaculado classificado a olho nu de acordo
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com a sua coloragéo (esbranquicada, branca e amarela), odor (suis generis),

consisténcia (aquosa, opalescente, leitosa e cremosa) e volume (mL).

Para a avaliacdo do turbilhonamento, foi utilizado uma gota de 20uL de
sémen fresco depositada em uma lamina pré-aquecida a 37°C e avaliadas por
meio de um microscopio o6ptico (Nikon®) utilizando objetivas de 4X. A
classificacéo do turbilhonamento € dimensionada pela movimentagdo em massa
dos espermatozoides, identificadas através de ondas. Sendo classificados de
zero, indicando auséncia de movimento, até cinco, quando ha movimentacao

intensa.

Para avaliacdo da motilidade e vigor espermatico, outra lamina aquecida
a 37°C foi preparada, utilizando uma gota de 20 pL de sémen fresco e coberta
por uma laminula, em seguida foi realizada a leitura em microscopio optico nas
objetivas de 10X e 40X. A motilidade espermética foi determinada de forma
subjetiva, avaliando a proporcdo estimada de espermatozoides moveis
(classificado de 0 a 100%) e o vigor através do movimento retilineo e progressivo
(classificado de 0 a 5) que foram mensurados apés avaliacdo de pelo menos 5
(cinco) campos de visdo da lamina, conforme recomendacfes do CBRA (2013).
O vigor nivel 5 é a classificagdo direcionada as ceélulas com intensa
movimentacdo e de direcionamento retilineo, ja a classificacdo nivel 1 esta
relacionada as células de movimentagdo lenta e com predominéncia de

movimentos irregulares, circulatorios e/ou retrégrados.

Para realizar a analise da concentracdo espermatica, aliquotas de sémen
diluido foram armazenadas na proporcéo de 1:100, sendo 10 pL de sémen e 990
UL de solucao formol salina 6%. Posteriormente, uma gota de 10 L da diluicdo
foi adicionada a cada lado da Camara de Neubauer, e a contagem de células
realizadas com o auxilio de um microscoépio 6ptico (Nikon®), utilizando objetiva
de 40X, sendo realizado a contagem de 5 quadrantes em cada lado da camara.

O valor da concentracao foi definido conforme formula do CBRA.

Uma aliquota na proporcéo de 1:2 de sémen (200 pL de sémen e 400 pL
de formol salina 6%) foi armazenada em tubo tipo Eppendorf para avaliagdo de
morfologia espermatica. Foram preparadas laminas coradas utilizando método

de coloracao Cerovsky (Vermelho congo e Violenta Genciana). Em sequéncia a
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leitura das laminas foi realizada utilizando um microscépio éptico (Nikon®),
utilizando oOleo de imerséo e objetiva de 100X. Para a classificacdo dos defeitos
maiores e menores, foi realizada a contagem de 100 células, conforme método
descrito por Bloom (1973) e CBRA (2013).

5.6 Ultrassonografia

A imagem ultrassonogréfica foi realizada por um técnico experiente
através de um ultrassom portatii com um transdutor linear de 7,5 MHz
(Sonoscape S8®, Valinhos, Sao Paulo). O transdutor foi posicionado junto ao
parénquima testicular de forma perpendicular a artéria supratesticular, estrutura
identificada previamente através do modo B e em seguida avaliada através do
modo Doppler colorido para realizar o mapeamento do leito vascular, em
seguida, o modo Pulsed-Wave (PW) foi ativado, sendo observado pelo menos
quatro ciclos cardiacos de desvio positivo para avaliagdo (BARCA JUNIOR et
al., 2020). As medicBes ocorreram no maior vaso arterial identificado proximo do
plexo pampinifome, sendo que em todas as medidas, o angulo de insonacao
Doppler nunca foram superiores a 60°, tendo como objetivo evitar a
subestimacao do pico sistélico (MERRITT, 1999; STEWART, 2001; CARVALHO,
2009).

Em cada testiculo (esquerdo e direito), o ciclo cardiaco foi mensurado
de forma manual, utilizando-se do software do proprio aparelho, que emitia de
forma automatica os dados de Velocidade Média (VM), indice de Pulsatilidade
(IP) e indice de Resistividade (IR). O IP ¢ calculado através da velocidade do
pico sistolico menos a velocidade diastodlica final, dividido pela velocidade média
(IP=VPS-VDF/VM). Ja o IR é calculado através da velocidade do pico sistélico
menos a velocidade diastdlica final, dividido pela velocidade do pico sistélico
(IR=VPS-VDF/VPS).

5.7 Anélise Estatistica

Para cada andlise estatistica foram considerados somente dados dos
tourinhos puberes. A puberdade foi considerada para um ejaculado com minimo
50 milhdes de espermatozoides e 10% de motilidade (WOLF et al., 1965).
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Os dados foram previamente analisados quanto a normalidade de
distribuicéo pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto & homogeneidade de variancias
pelo teste F. Para cada variavel estudada (tanto do espermograma como do
ultrassom Doppler), o efeito de tratamento foi analisado por ANOVA empregando
modelo linear generalizado (GLM). O modelo considerou o efeito fixo principal
(tratamento vs. controle) e as covaridveis peso, ECC e circunferéncia escrotal.
Para comparacdes ao longo do periodo experimental também empregou GLM,
mas com medidas repetidas em que o momento de avaliacédo (D-60, DO e D60)
e 0s animais foram inseridos como fatores aleatorio no modelo. Na presenca de
efeito significativo empregou-se o teste de Tukey como teste de média post-hoc.
Para ocorréncia de puberdade os grupos foram comparados pelo teste exato de
Fisher. Para andlise descritiva, os dados quantitativos estdo apresentados como
média (M) e erro padrédo (SE) e os dados qualitativos como porcentagem (%).
Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico
Minitab®, versdo 18.1. Adotou-se um nivel de significancia de 5% para indicar

um efeito das variaveis categoricas e suas interagdes.
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6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao inicio do experimento (D-60) 15 animais ja se encontravam na
puberdade, sendo 50% (7/14) animais do grupo Controle e 57% do grupo
Tratamento (8/14). Sessenta dias ap6s a aplicacdo das primeiras dosagens de
suplementacéo, 64,3% (8/14) dos animais do grupo Tratamento e 57,1% (9/14)
dos animais do grupo Controle possuiam os parametros minimos para serem
considerados puberes (10% de motilidade e concentragéo espermatica = 50x10°
sptz/mL), entretanto ndo foi demonstrado diferenca estatistica quanto a

ocorréncia de puberdade entre os dois grupos (P = 0.69, Tabela 1).

Tabela 1 - Ocorréncia de puberdade em tourinhos Brangus tratados com

suplementacéo parenteral de mineral e vitaminas a cada rodada de avaliacdo do

estudo.
D-60 DO D60
Grupo
% (n/N) % (n/N) % (n/N)
Controle 50.0 (7/14) 57.1 (8/14) 92.8 (13/14)
Tratamento 57.1 (8/14) 64.3 (9/14) 85.7 (12/14)
Valor de P 0.70 0.69 0.54

No terceiro e ultimo dia de avaliacdo (D60), 85,7% (12/14) dos tourinhos
gue receberam tratamento e 92,8% (13/14) do grupo controle encontravam-se
puberes, evidenciando que ndo houve diferenca na indugéo de puberdade entre
os dois grupos no periodo de 120 dias (P = 0,54). Corroborando com os
resultados da pesquisa, Geary et al. (2021) também néo evidenciaram inducéo
de puberdade ao utilizar suplementos minerais de Zinco e Cobre por 84 dias em
touros pré-puberes. Os resultados podem estar associados as boas condi¢des
dos animais que participaram do experimento, tendo em vista que nao

apresentavam caréncia nutricional.
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O grupo Controle e Tratamento eram semelhantes ao inicio do estudo
conforme o volume (P = 0,07), o turbilhdo (P = 0,74), motilidade (P = 0,56) e vigor
(P =0,87). Este contexto reforca que os grupos eram homogéneos e equilibrados
com relacdo a cinética espermatica, o que fortalece o planejamento experimental
sem favorecimento para nenhum dos grupos.

Ap6s 60 dias da primeira aplicacdo (D0O) e ao final do periodo
experimental (D60), ndo houve efeito da suplementacdo sobre o volume do
ejaculado (P = 0,19 e P = 0,18; respectivamente), bem como ndo foram
identificadas alteracbes nos parametros de turbilhonamento (P = 0,64 e P =
0,42), motilidade (P = 0,74 e P = 0 ,46) e vigor (P = 0,73 e P = 0,42) para
avaliagbes do DO e D60, respectivamente (Tabela 2). Geary et al., (2021)
também né&o encontraram diferencas significativas dos parametros supracitados
entre os dois grupos de tratamento e o0 grupo controle ao comparar o uso de
suplementos minerais sulfatados e néo sulfatados de Manganés, Cobre e Zinco
na alimentacdo dos touros durante 71 dias.

Tanto o volume de ejaculado quanto os dados de cinética espermatica
permaneceram estaveis ao longo do periodo experimental, ou seja, ndo houve
variacoes (P>0,1) em funcé&o do tempo acompanhado ou do tratamento testado.

A concentragdo espermatica também ndo foi influenciada pelo
Tratamento, ndo apresentando diferenca significativa quando comparado ao
grupo Controle (P = 0,98, Tabela 3). Entretanto, dentro do grupo Tratamento
houve diferenca entre o primeiro dia de coleta e o ultimo dia de avaliacédo (P =
0.03). Essa melhora nos valores de concentracao espermatica dos animais do
grupo Tratamento pode estar associada a suplementacao, porém mais estudos
devem ser realizados, logo que nao houve diferenca quando comparado ao
grupo controle. Kumar et al. (2006) ao suplementarem touros cruzados por 6
meses, identificou melhora quantitativa e qualitativa dos espermatozoides dos
animais suplementados com Zn em relacdo ao grupo controle, sugerindo que o
tempo de suplementacdo pode influenciar na melhora dos parédmetros do
espermograma.

A morfologia espermatica ndo sofreu interferéncia da suplementacéo
entre 0s grupos experimentais, nos trés periodos avaliados, tanto para os

defeitos maiores, quanto para os defeitos menores.
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Tabela 2 — Volume e cinética espermatica de tourinhos Brangus tratados com suplementacao parenteral de vitaminas e minerais a
cada rodada de avaliacédo do estudo.

o D-60 D-0 D60
Variaveis Grupo N Valor de P
(MzEP) (M£EP) (MzEP)
Controle 48+04 3.7£0.6 13 46+0.6 0.51
Volume Tratamento 6.1+0.5 4.8+0.3 12 5.6+0.7 0.21
Valor de p 0.07 0.19 0.18
Turbilhdo Controle 1.7+£05 20+£0.6 13 21+04 0.76
Tratamento 1.7+£04 1.8+0.5 12 25+0.3 0.40
Valor de p 0.74 0.62 0.42
Motilidade Controle 60.7£85 59.4+£12.9 13 57.7+£9.6 0.97
Tratamento 68.1+7.8 55.0+£9.9 12 67.9+8.2 0.27
Valor de p 0.56 0.74 0.46
Vigor Controle 28+0.1 34+04 13 25204 0.41
Tratamento 2.7+0.3 3.2+0.2 12 2804 0.71
Valor de p 0.87 0.73 0.42

Médias + Erro Padrédo (M+EP) das variaveis Turbilhdo, Motilidade e Vigor do grupo Controle e Tratamento em funcéo dos dias avaliados
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Tabela 3 — Concentracdo e morfologia espermatica de tourinhos Brangus tratados com suplementacédo parenteral de vitaminas e
minerais a cada rodada de avaliacdo do estudo.

D-60

D-0

D60

Variaveis Grupo N N Valor de P
(MzEP) (MzEP) (MzEP)
Controle 7 52.6 +25.6 129.6 £ 58.6 13 237.5+80.5 0.15
Concentracdo de Tratamento 8 494 +124 104.2 +44.2 12 236.3 £+ 89.8 0.03
sptz/mL B AB A '
Valor de p 0.30 0.92 0.98
. Controle 7 50.3+£8.9 241 +8.3 13 18.5+3.9 0.16
% Def. maiores
Tratamento 8 32.7+9.6 12.1+£5.3 12 208 £5.7 0.59
Valor de p 0.60 0.78 0.71
% Def. menores Controle 7 3.4+£05 8.0x21 13 104 +£3.0 0.32
Tratamento 8 13.1+3.3 8.7+26 12 99+24 0.76
Valor de p 0.04 0.55 0.92

Médias * Erro Padrdo (M+EP) das variaveis Concentracdo de espermatozoides por mL (sptz/ml) Defeitos maiores e Defeitos menores

do grupo Controle e Tratamento em funcédo dos dias avaliados.

A-B Letras maiusculas sobrescrita indicam diferengas estatistica (p<0,05) entre 0s momentos de avaliagcao
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Também ndo foi observado variagdes significativas (P>0,1) dos defeitos
espermaticos dentro de cada grupo ao longo do periodo experimental (Tabela
3).

Os resultados supracitados em relagdo a morfologia espermética
corroboram com Chacur et al. (2010), que nao identificaram beneficios apds
suplementar os animais com nutracéutico comercial, contendo vitaminas,
aminoacidos e minerais durante 70 dias.

Tsuneda et al. (2019) suplementaram touros Brangus com Selénio por
60 dias, e nao foi observada interferéncia da suplementacéo nos valores de vigor
espermatico, integridade e funcionalidade de membrana plasmatica bem como
na integridade da membrana acrossomal e reacdo acrossomal de amostras de
sémen fresco e congelado. Porém, foi observada queda de motilidade
comparada ao grupo controle, e ap6s o fim da suplementacdo de selénio, o
percentual de espermatozoides méveis voltou a aumentar. Os resultados de
Tsuneda et al. (2019) demonstram que 0 excesso de suplementacéo de selénio
pode interferir de forma negativa na cinética espermatica.

Marinho (2016) nao identificou melhora na qualidade espermatica apos
suplementacdo de tocoferol, assim como no presente trabalho. Porém, os
resultados divergem de Veldsquez-Pereira et al. (1998) que compararam 0s
efeitos da suplementacdo em animais que foram submetidos & alimentagdo com
gossipol, evidenciando o potencial antioxidante da vitamina em relagéo ao fator
estressante. Achados de efeitos protetores também foram evidenciados por
Hatamoto et al (2006) em caes, apds mimetizar efeitos estressantes utilizando
dexametasona.

N&ao foram encontradas diferencas (P > 0,1) nos parametros de
avaliacdo da ultrassonografia Doppler (VM, IP e IR) entre o grupo controle e
tratamento nem ao inicio (D-60), durante (DO) ou ao final do estudo (D60). Tanto
a VM, como o IR e o IP também néo se alteraram (P > 0,1) conforme o periodo
de avaliacdo dos touros, permanecendo com valores constantes
independentemente do grupo monitorado (Tabela 4).

Os indices Doppler foram considerados confiaveis na identificacdo de
distarbios reprodutivos (PINGGERA et al.,, 2008), além de serem bons
marcadores da espermatogénese (BIAGIOTTI et al., 2002). O aumento do IR e

IP indicam alteracdes da perfusdo sanguinea (SCHURICH et al.,, 2009). Os
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valores de IR e IP aumentado foram relatados em cédes com afeccbes como
orquite, criptorquidismo, epididimite e tumores testiculares (BUMIN et al., 2007).

Os parametros de avaliacdo em bovinos ainda sao escassos ha
literatura, entretanto, baseando-se na literatura de pesquisas em humanos, o IR
da artéria testicular maior que 0,6 sugere maior ocorréncia de espermatozoides
patolégicos ao exame androlégico (PINGGERA et al., 2008). No presente
trabalho o IR variou de 0,49 a 0,56, indicando que os valores se enquadram na
normalidade.

Para efeito de comparacédo, Barca Junior et al. (2020) realizaram
ultrassonografia testicular de touros de diferentes ragcas (Aberdeen Angus,
Braford, Brangus, Hereford e Nelore), para determinar os parametros
hemodinamicos do fluxo sanguineo testicular. Todos os animais eram criados no
manejo extensivo e recebiam suplementacao mineral e agua ad libitum.

Os valores de VM, IR variaram entre as ragas, sendo que a maior VM
foi observada nos animais da raga Brangus (16.28 + 1.02), valor que vai ao
encontro dos resultados do presente trabalho, entretanto os valores de IR e IP
divergiram, apresentando média e erro padrdo de 0.30 £ 0.02 e 0.36 = 0.02
respectivamente.

Rodrigues (2018) identificou valores de IR da artéria testicular de
bovinos da ragca Caracu e Nelore, que variaram de 0,39 a 0,51. Os menores
valores foram evidenciados nos touros Caracu quando comparado ao Nelore,
qgue foi justificado pelo autor como uma necessidade decorrente da maior
perfusdo sanguinea em relacdo ao tamanho testicular dos animais da raca
taurina, tendo em vista o desenvolvimento mais precoce desses animais.

J& Galdioli (2020) avaliou a hemodinamica da artéria supratesticular em
touros daraca Braford durante 12 meses, buscando identificar os efeitos do clima
nos mecanismos de termorregulacéo testicular. A média do IR variou de 0,36 a
0,54. O menor IR foi associado aos meses de maior temperatura ambiental,
resultado relacionado ao aumento do fluxo sanguineo testicular.

Logo, deve se levar em consideracdo os efeitos do clima na

hemodinamica da artéria supratesticular no presente trabalho.
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Tabela 4 — Velocidade média, Indice de Pulsatilidade e indice de Resistividade da artéria supratesticular de tourinhos Brangus

tratados com suplementacao parenteral de vitaminas e minerais a cada rodada de avaliagdo do estudo.

Variaveis Grupo (I\?igl):’) N (M[w_)L-ISP) N (MZ%OP) Valor de P

Velocidade media | COTTOle 15.53 + 1.33 8 16.40+126 13 13351062 0.51
(cmi/s) Tratamento 16.82 + 0.86 9 1589+0.87 12 14.09+0.68 0.21

Valor de p 0.18 0.89 0.20
o Controle 0.58  0.09 8 055+005 13 0.61 + 0.06 0.76
Tratamento 0.48 +0.06 9 0.49 + 0.04 12 0.55 + 0.05 0.40

Valor de p 0.12 0.44 0.45
R Controle 0.55 +0.06 8 0.54 +0.03 13 0.56 + 0.03 0.97
Tratamento 0.49 + 0.04 9 0.54 + 0.03 12 0.54 +0.03 0.27

Valor de p 0.15 0.72 0.78

Médias + Erro Padrdo (M*EP) das variaveis Velocidade Média, indice de Pulsatilidade (Pl) e indice de Resistividade (RI) em fungéo

dos dias avaliado



7 - CONCLUSAO

A suplementacdo parenteral de vitaminas e minerais ndo promoveu
beneficios aos parametros de quantidade e qualidade espermatica, bem como
ndo ocasionou alteragcbes na hemodinamica da artéria supratesticular de
tourinhos Brangus.
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8 - CONSIDERACOES FINAIS

A suplementagao de vitaminas e minerais para a melhora da qualidade
espermatica de touros ainda € um desafio que necessita de mais estudos para
identificar a padronizacdo de seu uso no meio comercial, tendo em vista os
dados da literatura e os resultados descritos no presente trabalho. O uso da
ultrassonografia Doppler € um exame complementar que pode ser empregado
na avaliacdo androldgica, auxiliando no diagnoéstico clinico de enfermidades
reprodutivas e também como uma ferramenta na compreensao das etapas da

espermatogénese.
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Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Avaliacdo espermatica e ultrassonogréafica de
touros submetidos asuplementacédo injetavel de vitaminas e minerais” protocolo CEUA n°
007/2022 sob a responsabilidade de Fabio Morotti, que envolve a producdo, manutencdo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagcdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
Comissé&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) no dia
01/04/2022.

Este projeto tem por objetivo avaliar os efeitos da suplementacdo parenteral de vitaminas e
mineiras e compreender os efeitos da hemodindmica testicular na produgdo e qualidade
espermatica de touros pré- puberes. Grau de invasividade: GI2.

Finalidade () Ensino  (X) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagcéo 21/04/2022 a 21/11/2022

Espécie/ linhagem/ raca Bovino

N° de animais 40

Peso/ Idade 1 —2 anos

Sexo Machos

Origem Fazenda Brangus Brawir — Londrina/PR
Amostras a serem | Sangue e sémen.

coletadas

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteracdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciacdo da CEUA/UEL anteriormente a execucao
das modificacdes.

Em cumprimento as exigéncias do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), em até 30 dias da finalizagdo do projeto de pesquisa ou
extensao envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia expresso neste oficio), é
necessario encaminhar relatério da descricdo de uso de animais para ceua@uel.br, conforme
modelo disponivel no site da CEUA: http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-
projetos.php.

Coloco-me a disposicdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios.
Sem mais para 0 momento, subscrevo-me, cordialmente.

/ﬁwuf_,w ;
Prof2 Dr2 Patricia Chimin Perandini

Coordenadora da CEUA/UEL

lImo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a) Fabio Morotti /CCA
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