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RESUMO

REIS, Matheus Balduino Gongalves dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2020. Suplementacao com L-arginina em dietas de varroes e seus efeitos na qualidade
do sémen, na vascularizacdo e na capacidade antioxidante testicular. Orientador:
Alysson Saraiva.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo com 1,0 %
de L-arginina na qualidade espermatica, na capacidade antioxidante, na histomorfometria e
na expressdo génica testicular de varrdes. Foram utilizados 16 suinos machos hibridos
comerciais (208,71 + 2,30 kg, 300 dias de idade), distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado, em dois tratamentos, racdo basal (CON) e CON + 1,0% de L-arginina (ARQG),
com 8 repeticdes e um animal por unidade experimental. Os animais foram suplementados
por 60 dias e as amostras de sémen coletadas ao 45° 52° e 59° dia de experimento. Em
seguida, as caracteristicas seminais foram analisadas quanto ao vigor, motilidade (%),
concentracdo (10%/mL) e volume (mL), por 3 semanas (1 coleta por semana) e morfologia
espermatica. Ao final do experimento, os animais foram castrados e amostras foram coletadas
dos testiculos para andlises de marcadores de estresse oxidativo, histomorfométricas e de
expressao génica. Os animais alimentados com ragdo ARG ndo apresentaram diferenca (P >
0,05) quanto a motilidade e vigor avaliados no sémen resfriado. Igualmente, a morfologia
espermatica nao apresentou diferenca (P > 0,05) para os defeitos maiores, menores e totais.
A avaliacdo do perfil oxidativo testicular para enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST),
proteina carbonilada, malondialdeido e relacdo nitrito/nitrato também ndo foram
influenciadas (P > 0,05) pela suplementacdo com L-arginina. Em contrapartida, houve
aumento (P < 0,05) da propor¢do de vasos sanguineos e nucleos de células de Leydig e
redugdo (P < 0,05) do tecido conectivo nos varrdes suplementados com racdo ARG. A
expressao génica das enzimas antioxidantes SOD1, SOD2 e GSHPx ndo foram influenciadas
(P > 0,05) pela suplementacdo com L-arginina. No entanto, os animais ARG apresentaram
reducdo (P < 0,05) na expressdo da NADPH oxidase. A inclusdo de 1,0% de L-arginina na

racdo varrdes promove aumento na angiogénese testicular e na capacidade transcricional das



células de Leydig, e pode contribuir para reducdo da producdo de radicais livres em nivel

testicular.

Palavras-chave: Suinos. L-arginina. Antioxidante. Varrdes. S€émen. Testiculos.



ABSTRACT

REIS, Matheus Balduino Gongalves dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2020. L-arginine supplementation in boar diets and its effects on semen quality,
vascularization and testicular antioxidant capacity. Adviser: Alysson Saraiva.

This work was conducted with the objective of evaluating the influence of supplementation
with 1.0% of L-arginine (ARG) in the boar diet on sperm quality, testicular antioxidant
capacity and testicular histomorfometria. 16 commercial hybrid male pigs (208.71 + 2.30 kg
BW, 300 days of age) were selected and randomly assigned, in two treatments, basal feed
(CON) and basal feed (ARG - 1.0% L-arginine) with 8 replicates, one animal per
experimental unity. The animals were supplemented for 60 days and the seminal sample were
collected at the 45®, 52" and 59 experimental day. Then, the semen characteristics were
evaluated (vigor, motility (%), concentration (10%/ml) and volume (mL)), were analyzed for
3 weeks (1 collection per week) and sperm morphology was evaluated. The testicular samples
were collected at the end of the experiment, after the animals were castrated, the left testis
was used for analysis of oxidative stress and nitrite/nitrate, the right fixed in resin for
histomorfometry analysis. The results showed that vigor and motility were not significantly
affected (P > 0.05). Similarly, the sperm morphology showed no difference for major, minor
and total defects (P > 0.05). The evaluation of the testicular oxidative profile, enzymes,
oxidative stress markers (PC and MDA) and nitrite/nitrate did not show any difference for
ARG fed boars (P > 0.05). In contrast, the histomorphometric evaluation indicated an
increase in the proportion of blood vessels and Leydig cell nucleus (P < 0.05), also show a
connective tissue reduction (P <0.05) for ARG boars. The gene expression of the antioxidant
enzymes SOD1, SOD2 and GSHPx were not influenced by supplementation with L-arginine.
However, ARG boars had a reduction in NADPH oxidase expression. The inclusion of 1.0%
L-arginine in the boar diet promotes an increase in testicular angiogenesis and in the
transcriptional capacity of Leydig cells, and may contribute to decrease the production of free

radicals at the testicular level.

Keywords: Swine. L-arginine. Antioxidant. Boars. Semen. Testicles.
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Introducao

Os varrdes tem sido uma categoria negligenciada dentro do sistema produtivo
suinicola, sendo constantemente alimentados com racdo de matrizes, apesar da relevante
influéncia na reproducdo. No entanto, a qualidade seminal e a vitalidade do reprodutor estdo
diretamente relacionadas a nutri¢do. Na ultima década, houve aumento pela demanda de
s€émen com caracteristicas qualitativas e quantitativas que permitissem o processamento de
uma dose inseminante eficaz, assegurando a fertilidade e transmitindo a progénie
caracteristicas necessdrias para 6timo desempenho (ESTIENNE; CRAWFORD, 2008).
Desta forma, diferentes estratégias nutricionais t€m sido avaliadas com o intuito de melhorar
a qualidade seminal, dentre as quais, a suplementacdo com L-arginina tem potencial
promissor na dieta de varroes.

Estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo da membrana plasmdtica dos
espermatozoides tem sido um dos principais problemas de subfertilidade em machos
(HAMMERSTEDT, 1993; GUERRA et al., 2004; AGARWAL; MAKKER; SHARMA,
2007). A elevada producdao de espécies reativas de oxigénio (EROs), pode resultar em
aumento da peroxidacdo lipidica da membrana dos espermatozoides (BILODEUA et al.,
2002; SRIVASTAVA et al., 2006) o que ocasiona reducgao da viabilidade espermaética, além
de reduzir o nimero de espermatozoides no testiculo e epididimo, diminuindo também a
producdo didria espermdtica, com consequente atrofia das células de Leydig e patologias no
testiculo (SANGHAMITRA et al., 2008; SOUZA et al., 2016).

Nesse sentido, a arginina se destaca por ter papel importante na capacidade
antioxidante da célula, sendo capaz de aumentar a via de sinalizacio para sintese de enzimas
antioxidantes (NGUYEN et al., 2009; LU, 2009, 2013; LI et al., 2016; LIANG et al., 2018).
Ademais, a arginina possui diversas funcdes no metabolismo animal, sendo utilizada como
intermedidria no ciclo da ureia e como precursora da sintese de varios compostos metabdlicos
importantes incluindo o 6xido nitrico (ON) (WU; MORRIS, 2007; KIM et al., 2007).

O ON ¢€ sinalizador intracelular de meia vida curta sintetizado em diferentes tipos de
células, pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). No
s€émen, o ON € capaz de ativar a guanilato ciclase (GC) e gerar GMPc, que promove a

ativacao de proteinas quinases, desta forma, € capaz de regular a motilidade, a viabilidade e
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a capacitacdo espermdtica (BUZADZIC et al., 2015). Além disso, tem efeito sobre o tecido
testicular, atuando na angiogénese e na dilatacdo endotelial, com melhora na perfusao
sanguinea nos tecidos (SAMEL et al., 2003).

Portanto, o uso de estratégias nutricionais que atenuem o estresse oxidativo e aumente
a perfusdo sanguinea testicular pode promover melhora nas caracteristicas seminais € na
fertilidade de varrdes. Desta forma, a hipétese € de que a suplementacdo em dietas de varrdes
com L-arginina (ARG) melhora a qualidade espermadtica, aumenta a vascularizacio e atenua
o estresse oxidativo testicular.

Assim, objetivou-se avaliar o efeito da suplementacdao com 1,0 % de ARG na racdo
de varrdes na qualidade espermdtica, na histomorfometria e na capacidade antioxidante

testicular.

Material e Métodos

Todos os métodos envolvendo a manipulagdo dos suinos seguiram os principios éticos
da pesquisa com animais (CONCEA, 2016) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais de Produgdo (CEUAP) da Universidade Federal de Vigosa (protocolo n°
069/2017).

Animais, delineamento e ragoes experimentais

O experimento foi conduzido no galpdo de reproducdo da Unidade de Ensino,
Pesquisa e Extensdo em Suinocultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vicosa, MG.

Foram utilizados 16 varrdes Agroceres PIC 415 ao inicio do experimento com 300
dias de idade e peso inicial de 208,71 + 2,3 kg, ao final idade de 360 dias e peso de 228,84 +
6,2 kg. Os animais foram treinados para a coleta de s€men em manequim fixo por um periodo
de dois meses antecedentes ao inicio do estudo.

Os varrdes foram distribuidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, em dois tratamentos, com oito repeti¢des e cada animal foi considerado uma

unidade experimental. Os tratamentos foram ragdo basal (CON) formulada para atender as



10

exigeéncias nutricionais de machos reprodutores suinos (Tabela 1), de acordo com o manual
da genética Agroceres PIC (2012) e racdo CON suplementada 1,0% de L-arginina (ARG,
Ajinomoto, Saga, Japan).

Os animais foram alojados durante o periodo experimental de 60 dias em baias
individuais com 2,9 metros de largura por 4,0 metros de comprimento, com densidade animal
de 1.6 m?/animal, dotadas de comedouros semiautométicos e bebedouros tipo chupeta;
localizadas em galpdo de alvenaria, com piso de concreto e coberto com telhas de ceramica.

As condicdes ambientais no interior do galpao foram monitoradas diariamente através
de termémetro de mdxima e minima, mantido em uma baia vazia no centro galpdo, a meia
altura do corpo dos animais.

As racdes foram fornecidas de forma controlada, na quantidade de 2,0 kg/dia a cada
animal, divididos igualmente em dois horarios de fornecimento as 7:00 e 17:00 horas. Os
varrdes tiveram livre acesso a dgua durante todo o periodo experimental e consumiram toda

a racdo ofertada.

Coleta e avaliacdo do sémen

Foram realizadas com 345 dias de vida, trés coletas de s€men por animal, uma vez
por semana, ao 45°, 52° e 59° dia experimental, para garantir que tenha ocorrido um ciclo
completo de espermatogé€nese, uma vez que a duracdo deste ciclo em suinos é de
aproximadamente 41 dias (FRANCA et al., 2005).

O s€men foi coletado através do método da estimulacdo com a mio enluvada, em
copo plastico térmico pré-aquecido a 38°C, graduado, contendo saco coletor, protegido da
variacdo da temperatura e da luz, coberto por camada dupla de filtro para a separacdo da
fracdo gelatinosa do s€men (CBRA, 2013).

Imediatamente ap0s a coleta, o ejaculado foi levado ao laboratdrio para avaliagdo da
concentragdo, volume, total de espermatozoides, vigor e motilidade espermdtica, utilizando-
se microscopio optico (Olympus CX40, Tokyo, Japan). Somente ejaculados com valores
maiores ou iguais a 70% de motilidade foram processados (TONIOLLI et al., 2005).

A classificagdo do vigor espermadtico foi feita de acordo com Ferreira Neto et al.

(1977), com uso de microscépio 6ptico (Olympus CX40, Tokyo, Japan), com escore variando
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0 a5, de forma que O representa total imobilidade espermética e 5 representa movimentacao
intensa, vigorosa e progressiva.

A avaliacdo da concentracdo espermadtica foi feita de acordo com a metodologia
proposta por Martin Rillo et al. (1996), com uso de microscépio 6ptico (Olympus CX40,
Tokyo, Japan) e camara de Neubauer, multiplicando o nidmero total de células pela
concentragdo e volume do ejaculado.

O volume do ejaculado foi medido diretamente pela graduacio do copo coletor, sendo

a porcdo gelatinosa retirada.

Caracteristicas morfologicas do sémen

A avaliacdo morfoldgica dos espermatozoides foi realizada seguindo a técnica de
preparacdo umida para avaliacdo morfoldgica espermdtica de acordo com Manual para
exame androldgico e avaliacdo de s€émen animal (CBRA, 2013) foi realizada para 6 animais
do grupo CON e 8 animais do grupo ARG. As Aliquotas de 40 pL de sémen fresco, foram
adicionadas em ImL de formol-salino (HANCOCK, 1957), tamponado e estocadas a
temperatura ambiente para andlises. Foram contadas 100 células com auxilio de microscépio
optico com contraste de fase (Olympus CX43, Tokyo, Japan), para a determinagcdo do
percentual de anormalidade espermaética, de modo a classificar defeitos maiores e menores

(BLOM, 1973).

Dilui¢do do sémen

Logo apods a coleta, o sémen foi avaliado e diluido em Beltsville Thawing Solution
(BTS). O diluente foi preparado 30 min antes da dilui¢do e mantido em banho-maria a uma
temperatura de 37° C. Determinou-se em camara de Neubauer a diluicdo do s€men para
concentragio de 3x10° espermatozoides em um volume final de 250 mL contendo BTS e
s€men, com agitacdo constante do frasco até a mistura completa. Apds dilui¢do o s€émen foi
acondicionado em recipientes proprios, fracionado em 5 amostras de 50 mL, refrigeradas a
20°C por 1 hora e posteriormente, armazenados a temperatura entre 15 a 17° C em
conservadora de sémen (Consuitec®, Paulinia-SP, Brasil), constantemente agitadas para

melhor conservacdo da qualidade seminal. Apds 72 horas de armazenamento, esta fracao
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resfriada foi encaminhada ao laboratério para posteriores andlises de vigor e motilidade

(TONIOLLI et al., 2005).

Coleta de Amostras

Ao final do experimento, realizou-se a conten¢do dos animais, para a anestesia geral,
foi utilizado Cloridato de Cetamina 10 mg/kg (Dopalen, Ceva Paulinia-SP, Brasil) e
Diazepam (Diazepam®) 1 mg/kg, intravenoso.

Os animais foram submetidos a orquiectomia bilateral, usando o procedimento de
rotina. No pds-operatdrio, os animais receberam medicacdo pds-operatoria de 1 mg/kg de
diclofenaco intramuscular e 20 mL de Penicilina (Megacilin Plus injetdvel), por via
intramuscular, repetido 48 horas apds a primeira aplicagdo. Os varrdes foram soltos em suas
baias e observados até completarem a recuperacdo da cirurgia e voltarem a seu
comportamento natural.

Os testiculos apds a extragao foram limpos em solucdo fisiologica. Amostras de tecido
do testiculo esquerdo foram coletadas para andlise de perfil oxidativo, relacdo nitrito/nitrato
e de expressdo génica e armazenados a -80°C. Foram preparadas amostras extraidas dos
tecidos testiculares de cada varrdo, foram pesados 100 mg e homogeneizadas em 1000 pL de
tampdo fosfato (pH 7,4). O homogenato foi centrifugado (Eppendorf® 5702R) por 10
minutos a 4°C, a 12000 rpm. Ap6s a formagdo do sobrenadante foi analisado a atividade do
perfil oxidativo e relagdo nitrito/nitrato.

Os testiculos direito foram pré-fixados em paraformaldeido 4% para coleta dos
segmentos de 2,0 cm?, em seguida, esses fragmentos foram pés-fixados em solucdo de
paraformaldeido 4% por 4 horas, transferidos apds esse periodo para dlcool 70% e

armazenados para andlises posteriores.

Andlise do perfil oxidativo e relagdo nitrito/nitrato

A atividade enzimatica da SOD foi determinada de acordo com Dieterich et al. (2000),
em leitor de Elisa em 570 nm, baseado na capacidade dessa enzima em catalisar a reagdo de
conversao do superoxido (O2) em perdxido de hidrogénio (H20:) e, assim, diminuir a razdo

de auto-oxidagdo do pirogalol. Os resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.
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A atividade da CAT foi mensurada pela taxa de decomposicdo do perdxido de
hidrogénio pela CAT em um ensaio cinético continuo, em espectrofotdmetro apds o
desaparecimento de H>O; a 240 nm na faixa de 5 a 50 mM, durante 60 segundos, de acordo
com metodologia proposta por Aebi et al. (1984). A atividade da CAT foi expressa em U
CAT/mg proteina.

A atividade enzimdtica da glutationa transferase (GST) foi analisada de acordo com
Habig et al. (1974), através da formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB). A atividade da enzima foi estimada em uma mistura contendo CDNB 1 mM em
etanol, Glutationa Redutase (GSH) 1 mM, fosfato de potdssio (pH 7.0) 100 mM e
homogenato de tecido pelo aumento da absorbancia (A= 340 nm) por 90 segundos. O
coeficiente de extin¢cdo molar do CDNB e340=369,6 mM™! cm™ foi usado para o célculo e
os resultados expressos em pumol/min/g.

A extensdao da peroxidacdo lipidica foi avaliada através da concentracdo de
malondialdeido (MDA). Resumidamente, 0,2 ml do sobrenadante do homogenato testicular
foi homogeneizado em 0,4 ml TBARS (4cido tricloroacético 15%, acido tiobarbitirico
0,375%, acido cloridrico 0,6%). A reacdo foi em dgua fervente por 40 minutos a temperatura
de 90°C. Depois de resfriada, adicionou-se dlcool butilico (0,6 mL) e centrifugou-se a 6000
rpm, por 10 min. O sobrenadante foi usado para medir a absorbancia a 535 nm em um
espectrofotometro de varredura de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific). A
concentragao de MDA foi determinada usando a curva padrdo de concentragdes conhecidas
de 1, 1, 3,3-tetramethoxypropane (TMPO). Os resultados foram expressos em uM/mg
proteina como proposto por Buege e Aust, (1978).

A proteina carbonilada (PC), foi determinada utilizando o procedimento 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) (LEVINE ef al., 1994). O sobrenadante do homogenato
descrito acima foi adicionado a 0,5 ml de solucio DNPH 10 mmol/L diluida em acido
cloridrico (7%), homogenizados e mantidos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida,
adicionou-se 0,5 ml de TCA a 10% a cada tubo, centrifugou-se a 5000 g, por 10 mina 4 ° C
e rejeitou-se o sobrenadante. O precipitado foi lavado 3 vezes com 1 mL de acetato de etila
e etanol (1:1 v/v). Por fim, adicionou-se 1 ml de dodecil sulfato de s6dio (SDS) a 6%, agitou-

se os tubos para dissolver o sedimento e mediu-se o sobrenadante por absorvéncia a 370 nm
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(Multiskan GO, Thermo Scientific). Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina
com base no coeficiente de extincdo molar de €370 = 22 mmol/Lxcm.

A proteina total dos sobrenadantes de SOD, CAT, MDA e PC foi mensurada segundo
Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrio. Para a conversao
da unidade de medida em miligrama de proteina por grama de tecido testicular.

A quantificacdo dos niveis de nitrito/ nitrato pode ser correlacionada com a producdo
de oxido nitrico. Deste modo foi feita a quantificacdo dos niveis de nitrito/nitrato no tecido
testicular de acordo com a metodologia da reagdo padrdo de Griess (TSIKAS, 2007).
Brevemente, 50 uL do sobrenadante obtido do homogenato testicular descrito acima, foi
incubado com o mesmo volume do reagente Griess (1% sulfanilamida, 0.1% N-(1- Naftil)
etilenodiamina, e 2.5% H3POs4) a temperatura ambiente, por 10 min. A absorbancia foi
mensurada a 540 nm (Multiskan GO, Thermo Scientific). A conversido da absorbancia foi
obtida da curva padrdo do nitrito de s6édio (0-100 puM) e expressa em concentragao

micromolar da relagdo nitrito/nitrato (umol/L).

Andlises histologicas

A partir dos cortes histoldgicos dos testiculos fixados em solu¢@o de paraformaldeido
4,0%, foram feitos cortes transversais nesses segmentos, que foram desidratados em
gradientes crescentes etilicos e embebidos em resina pldstica (Historesin®; Leica
Microsystems, Nussloch, Germany), em dois banhos e incluidos na mesma resina com
acréscimo de endurecedor para confeccdo de blocos de resina. Foram obtidos cortes
transversais com 3 pum de espessura por meio de micrétomo rotativo (RM 2255; Leica
Biosystems, Nussloch, Germany) utilizando navalha de vidro. Os cortes foram corados com
azul de toluidina/borato de sdio a 1,0%, por 1 minuto.

Para a identificacdo das alteragdbes em nivel celular e tecidual, foi feita a
histomorfometria testicular, de forma a analisar a morfometria intertubular e tubular dos
testiculos.

A andlise da estereologia, propor¢do volumétrica dos componentes intertubulares
(nucleo e citoplasma de célula de Leydig, vasos sanguineos e tecido conectivo), foi obtida
pela contagem de 1000 pontos, por animal, por imagens projetadas dos intertibulos dos

testiculos (SOUZA et al., 2016). O didmetro do nuclear das células de Leydig foi obtido pela
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mensura¢do de 30 ndcleos/animal. O volume do nicleo, citoplasma e total das células de
Leydig foi calculado de acordo com Mori e Christensen (1980).

Para a morfometria tubular foi analisado o didmetro e a altura, com a mensurac¢ao
randomica de 12 cortes por animal, pela andlise de micrometro de grade linear (U-
OCMSQI10/10, Olympus) de acordo com VALENCA et al. (2013) e SOUZA et al. (2015).
Nestas etapas, foi utilizado microscépio trinocular Olympus® BX50 com camera acoplada
(CMOS 1,3MP BioCAM) e as imagens foram analisadas com o programa Image Pro-Plus®,

versao 4.5 para Windows 98.

Andlises de expressdo génica

O RNA total foi extraido a partir de 50 mg de amostra do testiculo esquerdo dos
animais utilizando TRIzol® (InvitrogenTM), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
concentragdo do RNA das amostras foi estimada em espectrofotdmetro NanoVue Plus TM
(GE Healthcare, Munique, Alemanha), observando-se as razdes A260/A280 entre 1.8 e 2.0
como controle de pureza. A verificacdo da qualidade e a integridade do RNA extraido foi
realizada por meio do gel de agarose 1%. Posteriormente, as amostras foram reversamente
transcritas em DNA complementar (cDNA) utilizando o Kit GoScript Reverse Transcription
(RT) (Promega, Madison, WI), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As amostras
de cDNA foram armazenadas a - 20 °C até o uso na reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (RT-qPCR).

Os primers foram projetados por meio do programa PrimerQuest fornecido pela
Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville, IA) a partir das sequéncias génicas obtidas
do banco de dados do GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para produzir um produto
para amplificacdo (Tabela 2).

Para andlises de normalizagdo, realizada para minimizar as possiveis variacdes quanto
a quantidade de RNAm inicial e a eficiéncia da transcri¢do reversa, foram utilizados os genes
ACTB, HPRTI e GAPDH. A escolha do gene end6geno foi baseada na eficiéncia de
amplificacdo dos genes candidatos a partir do cdlculo da eficiéncia para cada par de primer
(nas concentracdes de 100, 200 e 400 mM) por meio da formula E= 10(-1/inclinagdo da reta)-
1, onde E € a eficiéncia da reacdo (Pfaffl, 2001). Além disso, o perfil das curvas de

amplificacdo, de dissociagdo e a estabilidade de amplificacdo destes genes entre os
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tratamentos foram utilizados como parametros de avaliacdo. Os genes normalizadores nao
apresentaram diferencga significativa entre os tratamentos. Desse modo, o gene GAPDH foi
escolhido como endégeno devido a sua maior expressao e estabilidade entre os tratamentos.

As anélises de RT-qPCR foram efetuadas utilizando o termociclador ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems - Foster City, CA, EUA), por meio do
método de Quantificacdo Relativa, utilizando como deteccdo o sistema SYBR® Green
(Applied Biosystems - Foster City, CA, EUA) e o kit GoTag® qPCR Master Mix (Promega
corporation, Madison, EUA). As reacdes de PCR foram submetidas ao protocolo de ciclos
conforme o programa: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Ao final da analise, foi obtido os valores de “thereshold cycle” (Ct), o qual foram
posteriormente normalizados (ACt) com base nos valores de Ct obtidos para o gene GAPDH.
O célculo dos niveis relativos de expressao génica foi realizado de acordo com o método 2-

ACt (Livak and Schmittgen, 2001).

Andlise estatistica

Cada animal foi considerado uma unidade experimental para andlise de todas as
variaveis. Os dados foram analisados utilizando-se o Software estatistico SAS 9.0, licenciado
para a UFV. Para as varidveis de caracteristicas seminais foi utilizado o PROC MIXED e
incluido o efeito corrigido do periodo e suas interacdes com os tratamentos. Para resultados
diferentes, as médias foram comparadas pelo teste Tukey-Kramer. Para a comparagdo das
médias das demais varidveis foi realizada a ANOVA, por meio do PROC GLM. Valores de

probabilidade menores que 0,05 foram considerados significativos.

Resultados

Ambiente térmico
As médias das temperaturas maxima e minima no interior do galpao durante o estudo

foram 28,5+ 2,7°C e 20,9 + 1,4°C, a temperatura média foi de 24,6 + 1,7°C (Figura 1).
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Caracteristicas morfologicas do sémen fresco.

O percentual de defeitos maiores foi semelhante (P > 0,05) entre os animais
suplementados com ARG e os animais que receberam a racdo CON. Também ndo foram
observadas diferencas (P > 0,05) com a suplementacdo de L-arginina para os defeitos

menores e defeitos totais do sémen (Tabela 3).

Avaliacdo do sémen resfriado
No sémen resfriado ndo foram verificados efeitos (P > 0,05) no percentual de
motilidade, assim como também ndo foi observada diferenga (P > 0,05) entre os periodos de

coleta (Tabela 4).

Andlise do perfil oxidativo e relagdo nitrito/nitrato.

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, GST e CAT no tecido testicular foi
semelhante (P > 0,05) entre os animais que consumiram a ragcdo ARG ou CON (Tabela 5).
Da mesma forma, nao foram verificadas diferencgas (P > 0,05) nas concentragdes de MDA e
PC entre os animais alimentados com ARG ou CON (Tabela 5).

A quantificacdo da relacdo nitrito/nitrato foi similar (P > 0,05) entre os animais

suplementados ou ndo com ARG.

Andlises histologicas

As caracteristicas do tibulo seminifero como percentual de tubulo, epitélio, tunica
propria e limen ndo diferiram (P > 0,05) entre o grupo CON e ARG. De forma semelhante,
também ndo houve diferenca (P > 0,05) para as medidas de didmetro tubular e altura do
epitélio (Tabela 6).

A propor¢do volumétrica de intertibulo foi a mesma (P > 0,05) entre os grupos,
entretanto, a composi¢cdo dos seus elementos diferiu. A quantidade de nucleo de células de
Leydig aumentou (P <0,05) para o grupo animais suplementados com ARG em relacdo ao
CON (Tabela 6).

Em relacdo ao percentual de vasos sanguineos, os animais suplementados com ARG

apresentaram maior (P < 0,05) percentual de vasos em relagdo ao grupo CON. De forma
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coerente, foi observada reducdo (P < 0,05) do tecido conectivo dos animais suplementados
com ARG em reacdo ao COM (Tabela 6)

Quanto a esteriologia das células de Leydig, as varidveis volume das células de
Leydig, volume do nicleo e volume de citoplasma dessas células foram semelhantes (P >

0,05) entre os animais suplementados ou ndio com ARG (Tabela 6).

Expressdo génica

A expressdo génica das enzimas antioxidantes SODI, SOD2 e GSH-PX nao foram
influenciadas (P > 0,05) pela suplementacdo com 1,0% de L-arginina (Tabela 7).

A abundincia do mRNA da enzima NADPH oxidase foi influenciada pela
suplementagdo de 1,0% de L-arginina. Os animais que receberam dietas com 1,0% de L-

arginina apresentaram reducdo (P < 0,05) da expressdo da NADPH oxidase.

Discussao

Caracteristicas morfologicas do sémen fresco

A produgao de EROs estd aparentemente mais presente em sémen contendo alta
incidéncia de espermatozoides morfologicamente anormais, por ser influenciada por residuos
citoplasmadticos classificados como gotas proximais e distais, os residuos contendo
mitocondrias podem aumentar a capacidade das células imaturas de gerar NADPH, fonte de
elétrons para a producio de EROs (SAID et al., 2005).

Os defeitos maiores sdo os de maior impacto sobre a fertilidade, sendo estes
caracterizados por mal formagdes relacionadas ao corpo e cauda dos espermatozoides. Os
defeitos menores representam as anomalias da cabeca e implantagdo abaxial
(CHENOWETH, 2005).

No entanto, no presente estudo ndo foram relatadas diferencas entre os tratamentos
para os defeitos morfoldgicos maiores, menores e totais. De forma semelhante, os estudos
feitos por Gruhot et al. (2019) e Chen et al. (2018), também ndo identificaram influéncia da

L-arginina sobre essas varidveis.
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Avaliagdo do sémen resfriado.

A L-arginina participa da formag¢do de compostos como o ON que desempenha
diversos papeis fisioldgicos no espermatozoide como redug¢do da producdo do radical
superoxido, reduzindo a formacdo de EROs e também atua como sinalizador celular
regulando a motilidade e viabilidade destas células (FORSTERMANN, 2012; BUZADZIC
et al., 2015).

No presente estudo, foi hipotetizado que a utilizacao de L-arginina suplementada na
racdo dos varrdes poderia atenuar o processo oxidativo no sémen melhorando a qualidade
espermatica. No entanto, no presente estudo nao foi observado efeito da suplementacdo de
L-arginina para varrdes na motilidade e no vigor do sémen resfriado. Estes resultados
corroboram os dados obtidos por Gruhot et al. (2019) que avaliaram a suplementacdo de
1,0% de L-arginina para varrdoes de 20 meses de idade durante 42 dias e também ndo
observaram diferenca entre os animais suplementados ou ndo com L-arginina sobre a
motilidade, concentragdo e volume seminal. De forma divergente, Chen et al. (2018)
avaliaram o uso de niveis crescentes de L-arginina na dieta para varrdes de 13 meses de idade
durante o periodo de 84 dias sob estresse por calor, e observaram que os niveis de 0,8 e 1,0%
de L-arginina na dieta proporcionou aumento da motilidade e concentra¢do espermdtica do
s€émen.

Existem dois principais fatores que podem justificar a divergéncia entre os resultados
obtidos e os observados na literatura.

O primeiro seria o tempo de suplementacdo. Sabe-se que o tempo necessario para que
o ciclo da espermatogénese aconteca é de aproximadamente 41dias (FRANCA et al., 2005).
No entanto, pouco se sabe a respeito do tempo de suplementacido necessdrio para que a L-
arginina promova efeitos a nivel testicular e seminal. Dessa forma, contrastando com os
resultados de Chen et al. (2018), no presente estudo, o periodo de suplementagao de 60 dias
pode ter sido insuficiente para que a arginina promovesse efeitos positivos na motilidade e
no vigor do s€men resfriado.

O segundo fator seria o contexto ambiental no qual os animais estao inseridos. A faixa
na qual reprodutores ndo apresentam alteracido na produgdo espermatica de acordo com Li et

al. (2015) é de 20 °C a 28 °C, sendo a temperatura ideal de 23 °C (STONE, 1982). No presente
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estudo, os animais foram mantidos em ambiente com temperaturas abaixo da faixa prejudicial
para machos reprodutores, com temperatura média do ar de 24,6 °C, minima de 20,9 °C e
com méxima de 28,5 °C. Coerente com estudo realizado por Gruhot et al. (2019) que da
mesma forma ndo desafiou os animais com temperaturas do ar elevadas. Em ambos os
estudos nao foram observados efeitos da L-arginina sobre as caracteristicas espermaticas. No
entanto, Chen et al., (2018), em um estudo com varrdes em estresse por calor relataram que
os animais suplementados com L-arginina apresentaram maior motilidade e concentragao
espermatica, ao serem desafiados com temperaturas do ar acima de 29 °C, e de acordo com
Estienne (2000) e Suriyasomboon et al. (2004) temperaturas acima desse valor sao
prejudiciais para o volume e producdo de células espermdticas.

O estresse por calor prejudica a expressdo de genes relacionados a cadeia
transportadora de elétrons, aumentando a producdo de EROs (WELLER et al. 2013). A
energia para a motilidade do espermatozoide vem quase que em sua totalidade da atividade
mitocondrial, assim em situagdo de estresse por calor pode ocorrer intenso aumento na
producdo de EROs. A L-arginina e seus metabdlitos estdo relacionados ao aumento da
capacidade antioxidante e reducio da produciio de EROs (FORSTERMANN, 2012). Desta
forma, em uma situacdo de elevado estresse oxidativo em nivel seminal, como a que ocorre
em animais mantidos em estresse por calor o efeito da L-arginina pode ser mais proeminente.

Além disso, o efeito do ON sobre a vasodilatacdo em varrdes submetidos a estresse
por calor promove o aumento do fluxo sanguineo testicular, reduzindo significativamente a
temperatura testicular, favorecendo a adequada espermatogénese e a qualidade espermadtica
(KNOX, 2003), justificando que o efeito da L-arginina pode ser mais intenso em animais

mantidos em ambientes de alta temperatura.

Andlise do perfil oxidativo e relagdo Nitrito/Nitrato.

A L-arginina e seus metabolitos como o ON possuem papéis fundamentais na
capacidade antioxidante celular (PETROVIC et al., 2007; CHEN et al., 2018; LIANG et al.,
2018), podendo reduzir o impacto negativo da elevada producdo de EROs no tecido

testicular.
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No entanto, no presente estudo a suplementacdo de 1,0% de L-arginina ndo alterou a
atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST no tecido testicular em comparagdo
com o CON.

Estudos avaliando o efeito da L-arginina sobre a capacidade antioxidante no tecido
testicular sdo escassos na literatura e se tratando da espécie suina estes estudos sdo ainda
mais escassos. No entanto, fatores como o tempo de suplementacdo e a concentragao utilizada
podem ter sido determinantes para os resultados observados. Segundo Meldrum et al. (2010)
altas concentracdes de L-arginina sdo necessdrias para seus efeitos sejam expressos no
testiculo em seres humanos. De forma coerente Duru et al. (2011), utilizando concentra¢ao
de L-arginina semelhante a do presente trabalho, também néo verificaram efeito na atividade
da SOD e CAT no tecido testicular de ratos em condicdo de estresse oxidativo,
suplementados por 56 dias.

A composicdo quimica do ON facilita sua reacdo com outros radicais livres,
principalmente radicais peroxila (LOO") responsdveis pela reacdo de peroxidagdo lipidica.
Ao doar elétrons ao propagador da reacdo LOO", o ON finaliza o evento da reacdo em cadeia,
com formacdo do produto final pouco reativo LOON=0, atuando como um antioxidante
(HUMMEL, et al., 2006).

A demonstracdo da produgao de ON € feita na maioria das vezes de forma indireta,
isso por ser um gés incolor, de meia vida curta e apresenta rdpida oxidagdo a nitrato (NO2-)
e nitrito (NO3-). Deste modo, € mensurada a concentragao e a relagdo de NO3 e NO> como
prova de sua producao (LAMPIAO et al., 2006; FERRUSOLA et al., 2009).

Porém, no presente estudo, ndo se constatou diferencas na relacio nitrito/nitrato entre
os animais suplementados com L-arginina ou os animais do grupo controle, indiretamente

indicando produc¢do semelhante de ON entre os grupos.

Andlises histologicas

O aumento da vascularizacao testicular pode favorecer a manutencdo da temperatura
adequada para a espermatogénese e pode proporcionar maior suprimento de oxigénio e
nutrientes para a producdo espermdtica e hormonal.

No presente estudo foi observado aumento no percentual de vasos sanguineos no

testiculo dos suinos suplementados com L-arginina.
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Deste modo, pode-se inferir que o aumento no percentual de vasos sanguineos no
tecido testicular dos animais suplementados com L-arginina pode ter sido mediado por uma
maior concentracdo de poliaminas.

Além do aumento da vascularizacdo, foi observado que a suplementacdo com L-
arginina implicou no aumento da propor¢do de nucleo de células de Leydig e reduziu a
proporcao de tecido conectivo no espago intersticial em relacdo ao controle.

Possivelmente a reducdo da propor¢do de tecido conectivo no espaco intersticial foi
decorrente do aumento no percentual de vasos sanguineos observado nos animais
suplementados com L-arginina.

O maior percentual de nicleos nas células de Leydig pode implicar em maior
producdo de mRNA para a sintese de androgenos, este resultado corrobora o relato de Chen
et al. (2018) de que a suplementacdo de arginina para varrdes aumenta a produgdo de
testosterona.

O maior percentual de niicleos de células de Leydig pode ser atribuido a maior
disponibilidade de substrato para a ornitina descarboxilase (ODC), aumentando a
concentragdo de poliaminas nas células de Leydig. Segundo Lefevre et al. (2011), as
poliaminas, principalmente a espermina, t€ém a capacidade de aumentar a atividade das
células de Leydig.

Os resultados da histomorfometria demostram que a L-arginina pode melhorar a
capacidade reprodutiva de varrdes. No entanto, novos estudos sdo necessarios definir o tempo
de suplementagdo e a concentracdo de L-arginina adequada. Todavia, os mecanismos pelos
quais a L-arginina promove seu efeito a nivel testicular e seminal também precisam melhor

elucidados.

Expressdo génica

Existem evidéncias de que o estresse oxidativo € um importante causador de
subfertilidade em varrdes (Liu et al., 2017; Chen et al., 2018).

O estresse oxidativo pode ocorrer em virtude do desequilibrio entre o sistema
antioxidante e a produ¢do de EROs do organismo. Neste sentido, os antioxidantes
enzimaticos desempenham papel importante para a neutralizacdo das EROs, que protege os

tecidos testiculares e os espermatozoides dos danos oxidativo. A enzima SOD realiza a
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dismutacdo dos radicais superéxido em perdxido de hidrogénio e a GSH-Px converte os
radicais peréxidos e hidroxila em formas ndo-téxicas (Chen et al., 2018).

A L-arginina € frequentemente descrita como aminodcido com capacidade
antioxidante, capaz de modular a expressdo gé€nica de enzimas antioxidantes e prd-oxidantes
(Liang et al., 2018; Mo et al., 2018).

Todavia, no presente estudo a suplementacao dietética de 1,0% de L-arginina ndo foi
eficiente em aumentar a expressao das enzimas antioxidantes SODI, SOD2, e GSH-PX 1.
Estes resultados estdo coerentes com os obtidos pela andlise da atividade das enzimas
antioxidantes apresentados na Tabela 5.

A sintese de GSH € controlada pelo aumento da atividade da glutamato cisteina ligase
(GCL) e GSH sintase (GS) (Lu, 2009; 2013). E, segundo Liang et al. (2018), a expressao
génica da GCL e GS aumentam com o aumento do fornecimento de L-arginina dietética.
Deste modo, € possivel que no presente estudo o fornecimento de 1,0% de L-arginina pode
ndo ter sido suficiente para estimular maior expressao génica de GSH no tecido testicular.

Trabalhos avaliando a expressdo génica de enzimas antioxidantes como a SODI e
SOD?2 no tecido testicular de animais consumindo L-arginina sao escassos. Todavia, segundo
Meldrum et al. (2010) para que se consiga observar os efeitos da L-arginina em nivel
testicular a concentragdo suplementada deve ser elevada. Possivelmente no presente estudo,
o nivel utilizado foi inferior ao necessario para expressar efeito sobre a expressao das enzimas
antioxidantes.

O anion superdxido € um radical livre que pode ser gerado por vias mitocondriais e
ndo-mitocondriais. Sendo a NADPH oxidase a maior fonte ndo-mitocondrial de superéxido
(Cho e Kim, 2011; Ma et al., 2015).

Produtos que consigam inibir a transferéncia de elétrons entre os componentes da
NADPH oxidase para a formac¢do do superoxido ou reduzir a expressao génica de algum de
seus componentes, podem atenuar o estresse oxidativo celular (Selemidis et al., 2008).

Neste sentido, a L-arginina € descrita como modulador da expressdo génica da familia
NADPH oxidase (Fujii et al., 2003). A inibicdo da NADPH oxidase pela L-arginina ocorre
de forma indireta, mediada pela liberacao de ON (Selemidis et al., 2008; Luo et al., 2019).

No presente estudo, a suplementacdo dietética de 1,0% de L-arginina foi eficaz em

reduzir a expressdao génica da NADPH oxidase, o que pode resultar em menor produgdo do
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anion superoxido, indicando que este aminodcido pode atuar como um antioxidante em nivel

testicular.

Conclusao
A inclusdao de 1,0% de L-arginina na ragdo varrdes promove aumento na angiogénese
testicular e na capacidade transcricional das células de Leydig, e pode contribuir para redu¢ao

da producdo de radicais livres em nivel testicular.
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Ingredientes, % CONTROLE ARGININA
Milho 7,88% 58,600 58,600
Farelo de soja 45,0% 16,500 16,500
Farelo de trigo 18,000 18,000
Oleo de soja 2,300 2,300
Caulim 1,000 -
L-arginina - 1,000
Fosfato bicalcico 1,730 1,730
Calcario Calcitico 0,780 0,780
Sal comum 0,585 0,585
L-lisina 78,0% 0,120 0,120
Adsorvente' 0,100 0,100
Mistura mineral® 0,100 0,100
Cloreto de colina 0,100 0,100
Mistura vitaminica’ 0,050 0,050
Tiamulina* 0,020 0,020
Tilosina’ 0,015 0,015
Composi¢io nutricional calculada®

Arginina digestivel, % 0,893 1,824
Calcio, % 0,800 0,800
Energia metabolizavel, kcal/kg 3100 3100
Fibra Bruta, % 3,600 3,600
Fésforo disponivel, % 0,400 0,400
Lisina digestivel, % 0,700 0,700
Metionina + cisteina digestivel, % 0,444 0,444
Proteina bruta, % 15,00 15,35
Sédio, % 0,250 0,250
Treonina digestivel, % 0,475 0,475
Triptofano digestivel, % 0,156 0,156

1250 g Adsorvente a base de algas/kg (Mycosorb, Alltech, Lexington, Kentucky, EUA).

*Contetido por quilo do produto: Cu como sulfato de Cobre (19,50 g); Fe como sulfato de Ferro (65,00

g); I como iodato de célcio (1300,0 mg); Mn como sulfato de manganés (42,0 g); Zn como 6xido de
zinco (104,0 g) (Premix mineral, Supermix nutricdo animal, Ponte Nova, MG, Brasil).

3Contetido por quilo do produto: Acido Félico (250,00 mg); Pantotenato de Clcio (5.000,00 mg);

Biotina (37,50 mg); Niacina (8.750,00 mg); Vitamina B6 (500,00 mg); Vitamina B2 (1.500,00 mg);
Selénio (75,00 mg); Vitamina B1 (500,00 mg); Vitamina A (2.000,000 U.1.); Vitamina B 12 (7.500,00
mcg); Vitamina D3 (370,000 U.L); Vitamina E (6.250 U.L.); Vitamina K3 (750,00 mg) (Premix

vitaminico, Supermix nutri¢do animal, Ponte Nova, MG, Brasil).
“200 g Fumarato de hidrogénio de tiamulina/kg (Pulmolin, Farmabase, Jaguariuna, SP, Brasil).

5250 g tilosina/kg (Tylan G250, Elanco, Sdo Paulo, SP, Brasil).



32

Tabela 2. Descricao dos primers

Gene Sequéncia Numero de acesso

F: AATTGCCTCAAGTACGTCCGA
GSH-PX R: CATTTGCGCCATTCACCTCAA NM_214201.1

F: GTTGGTCCACGATCCAAAG
NADPH-OX ¢ cCAGCCTCTCACACAGATA NM_214043.2

F: TGCAGGTCCTCACTTCAATC
SODI R CTTTGCCAGCAGTCACATTG AF396674.1

F: ACGGTGGAGGCCACATCAATCA
SOD2 . AAAGTCGCGTTTGATGGCTTCC NM_214127.2

F:CTTCTAGGCGGACTGTTAGTG
ACTB R AGCCATGCCAATCTCATCTC XM_0031242803

F:CCAGTCAACGGGCGATATAA
HPRTI R:GACCAAGGAAAGCAAGGTTG NM_001032376.2

F:CAAAGTGGACATTGTCGCCATCA
GAPDH R:AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT NM_001206359.1

GSH-PX: Glutationa Peroxidase, NADPH-OX: NADPH oxidase, SODI: Super6xido
Dismutase 1, SOD2: Superdxido Dismutase 2, ACTB: B-actin, HPRTI: Hipoxantina guanina
fosforiboxiltransferase 1, GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.
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Figura 1. Temperatura experimental durante o periodo de 60 dias. O eixo Y representa a

temperatura em ° C e o eixo X o periodo experimental
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Tabela 3. Varidveis morfoldgicas do s€émen fresco de varrdes suplementados ou nao com L-

arginina
Item CONTROLE ARGININA P-valor
Defeitos maiores (%) 9,67 +5,11 8,69 +£2.29 0,851
Defeitos menores (%) 10,58 +2,73 6,62 +0,76 0,139

Defeitos totais (%) 20,25 +7,18 15,31 £ 2,46 0,479
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Tabela 4. Caracteristicas do s€émen resfriado de varrdes suplementados ou ndo com L-

arginina de acordo com o dia de coleta

P-valor
Periodo CONTROLE ARGININA Média
Ta P TaxP
Motilidade (%)

45° dia 69,28 +4,14 68,13 £2,48 68,70 £ 3,31

0,971 0,241 0,809
52° dia 65,00 £3,93 63,75 +2,63 64,37 £ 3,28
59° dia 67,86 £2,40 70,00 = 1,88 68,93 £2.14
Média 67,38 £3,46 67,29 £244

Vigor

45° dia 2,85 +£0,53 3,06 = 0,54 2,96 + 0,54

0,258 0,483 0,875
52° dia 3,07 £0,61 3,12 +£0,53 3,09 £ 0,56
59° dia 3,07 £ 0,60 3,18 £ 0,54 3,12 £ 0,57
Média 3,00 0,55 3,12 +£0,52

Ta = P-valor do tratamento, P = P-valor periodo, TaxP = P-valor da interacdo tratamento

com periodo.
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Tabela 5. Capacidade antioxidante, perfil oxidativo e relacdo nitrito/nitrato no tecido

testicular de varrdes suplementados ou ndo com L-arginina.

Item CONTROLE ARGININA P-valor
SOD (U/mg) 2,08 £0,16 1,79 £0,14 0,196
GST (umol/g) 38,00 + 4,83 34,17 £ 4,63 0,576
CAT (U/mg) 6,18 + 0,66 5,49 £ 0,54 0,432
MDA (uM/mg) 2,18 £0,33 2,86 £ 0,33 0,171
PC (nmol/mg) 15,20+ 1,13 12,30 £ 1,76 0,186
Nitrito/nitrato (umol/L) 6,58 + 0,38 6,35+ 0,31 0,653




Tabela 6. Caracteristicas histomorfologicas do tecido testicular de varrdes suplementados ou

ndo com L-arginina

Parametros CONTROLE  ARGININA P-valor
Tibulo (%) 54,56 £ 2,75 52,53 £ 1,96 0,559
Epitélio (%) 31,68 £ 2,27 30,55 + 1,04 0,659
Ttnica Prépria (%) 6,54 £ 0,35 5,788 +£0,31 0,129
Limen (%) 16,34 £ 0,86 16,20 £ 1,43 0,933
Diametro Tubular (um) 254,50 £7,01 239,90 £9,65 0,243
Altura do Epitélio (um) 68,11 £ 1,55 64,05 + 3,79 0,336
Intertdbulo (%) 45,44 £ 2,75 47,47 £1,96 0,559
Células de Leydig (%) 75 £1,87 75,3 £ 1,20 0,895
Vasos sanguineos (%) 7,49 + 0,83 14,69+ 1,58 0,001
Nicleo células de Leydig (%) 10,94 £ 0,95 14,05 + 1,05 0,044
Citoplasma células de Leydig (%) 64,06 = 1,57 61,25+1,73 0,250
Tecido conectivo (%) 16,50 + 1,98 8,90 £ 0,52 0,002
Estereologia da célula de Leydig
Volume da célula (um?) 1271 £ 95,2 987 £114,49 0,078
Volume do Nucleo (um?) 179,6 £ 11,05 1754 +£12,47 0,806
Volume do citoplasma (um3) 1091 = 90,25 811,7 +104,65 0,063
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Tabela 7. Expressdo génica de enzimas antioxidantes e pro-oxidantes no tecido testicular de

varroes
Item CONTROLE ARGININA EPM P-valor
GSH-PX 1,02 0,92 0,04 0,144
SODI 0,93 0,95 0,05 0,841
SOD2 1,62 1,34 0,15 0,239
NADPH-0OX 1,66 a 1,36 b 0,06 0,004

EPM = erro padrao da média.
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ANEXO

A,

%‘ |, COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
pbaf o ety
IO GET  CEUAP/UFV

5 N A {7 UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

Campus Universitario — lgosa, MG — 363 70-900 — Telefone-(31) 3899.3273 — e-mail: cenap/@ufi br — site- wwwi.ceuap.ufi:br

Vigosa, 21 de Dez. de 2017

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Suplementacio da racio com l-arginina e seus efeitos na
capacidade antioxidante e mna gualidade espermitica de suinos". protocolo n® 069/2017. sob a
responsabilidade de Alvssom Saraiva - que envolve a producio. manutencio e/ou utilizagio 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
qulbho de 2009, e com as normas editadas pelo conselho nacional de controle da expenimentacio animal (concea).
e fo1 aprovado pela conussio de etica no uso de amumais de producdo da universidade federal de vigosa (ceuap-
ufv) em reunido de 20 de Dez. de 2017.

Finalidade: ( X )Pesguisa { JEnsino

Vigéncia do Projeto: de 21 de Dez. de 2017 a 05 de Mar. de 2018

Espécie/linhagem: Suino (Sus serofa domesticus) N de animais: 14

Peso: 220 Kg  Idade: 11 meses  Sexo: Macho Ornigem: Setor de Suinocultura/DZO/UFV - CNPJ/CPF:
25.944 .455/0001-96

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Dietary L-arginine supplementation and its effects on antioxidant
capacity and sperm guality of boars", protocol n® 069/2017, under the responsibility of Alvsson Saraiva -
which involves the production. maintenance and/or use of amimals belonging to the phylum chordata, subphylum
vertebrata (except man). for scientific research purposes (or education) - 1s 1n accordance with the law n® 11.794.
of October 8. 2008, Decree n®. 6899 of July 15, 2009, and the rules i1ssued by the Brazilian National Council for
Animal Expenimentation Control (CONCEA). and was approved by the Ethics Commuission on the use of farm
ammals of Umiversidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) 1n 1ts meeting on Dec, 20th, 2017.

Finality: ( X )Research ( JEducation

Duration of the Project: from Dec, 21th, 2017 to Mar, 05th, 2018.

Species / strain: Swine (Sus scrofa domesticus) N° of animals: 14

Weight: 220 Kg Age: 11 months Sex: Male Source: Setor de Suinocultura/DZO/TUFV - CNPJ/CPF:
25.944.455/0001-96
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Luciana Navaj as Renné
Coordenadora da CEUAP/UFV
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