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A suplementacio alimentar com acidos graxos insaturados melhora
a qualidade do sémen criopreservado de bufalos (Bubalus bubalis)

pos descongelacao

Dietary supplementation with unsaturated fatty acids improves

quality of water buffalo (Bubalus bubalis) thawed semen

Arnaldo Algaranhar Gongalves'; Alexandre Rossetto Garcia**;
Rubens Paes de Arruda®; Waldomiro Barioni Junior?;

José de Brito Lourengo Junior®; Priscila Reis Kahwage'; Geanne Rocha da Silva'

Resumo

Este estudo investigou o efeito da inclusdo de acidos graxos insaturados (UFAs) na dieta sobre a
qualidade do sémen descongelado de bubalinos, além de verificar o grau de associa¢do entre técnicas
de avaliacdo da integridade de membrana plasmatica (IMP) dos espermatozoides. Foram avaliados
parametros de motilidade (subjetiva e computadorizada), cinética, morfologia espermatica e IMP. A
IMP foi avaliada pelos testes hiposmotico, coloragdo de eosina-nigrosina (E-N) e sondas fluorescentes
(iodeto de propidio/Hoescht 33342; IP-H342). O experimento foi delineado para execugdo com dois
grupos experimentais, avaliados em medidas repetidas ao longo do tempo. Onze touros bubalinos
Murrah (3,5£1,0 anos ¢ 536,9+73,0 kg) foram divididos de modo inteiramente casualizado, em dois
tratamentos: Grupo Controle (CONT, n=5) e Grupo Oleo de Palma (OP, n=6). Os animais receberam
forragem e concentrado de maneira controlada. O grupo OP recebeu 6leo de palma adicionalmente na
dieta (2% da matéria seca). O consumo foi diariamente controlado e o nivel de ingestdo de UFAs em
OP foi 55,4% superior ao CONT. As coletas seminais foram realizadas a cada 14 dias, durante 120
dias. As variaveis de qualidade do sémen foram avaliadas em quatro periodos de tempo (Periodos 1,
II, III e IV), com intervalos de 30 dias cada. O nivel de significincia adotado foi de 5%. Nao houve
efeito do tratamento sobre a motilidade espermatica (P>0,05), mas a suplementacdo apresentou efeito
positivo no Periodo IV (P<0,05), sobre a habilidade de progressao dos espermatozoides, conferida
conjuntamente por BCF, STR e LIN. Alta correlagdo (91%) foi observada entre as técnicas de IP-
H342 ¢ E-N (Y=0,9155x + 2,9843; R?=0,82; P<0,05). Assim, a suplementacao com UFAs aumentou a
capacidade de progressao das células espermaticas apds 90 dias do inicio do tratamento, sem prejudicar
as demais variaveis. A coloragdo com eosina-nigrosina pode ser utilizada eficientemente como preditora
dos niveis de IMP, quando as condi¢des para execugdo da técnica com sondas fluorescentes nio estejam
presentes.

Palavras-chave: Acido graxo insaturado, bufalo doméstico, integridade de membrana plasmatica,
sémen descongelado, suplementacao
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Abstract

This research aimed to evaluate the effect of inclusion unsaturated fatty acids (UFAs) in the buffalo
diet, on the sperm quality after thawing. In parallel, it was verified the degree of association among
techniques to assess plasma membrane integrity (PMI) of spermatozoa. Patterns of sperm motility
(subjective and computer-assisted analysis), kinetics, morphology and plasma membrane integrity
were evaluated. The hypo-osmotic swelling test, nigrosin-eosin staining (E-N) and fluorescent probes
propidium iodide/Hoechst 33342 (IP-H342) were adopted to evaluate PMI. The study was planned
considering two experimental groups, which were evaluated in repeated measures design. over time.
Eleven Murrah buffalo bulls (3.5+1.0 years, and 536.9+73.0 kg) were divided in Control Group (CONT,
n=5) and Palm Oil Group (PO, n=6). Animals were fed with forage and concentrated in a controlled
manner. Animals of PO received dietary supplementation containing palm oil (2% of dry matter).
Dietary consumption was daily monitored and the intake level of UFAs in PO was 55.4% higher than
CONT. Semen samples were collected and evaluated every 14 days. The experiment lasted 120 days,
considering four periods of 30 days each (Periods I, II, III and IV) and repeated measures structure
was used in statistical analysis. Significance level adopted was 5%. There was no effect of treatment
on sperm motility (P>0.05), but palm oil supplementation presented a positive effect on spermatic
ability to progress (derived from BCF, STR and LIN) in Period IV (P<0.05). High correlation (91%)
was observed between IP-H342 and E-N techniques (Y = 0.9155 x +2.9843, R? = 0.82, P<0.05). Thus,
supplementation with UFAs increased the progressivity of spermatozoa after 90 days, and had no effect
on other seminal parameters. Eosin-nigrosin stain can be used efficiently as a predictor of the level of
PMI when conditions for implementing fluorescent probes not present.

Key words: Plasma membrane integrity, supplementation, thawed semen, unsaturated fatty acids,

water buffalo
Introducao

A populacdo mundial de bufalos (Bubalus
bubalis) cresce a cada década e, atualmente, € de 168
milhdes de cabegas, sendo que o continente asiatico
concentra mais de 95% dessa populacdao. Além de
ser usado como animal de tragao em diversos paises,
a espécie apresenta relevante papel na produgdo de
carne e leite (LOURENCO JUNIOR; GARCIA,
2006), com crescente interesse pelos derivados
lacteos no mercado internacional (BORGHESE;
MAZZI, 2005). Para ser mais competitiva, a
bubalinocultura deve elevar o padrao genético dos
animais, o que pode ser facilitado pela ampliacao
de novos programas de inseminacdo artificial e
consolidacdo dos ja existentes (ANDRABI, 2009).

Em geral, os programas de inseminagao artificial
em bubalinos sdo executados tendo como base o
uso do sémen congelado (GARCIA et al., 2008).
Contudo, tanto no bubalino como em outras
espécies, o processo de criopreservagdo causa
inimeras injurias nas células espermaticas, as quais
ocasionam decréscimo ou perda da capacidade de
fertilizagdo (SANSONE; NASTRI; FABBROCINI,
2000). As etapas da criopreservagdo, assim como

a descongelacdo do sémen, geram modificagdes
na composi¢cdo lipidica da membrana plasmadtica
do espermatozoide, por desestabilizar a bicamada
lipidica (WATSON, 2000; KUMAR; ATREJA,
2012). Outros efeitos perceptiveis sdo a indugdo da
capacitacdo espermatica precoce ¢ a diminui¢ao do
tempo de vida 1til dos espermatozoides (RASUL;
AHMAD; ANZAR, 2001).

Em virtude da importdncia da participagao
dos lipidios na estrutura das células espermaticas,
principalmente quando submetidas ao choque
térmico pela criopreservacdo ou descongelagdo,
estudos sobre a inclusdo de lipidios na dieta de
suinos (CASTELLANO et al., 2010; KAEOKET
et al., 2010; AM-IN et al., 2011), ovinos (GRAAF
et al., 2007; SELVARAJU et al., 2012), bovinos
(GHOLAMI etal.,2011) e bubalinos (ADEEL et al.,
2009) tém sido realizados, sendo os 6leos de origem
vegetal, como o de linhaga, soja, girassol e milho os
mais comumente empregados na alimentagdo dos
ruminantes.

Uma fonte de 4cidos graxos insaturados (UFAs) ¢
0 6leo de palma, principal produto extraido do fruto
da palmeira de dendé (Elaeis guineensis Jacq.) e que
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possui, entre outros lipideos, o acido linoleico (m-6)
em sua composicdo (NORHAIZAN etal., 2013). No
metabolismo animal, os UFAs sdo importantes no
processo reprodutivo, especificamente na produgao
de esteroides (WANG et al., 2003), para a fluidez
nas membranas plasmaticas do espermatozoide e
odcito, nas mudangas no padrido de receptores de
ligagio (WATHES; ABAYASEKARA; AITKEN,
2007), como fonte de energia durante a maturagao
dos o6citos e no desenvolvimento embrionario apds
a implantagdo (FERGUSON; LEESE, 2006).

O principal acido graxo encontrado nos

espermatozoides ¢ o dacido linolénico (w-3),
sendo que o acido docosahexaenoico (DHA), um
derivado ®-3, tem importante papel na manutengao
da integridade da membrana plasmatica e na
motilidade espermatica, bem como confere maior
criorresisténcia as células (ROBINSON et al.,
2006). A presenca de acidos graxos insaturados
na membrana plasmatica ou no plasma seminal,
principalmente da familia dos ®-3, influencia no
metabolismo das células espermaticas (LENZI et al.,
1996). Outras familias de acidos graxos, ®-6 e ®-9,
participam na sintese das prostaglandinas (PGE,
PGE, PGE, e PGE,) e seus precursores (acido
araquidonico e dihomo-gama-acido linoleico)
(WATHES; ABAYASEKARA; AITKEN, 2007).

Na avaliagdo androlégica, ¢ importante
considerar os danos irreversiveis impostos aos
espermatozoides pela criopreservagdo, utilizando
varios testes para avaliar o potencial fertilizante
do espermatozoide (HOLT, 2000; ARRUDA et al.,
2005). Normalmente, as avaliagdes mais rotineiras
realizadas para determinar a qualidade seminal
englobam os testes de motilidade e morfologia
espermatica (MAZIERO et al., 2009), além de
técnicas para avaliar a integridade e fungdo da
membrana plasmatica do espermatozoide, como
o teste de eosina-nigrosina ¢ o teste hiposmoético
(BARROS et al., 2007, SELVARAJU; GHOSH;
RAVINDRA, 2009). De forma complementar,
técnicas mais elaboradas foram desenvolvidas mais

recentemente para aumentar o grau de precisdao

das avaliagdes andrologicas, como a analise
computadorizada da motilidade espermatica (CASA
— Computer Assisted Sperm Analisys) (CONTRI
et al., 2010; CONTRI et al., 2013; HUSSAIN;
LESSARD; ANZAR, 2013) ¢ as técnicas baseadas
no uso de sondas fluorescentes (CELEGHINI et al.,

2007; KOONJAENAK et al., 2007).

A analise computadorizada da motilidade
espermatica (CASA) calcula de forma objetiva a
motilidade e os pardmetros de movimentacdo do
sémen, proporcionando maior acuracia a avaliacdo
(VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN,
2002; MORTIMER, 2000; COX et al., 2006).
Esta ferramenta ndo somente pode ser utilizada
para diminuir ou retirar a subjetividade do método
convencional de avaliagdo da motilidade, mas
também para investigar a cinética detalhada
dos espermatozoides (MANDAL; BAGPAUL;
GUPTA, 2003). Poucos estudos foram realizados
com sémen bubalino com o proposito de avaliar
o comportamento da cinética espermatica apos os
processos de congelacao e descongelacao (RASUL;
AHMAD; ANZAR, 2000; RASUL; AHMAD;
ANZAR, 2007; KOONJAENAK et al., 2007; ANIL
KUMAR et al., 2011).

Ja os testes com fluorocromos utilizam as
sondas fluorescentes, as quais se ligam a moléculas
especificas presentes na célula, a fim de avaliar
a integridade e a funcdo de compartimentos
especificos dos espermatozoides (YANIZ et al.,
2012). Corantes supravitais, como o iodeto de
propidio e o Hoescht 33342, sdo usados para
determinar a integridade de membrana plasmatica,
e se ligam de forma especifica ao DNA ao marcar o
nucleo da célula em vermelho (lesada) e azul (ndo
lesada), respectivamente (CELEGHINI et al., 2007).
Porém, estd técnica possui algumas desvantagens,
como o alto investimento para a implantagdo do
equipamento de microscopia de epifluorescéncia,
além de toda estrutura fisica necessaria para dar
suporte a essa técnica. Ainda, a leitura ap6s o preparo
das amostras deve ser quase que imediata, a fim de
evitar a perda das propriedades dos fluorocromos.
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Por isso, o primeiro objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito dos acidos graxos insaturados, por
meio da adi¢do do dleo de palma na dieta, sobre os
parametros de motilidade espermatica subjetiva e
automatizada, de cinética espermatica, normalidade
da morfologia dos espermatozoides e integridade
de membrana espermatica no sémen bubalino
criopreservado. Adicionalmente,
grau de associagdo entre as técnicas de avaliag@o
da integridade de membrana plasmatica dos
espermatozoides.

verificou-se 0

Material e Métodos
Animais e local

Onze touros bubalinos adultos da ragca Murrah
(3,5+1,0 anos e 536,9+73,0 kg) foram utilizados
como doadores de sémen. Os animais foram
mantidos em baias cobertas, sob condi¢des
ambientais uniformes. O ensaio foi realizado na
Embrapa Amazonia Oriental (Belém-PA, Brasil)
e no Laboratério de Biotecnologia do Sémen
e Andrologia da FMVZ/USP (Pirassununga-
SP, Brasil), sendo que todos os procedimentos
experimentais foram previamente aprovados pelo

Comité Técnico Interno da Embrapa Amazonia

Oriental, empresa vinculada ao Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento do Brasil.

Alimentagdo e manejo

Os animais foram divididos em dois grupos:
Grupo Controle (CONT; n= 5) e o Grupo Tratado
(OP; n=6). Os touros de ambos os grupos
receberam dieta isoproteica (12,3% de proteina
bruta) composta de volumoso de silagem de
milho (50%) e concentrado feito de farelo de trigo
(CONT: 19,90% e OP: 19,25%), milho triturado
(CONT: 29,5% e OP: 28,0%) mais ureia (CONT:
0,6% ¢ OP: 0,7%), formuladas de acordo com as
exigéncias da categoria (PAUL; LAL, 2010). Para
os animais do grupo tratado, houve a adi¢do dos
acidos graxos insaturados por meio da mistura do
6leo de palma no concentrado, referente a 2% da
dieta, com base na matéria seca, o que distinguiu a
composi¢ao bromatologica das dietas (Tabela 1). O
perfil de acidos graxos das dietas experimentais foi
determinado por cromatografia gasosa dos ésteres
metilicos de acidos graxos e ionizagdo de chama
(CP 3380, equipado com CP-Sil 88 de 60 m x 0,25
mm, Varian Analytical Instruments, Walnut Creek,
EUA). Cada amostra foi analisada em triplicata
(RODRIGUES; DARNET; SILVA, 2010).

Tabela 1. Composi¢do bromatoldgica das dietas enriquecidas (OP) ou ndo (CONT) com o6leo de palma a 2% da
matéria seca, fornecidas a touros bubalinos em regime regular de colheita e congelagdo de sémen.

- GRUPOS
COMPOSICAO CONT op

PB (%) 12,37 12,33

EE (%) 3,47 5,43
FDN (%) 32,12 31,51

FDA (%) 23,95 23,59

MS (%) 61,04 59,13

*PB: Proteina Bruta; EE: Extrato Etéreo; FDN: Fibra em Detergente Neutro; FDA: Fibra em Detergente Acido; MS: Matéria Seca.
CONT: concentrado controle; OP: concentrado enriquecido com 6leo de palma (2%MS).

Fonte: Elaboragio dos autores.
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Durante 16 dias, antes do inicio do experimento,
foi feita adaptagdo dos animais ao regime de
manejo estabulado e a alimentacdo de volumoso e
concentrado. O arragoamento experimental durou
120 dias, sendo os animais alimentados duas vezes
ao dia e monitorados quanto ao consumo diario para
ajuste na quantidade a ser ofertada. Considerou-se
o dia do arragopamento experimental como dia zero
(DO0). Nas baias em que os animais foram confinados
havia dgua em bebedouro automatico e sal mineral
ad libitum. O consumo médio diario de acidos
graxos insaturados no grupo CONT foi de 308,75
g/animal/dia e no grupo OP foi de 479,97 g/animal/
dia, o que garantiu um incremento na ingesta de
acidos graxos insaturados da ordem de 55,4% nos
animais tratados.

Coleta, criopreservagado e descongelagdo do sémen

O sémen foi coletado por meio de vagina artificial
a 42°C, adaptada para espécie bubalina (VALE et
al., 1984). Os touros tiveram ejaculados colhidos,
em média, em intervalo de 14 dias, totalizando 100
ejaculados analisados. Previamente a coleta, os
touros foram contidos e devidamente higienizados,
sendo realizada uma falsa monta para estimulagao
sexual prévia. O sémen in natura passou por
andlise de rotina para as caracteristicas fisicas e
morfologicas (VALE et al., 1984) e apresentou
médias para volume de 3,7+1,2 e 3,6+1,7 mL, pH
de 6,2+0,4 ¢ 6,3+0,3, turbilhonamento de 2,8+0,5
e 2,3+0,8, vigor de 3,1+£0,4 e 3,0+0,3, motilidade
progressiva de 59,1+16,0% e 54,7+11,4%, defeitos
totais 20,449,6% e 19,247,4%, e integridade
de membrana plasmatica (eosina-nigrosina) de
68,1£10,6% e 61,7£16,7%, para os grupos CONT e
OP, respectivamente.

O sémen foi diluido e criopreservado com diluidor
TES-TRIS (VALE, 2002), em palhetas plasticas
(30 x 10° sptz). O processo de criopreservagdo
foi executado de modo automatizado em sistema
(TK-3000, TK Equipamentos,
Uberaba, Brasil), com curva de refrigeracdo e

programavel

congelacdo controladas (CASTRO, 2010). Apos
a congelacao, as palhetas foram submersas em
nitrogénio liquido e estocadas a —196°C por no
minimo um més antes do inicio das analises. Para as
avaliacdes, duas palhetas de cada ejaculado foram
descongeladas em banho-maria a 37°C durante 30
segundos (KUMAR et al., 1993). O sémen foi entdo
colocado em um inico microtubo e homogeneizado,
sendo mantido sob temperatura controlada de
37°C durante todas as analises. As analises foram
realizadas pelo mesmo observador, previamente
treinado, para evitar variagdes.

Avaliagdo da motilidade subjetiva

Primeiramente, foram realizadas as analises de
motilidade total (MOT-ST) e progressiva subjetiva
(MOT-SP), em aliquota de 10 uL de sémen
em lamina pré-aquecida a 37°C, analisada em
microscopio optico (Eclipse E200, Nikon, Japao)
com aumento de 100x. O resultado foi expresso em
porcentagem de células moveis.

da motilidade e

pardametros de cinética espermadtica (CASA —

Avaliagdo computadorizada

Computer Assisted Sperm Analysis)

Para  realizar a  analise
computadorizada (CASA),
depositadas em camara de Makler Counting
Chamber (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel).

Uma aliquota de 10 pL da amostra foi depositada

espermatica
as amostras foram

no centro da camara e foram avaliados 10 campos
distintos e aleatorios para cada amostra em
equipamento HTM-IVOS, versao 12.3 (Hamilton
Thorne Biosciences, Beverly, Massachusetts, USA).
O set up do equipamento para analise do sémen foi
pré-ajustado com os seguintes parametros: niimero
de frames captados: 60; frames por segundo: 60
Hz; contraste minimo: 60; tamanho minimo da
célula: 6 pixels; VAP (path velocity): 38,0 um/s;
STR (straightness): 60,0%; VAP cutoff: 30,0
um/s; VSL cutoff: 20,0 pm/s; tamanho da célula:
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6 pixels; intensidade da célula: 80; magnificagao:
1,89; frequéncia de video: 60 Hz; intensidade de
iluminagdo: 2150; temperatura: 37°C. As seguintes
variaveis de movimento das células espermaticas
foram avaliadas: motilidade total (MOT-T, %) e
motilidade progressiva (MOT-P, %); velocidade
média do trajeto (VAP, um/s); velocidade curvilinear
(VCL, um/s); velocidade linear progressiva (VSL,
um/s); amplitude de deslocamento lateral da cabeca
(ALH, pm); frequéncia de batimento flagelar
cruzado (BCF, Hz); retilinearidade (STR, %) e
linearidade (LIN, %) (CONTRI et al., 2010).

Avalia¢do da morfologia espermdatica

Os
individualmente

espermatozoides foram avaliados
segundo tipo e de
anormalidade presente. Aliquotas de 100uL de

grau

sémen descongelado foram diluidas em 900uL de
formalina tamponada para cada amostra. Uma gota
de 10 pL foi avaliada em microscdpio de contraste
de fase (Eclipse E200, Nikon, Japao), com aumento
de 1000x. Foram contados 200 espermatozoides por
amostra e classificados em defeitos maiores (DEF-
MA), defeitos menores (DEF-ME) e defeitos totais
(DEF-T) (BLOM, 1973).

Avaliagdo da integridade da membrana plasmatica
com sondas fluorescentes

A integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides foi avaliada com uso de sondas
fluorescentes (associagdo de iodeto de propidio/
Hoescht 33342), por teste hiposmoético e pela
coloragdo de eosina-nigrosina, conforme descrito a
seguir.

Em um microtubo aquecido a 37°C, foram
adicionados 150 pL de sémen descongelado em
150uL meio TALP, numa concentragdo final de 25 x
10° espermatozoides/mL. Em seguida, foi realizada
adicdo de 3 pL de iodeto de propidio (P4170 — Sigma
— Aldrich) a 0,5 mg/mL e 2 pL de Hoescht 33342
(H-1399 — Molecular Probes) a 5 mg/mL, incubada
a 37°C por 8 minutos em ambiente escuro, sendo

analisado entre lamina e laminula pré-aquecidas a
37°C, sob microscopia de epifluorescéncia (Nikon,
Eclipse 801, Melville, USA) com aumento de 1000x.
Duzentas células foram contadas e classificadas
de acordo com a fluorescéncia emitida: células
consideradas com membrana plasmatica lesada
apresentavam fluorescéncia vermelha decorrente
da acdo do iodeto de propidio; células consideradas
com membrana plasmatica integra apresentavam
fluorescéncia azul, coradas apenas pelo Hoescht
33342. O resultado foi dado em porcentagem
de células com membrana plasmatica integra
(CELEGHINI et al., 2007).

Avaliagdo da integridade da membrana plasmatica
com teste hiposmotico (HOST)

Em microtubo, uma aliquota de 50 pL de sémen
descongelado foi adicionada a 500 uL de solugdo
hiposmética (0,735g de citrato de soédio, 1,351g de
frutose, 100 mL de agua Milli-Q; 190 mOsm kg™)
pré-aquecida a 37°C. A amostra foi entdo incubada
por 30 minutos. Em seguida foram adicionados 250
uL de formalina tamponada a 10% para fixacdo das
células e analise posterior. Para andlise, ja utilizada
uma gota de 10 pL de cada amostra entre ladmina
e laminula, sendo visualizadas em microscopio de
contraste de fase (Eclipse E200, Nikon, Japao), com
aumento de 400x (RASUL; AHMAD; ANZAR,
2000). Duzentas células foram contadas, sendo
que as células que apresentaram cauda enrolada ou
dobrada foram classificadas como tendo membrana
plasmatica integra, descontados os valores de células
com caudas dobradas ou enroladas mensurados ap6s
a descongelacdo e previamente a execugdo do teste
hiposmédtico (MELO; HENRY, 1999).

Avaliagdo da integridade da membrana plasmatica
com eosina-nigrosina

Uma aliquota de 8 pL. de sémen descongelado
foi depositada sobre lamina pré-aquecida a 37°C e
gentilmente misturada a 10 pL. de eosina-nigrosina
(1% de eosina B, 5% de nigrosina e 3% de citrato
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de sodio) e homogeneizada (KHAN; 1JAZ, 2008).
Em seguida, foi realizado o esfregaco, com tempo
de secagem de 2 minutos. A contagem diferencial
considerou 200 células, que foram classificadas
em duas categorias: células espermaticas nao
coradas, consideradas como tendo membrana
plasmatica integra, e células coradas parcial ou
totalmente, consideradas como tendo membrana
plasmatica lesada (BRITO et al., 2003), utilizando-
se microscopio optico (Eclipse E200, Nikon, Japao)
com aumento de 1000x.

Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi
inteiramente casualizado, com dois tratamentos:
Grupo Controle (CONT; n= 5) e o Grupo Tratado
(OP; n=6), numa estrutura de medidas repetidas
no tempo. As variaveis de qualidade do sémen, de
cada animal, foram avaliadas em quatro periodos
de tempo (Periodos I, II, III e IV), com intervalos
de 30 dias cada. Os dados do experimento foram
submetidos a analise de variancia usando o
procedimento Mixed do programa SAS (SAS
Institut, Realese 9.1, Cary, NC, EUA, 2002/2003).

Considerou-se nesta analise, o periodo como

medida repetida. Na escolha das estruturas das
matrizes de varidncia e covaridncias adotou-se o
critério de informagao Akaike (FREITAS; SOUZA;
MOREIRA, 2011). Para as variaveis mensuradas
em porcentagem, procedeu-se a transformacao arco
seno da raiz quadrada da proporgdo. Utilizou-se a
analise de correlagdo e de regressao (Y=a+bX) para
avaliar o grau de relagdo linear entre as técnicas de
avaliagdo da integridade de membrana plasmatica
dos espermatozoides (sondas fluorescentes, teste
hiposmético e eosina-nigrosina). Os dados foram
apresentados em forma de tabelas e graficos.
Adotou-se o teste de Tukey na comparagdo multipla
de médias. Tanto para analise de variancia como de
regressao, o nivel de significancia usado foi P<0,05.

Resultados
Motilidade e parametros de cinética espermatica

Foi observado o comportamento das variaveis de
movimento espermatico para sémen descongelado,
analisada de forma subjetiva e computadorizada, nos
dois grupos e nos quatro diferentes periodos, além
da interacao entre grupos e periodos (Tabela 2).

Tabela 2. Média de minimos quadrados = erro padrdo da motilidade total e progressiva do s€émen bubalino descongelado,
avaliada em microscopia Optica e em sistema computadorizado (CASA).

Periodo
y I 11 I v .
Varidvel (D0-D30)  (D31-D60) (D61-D90) (D91-D120) Meédia Total

MOT-ST (%)

CONT 40,3454 51,5463 47,163 46,142,0 46,3433
oP 48,3+4.9 483+6,8 33,5+6,2 51,4+1,9 454432
MOT-SP (%)

CONT 34,046,0 40,5454 35,0454 37,845 4 36,9427
oP 42,9454 39,146,0 23,2454 36,7454 35,5427
MOT-T (%)

CONT 59,1+6,6 68,746,1 73,046,1 59,446, 1 65,1+4,7
oP 62,246,0 65,5+6,6 57,4+6,0 66,1%6,0 62,8445
MOT-P (%)

CONT 54,746,5 64,8+6,1 67,7+6,1 55,8+6,1 60,7+4,7
oP 57,045,9 59,746,5 52,3+5.9 60,6+5,9 57,4+45

CONT: grupo controle; OP: grupo suplementado com 6leo de palma (2%MS); MOT-ST: motilidade subjetiva total; MOT-SP:
motilidade subjetiva progressiva; MOT-T: motilidade total no CASA; MOT-P: motilidade total CASA. P>0,05.

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Nao houve diferenca significativa nas médias
de motilidade total e progressiva em funcdo do
tratamento dietético, tanto na analise subjetiva
quanto na computadorizada (P>0,05). Discretas
diferencas numéricas, com valores superiores nas

médias totais para o grupo CONT, foram notadas
na motilidade total e progressiva. Os parametros de
cinética espermatica também foram investigados
(Tabela 3).

Tabela 3. Média de minimos quadrados + erro padrao dos parametros de cinética espermatica (média+DP) em s€émen
bubalino descongelado, avaliado em sistema computadorizado (CASA).

Periodo

. I I 11 v »
Varidvel (D0-D30)  (D31-D60) (D61-D90) (D91-D120) Media Total
VAP (um/s)
CONT 86,5+4,1 94,3474 98,6+6,2 92,5+4,6 93,0+4,7
OP 92,6+3,7 88,5+7,3 90,2+6,1 97,9+4,7 92,3445
VCL (um/s)
CONT 1245447 1257+134 133,7+13.,8 124,7+9,7 127,148,6
OP 137,3+4,3 112,5£13,1 117,6£13,3 144,7+9,7 128,0+8.4
VSL (um/s)
CONT 78,0+4,5 87,2473 90,2+5,2 85,6+4,6 85,3+4,7
OP 82,3+4,1 81,9+7,0 82,8+5,1 86,8+4,6 83,544
ALH (pm)
CONT 4,8+0,2 4,3+0,2 4,6+0,2 4,3+0,2 4,540,
OP 5,0+0,2 4,6+0,2 4,5+0,2 5,0+0,2 4,8+0,2
BCF (Hz)
CONT 28,8+1,8% 30,442,174 34,441,800 31,940,755 31,4413
OP 304160 28,942,100 29,4184 33,90,7% 30,6+1,3
STR (%)
CONT 89.6+1,1  92,3+1,0 90,741,044 92,241,0M 91,2+0,6
OP 88,6£0.9%  92,2+1,0 90,540,974 89,120,9% 90,1+0,6
LIN (%)
CONT 63,7+1,8%  71,6+3,0% 68,5+0,8% 70,3+1,3% 68,5+1,3
OoP 62,416  67,6+3,3% 67,7+0,8% 63,8+1,3 65,4+1,3

Valores com letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente (a-c, P<0,05). Valores com letras
maitsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem significativamente (A-B, P<0,05). CONT: grupo controle; OP: grupo
suplementado com 6leo de palma (2%MS); VAP: velocidade média do trajeto; VCL: velocidade curvilinear; VSL: velocidade
linear progressiva; ALH: amplitude de deslocamento lateral da cabega; BCF: frequéncia do batimento flagelar cruzado; STR:

retilinearidade; LIN: linearidade.
Fonte: Elaboracdo dos autores.

com valores
superiores nas médias totais para o grupo CONT

Houve diferenga numérica,
em todos os parametros de cinética espermatica,
com excecdo de VCL ¢ ALH. A variavel BCF
foi superior para OP no Periodo IV (P<0,05),
enquanto, no mesmo periodo, houve elevagao de
STR e LIN para o grupo CONT (P<0,04 e P<0,0006,
respectivamente). Quando considerado o efeito do

tempo dentro de cada grupo, o CONT apresentou
maior média de BCF no Periodo III (P<0,02) ¢ o
grupo OP mostrou maior média no Periodo IV
(P<0,006). Ainda considerando o efeito do tempo
dentro de cada grupo, a variavel STR apresentou
aumento significativo no Periodo II, tanto para
o grupo CONT como OP (P<0,01 e P<0,03,
respectivamente), com manutengao de valores mais
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altos no CONT até o final do experimento. Ja a LIN
do grupo CONT apresentou as maiores médias nos
Periodos 11 a IV (P<0,02), enquanto no grupo OP
esse fendmeno ocorreu no Periodo III (P<0,001).

Avaliagdo da morfologia espermdtica

A analise da morfologia espermatica nao revelou
diferengas significativas (P>0,05) entre as médias
totais dos grupos CONT e OP para defeitos maiores,
menores e totais (Tabela 4).

Os defeitos mais dentro das
categorias foram: defeitos de acrossomo (ACR),
gota protoplasmatica proximal (GPP),
fortemente dobrada ou enrolada (CFD-E), cabeca
delgada (CAB-D) e cauda dobrada ou enrolada

(CD-E). Foi observado maior nivel de células com

frequentes

cauda

caudas fortemente dobradas ou enroladas nos touros
do grupo OP no Periodo I (P<0,03).

Tabela 4. Média de minimos quadrados =+ erro padrao da morfologia espermatica de sémen bubalino descongelado,

avaliada em microscopia de contraste de fase.

Periodo

y I 11 11 v .
Variével (D0-D30) (D31-D60) (D61-D90) (D91-D120) Meédia Total
DEF-MA (%)
CONT 10,3439 15,643,7 18,7437 13,243,7 14,4+3,1
oP 17,143, 13,4438 15,543,6 21,143,6 16,842,9
ACR (%)
CONT 1,1£0,3 0,7+0,2 1,240, 1,440,2 1,120,1
oP 1,740,3 1,6+0,2 0,5+0,2 1,3£0,2 1,320,1
GPP (%)
CONT 1,3£0,6 1,0+0,5 1,9+0,5 1,5+0,5 1,4+0,3
oP 1,30,5 1,3+0,6 2,3%0,5 1,0+0,5 1,5£0,3
CFD-E (%)
CONT 8,162,098 11,643,740 12,744,1% 7,845,6% 10,143,5
oP 11,942,6% 8,43 8 9,744,140 19,845,348 12,5433
DEF-ME (%)
CONT 3,443,7 5,8+1,0 7,60,9 5,740,5 5,6+1,1
oP 10,143 4 9,9+1,0 8,3+0,9 7,340,5 8,9+1,1
CAB-D (%)
CONT 1,6+0,5 1,4+0,5 1,240,5 1,4+0,5 1,4+0,3
oP 1,3£0,5 1,30,5 2,9+0,5 1,240,5 1,7+0,3
CD-E (%)
CONT 1,6£2,7 22415 2,5+40,7 1,9+0,4 2,040,8
oP 7,6£2,5 3,3+1,6 2,840,7 3,840,4 4,4+0,7
DEF-T (%)
CONT 17,2442 21,343,9 26,343,9 18,9439 20,9432
oP 28,7+3,8 23,144,1 23,5438 28,143,8 25,843,0

Valores com letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente (a-c, P<0,05). Valores com letras
maiusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem significativamente (A-B, P<0,05). CONT: grupo controle; OP: grupo
suplementado com o6leo de palma (2%MS); DEF-MA: defeitos maiores; ACR: defeito de acrossoma; GPP: gota protoplasmatica
proximal; CFD-E: cauda fortemente dobrada ou enrolada; DEF-ME: defeitos menores; CAB-D: cabeca delgada; CD-E: cauda

enrolada; DEF-T: defeitos totais.
Fonte: Elaboracdo dos autores.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 35, n. 5, p. 2467-2484, set./out. 2014

2475



2476

Goncalves, A. A. et al.

diferenca quando foram usados o teste hiposmotico e
a coloragdo por eosina-nigrosina (P>0,05). Contudo,
quando a avaliacdo por sondas fluorescentes foi
aplicada, houve efeito significativo do tempo para
os animais do grupo OP, com declinio dos valores
no Periodo III e retorno aos valores originais no
Periodo IV (P<0,003).

Avaliagdo da integridade de membrana plasmatica

As porcentagens de espermatozoides com
membrana plasmatica integra, obtidas por meio de
diferentes técnicas, estdo indicadas a seguir (Tabela

5).

Nao foram detectadas diferencgas significativas
entre os grupos CONT e OP. Também, ndo houve

Tabela 5. Média de minimos quadrados =+ erro padrdo da integridade de membrana plasmatica de espermatozoides em
sémen bubalino descongelado, avaliada por meio de trés diferentes técnicas.

Periodo

I 1l T v »
Testes (D0-D30) (D31-D60) (D61-D90) (D91-D120) Meédia Total
HOST (%)
CONT 202435 30.743.1 324431 419431 33.6+1.6
OoP 35.343.1 33.843.5 20.123.1 36.743.1 33.741.6
E-N (%)
CONT 35,043.8 33,843 4 37,1434 40,9+3,4 36.741.7
oP 43043.4 34,643, 36,43 4 46,3+3,4 40,141,7
IP-H342 (%)
CONT 36,7+4,8 43,5439 41,9+5,7 41,1£2,5 40,8+3,4
oP 41,8+4,3% 32.744,0 29,045,5¢ 46,72.5 37,5432

Valores com letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha diferem significativamente (a-c, P<0,05). Valores com letras
maiusculas diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem significativamente (A-B, P<0,05). CONT: grupo controle; OP: grupo
suplementado com 6leo de palma (2%MS); HOST: teste hiposmotico; E-N: teste com coloracdo de eosina-nigrosina; IP-H342:

teste com colorag@o fluorescente com associag@o de iodeto de propidio e Hoescht 33342.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Equivaléncia entre as técnicas de avaliagdo da
integridade de membrana plasmatica

Os resultados do coeficiente de correlagdo, da
equacao linear da reta estimada e do coeficiente de
determinagdo para verificar a equivaléncia entre as
técnicas de avaliagdo da integridade da membrana
plasmatica sdo apresentados na Tabela 6.

Verificou-se, nesta analise, uma baixa relacdo
entre as técnicas de E-N em fungdo de HOST e
de HOST em func¢do de IP-H342 com coeficientes
de correlagdo de 34 e 36%, respectivamente. A
equivaléncia mais expressiva entre as técnicas foi
para IP-H342 em fun¢do de E-N que revelou um
alto grau de relacionamento linear evidenciado pelo
coeficiente de correlagdo de 91%. No modelo de

regressao, para explicar a relacdo linear (Y=a+bX)
entre estas duas técnicas, considerou-se IP-H342
como variavel dependente (Y) e E-N como variavel
independente (X). A equacdo da reta ajustada
explicou, pelo coeficiente de determinacdo, 82% da
variabilidade total dos dados.

Na Figura 1 tem-se o grafico de dispersdo para
os dados das técnicas de coloragdo com sondas
fluorescentes (IP-H342) versus os dados da técnica
de eosina-nigrosina (E-N) e a equagdo da reta
ajustada por regressao linear sobre os pontos.

A analise revelou uma alta associagcdo (R=91%),
seguindo um comportamento linear (Y= 2,98 +
0,92X), com alto coeficiente de determinacdo
(R?=0,82).
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Tabela 6. Relacdo entre as técnicas de sondas fluorescentes (IP-H342) e coloragdo de eosina-nigrosina (E-N) para
avaliagdo da integridade de membrana plasmatica de espermatozoides bubalinos.

Relagdo Correlacao (R)

Equacao

R? P-valor

IP-H342 e E-N 91%

Y=2,98+0,92X

0,82 <0,0001

Fonte: Elaboragio dos autores.

Figura 1. Grafico de dispersdo dos dados de avaliagdo da integridade de membrana plasmatica de espermatozoides
bubalinos, obtidos por meio das técnicas com sondas fluorescentes iodeto de propidio/Hoechst 33342 (IP-H342) e

com eosina-nigrosina (E-N).
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Fonte: Elaboracdo dos autores.

Discussao

No presente estudo, foi avaliado se a
suplementagdo de touros bubalinos com acidos
graxos insaturados na dieta, utilizando como fonte
0 oleo de palma a 2% da matéria seca total, poderia
alterar as caracteristicas do sémen descongelado.
Nao existem relatos na literatura para a espécie
bubalina sobre o efeito da suplementagdo com UFAs
na dieta sobre a motilidade e cinética espermaticas
avaliadas pelo CASA e sobre a integridade de
membrana espermatica avaliada com sondas
fluorescentes. Ha relato semelhante para bufalos,
realizado com suplementagdo com dleo e semente
de girassol na dieta, tendo como parametros de
resposta os efeitos sobre a motilidade subjetiva ¢ a
integridade de membrana plasmatica avaliada em

teste hiposmotico (ADEEL et al., 2009).

A motilidade subjetiva  pos-
criopreservagdo encontrada para o grupo CONT

progressiva

(36,9£2,7) e para o grupo OP (35,5+2,7%) ¢ superior
a dados publicados para touros bufalos mantidos
em central de inseminagdo artificial, que foi de
26,7% (ALEXIEV et al., 1994). Independentemente
do método de avaliagdo adotado (microscopia
optica ou CASA), houve discreta influéncia da
dieta nos parametros de motilidade espermatica
apos a descongelagdo. Resultados semelhantes
de motilidade espermatica foram obtidos apds
a descongelagio de sémen ovino, ndao sendo
observadas alteragdes nesses parametros apos a
adicdo dos acidos oleico e linoleico na dieta, durante
seis semanas (GRAAF et al., 2007). O mesmo
aconteceu com suinos suplementados com acidos
graxos poli-insaturados (»-3) provenientes do 6leo
de peixe, ndo havendo efeito dos lipidios sobre
as caracteristicas de motilidade total (P>0,177)
e integridade das membranas biologicas apos a
descongelacdo do sémen (CASTELLANO et al.,
2010). Em contrapartida, estudo realizado com
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touros bubalinos alimentados com 6leo de girassol
ou com semente de girassol a 1% da matéria
seca total da dieta, durante 63 dias, mostrou que
apdés a descongelacdo do sémen houve aumento
significativo (P<0,05) da motilidade total para os
animais que receberam UFAs na dieta (ADEEL et
al., 2009).

Para as variaveis que designam a cinética
espermatozoides, da
suplementagao apés 0  processo
descongelacdo em trés parametros (BCF, STR e
LIN), os quais indicam, em conjunto, a habilidade
de progressio dos espermatozoides em um
determinado trajeto (CONTRI et al., 2010). O BCF,
que ja foi apontado como sendo correspondente
ao vigor das células espermaticas (CONTRI et
al., 2010), foi positivamente influenciado pela
suplementagdo com acidos graxos insaturados,
com diferenca entre grupos notada a partir de 90
dias do inicio da suplementagdo, ou seja, a partir
da segunda espermatogénese completa sob efeito
da dieta, uma vez que para o touro bubalino um
ciclo espermatogénico completo e o tempo de
armazenamento no epididimo levam, em média, 48
dias (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).

dos houve influéncia

lipidica

Estudo acido

docosahexaenoico desempenha um papel importante

prévio mostra que o
na fluidez da membrana plasmatica e esta envolvido
na maior flexao flagelar dos espermatozoides e, por
conseguinte, na maior frequéncia nos batimentos
(SELVARAIJU et al., 2012). Espermatozoides de
bovinos e bubalinos apresentam grande quantidade
de acidos graxos poli-insaturados na cauda
(AHLUWALIA; HOLMAN, 1969; KADIRVEL
et al., 2009), o que pode contribuir para elevar a
atividade flagelar espermatica, devido ao maior
aporte de fosfolipidios, que podem ser utilizados
como fonte de energia para a fosforilagao oxidativa
nas mitocondrias ¢ que podem conferir maior
protecdo a membrana mitocondrial durante a
criopreservagdo e descongelagdo (PIOMBONI et
al., 2011). No presente estudo, ndo foi analisado
o perfil de acidos graxos na membrana plasmatica

dos espermatozoides. No entanto, supde-se que o
aumento do BCF para os animais tratados indica
a possibilidade de haver maior incorporagdo de
UFAs na membrana espermatica e, por isso, ter
havido aumento da intensidade dos batimentos,
como reportado para bovinos (GHOLAMI et al.,
2010). Altos valores de BCF estdo associados a
maior atividade mitocondrial (RASUL; AHMAD;
ANZAR, 2001), além de maior capacidade de
migragdo e penetragdo do espermatozoide no
muco cervical (VERSTEGEN; IGUER-OUADA;
ONCLIN, 2002), aumentando as chances de
fertilizagdo do odcito (MORTIMER, 2000).

A retilinearidade (STR, %) estima a proximidade
do percurso da célula auma linha reta, calculada pela
razdo VSL/VAP. Jaalinearidade (LIN, %) é dadapela
relagdo VSL/VCL, e determina que quanto mais o
espermatozoide se afasta da velocidade em linhareta,
menor sera o valor de LIN (VERSTEGEN; IGUER-
OUADA; ONCLIN, 2002). No presente estudo,
tanto STR como LIN apresentaram comportamento
inverso ao BCF, sendo que as maiores médias foram
observadas para o grupo CONT no tultimo periodo.
Este comportamento pode estar associado aos
resultados de morfologia espermatica, visto que, no
ultimo periodo experimental os animais do grupo
OP apresentaram valores de caudas fortemente
dobradas ou fortemente enroladas numericamente
superiores ao grupo CONT (P>0,05), o que pode ter
influenciado na trajetoria linear das células.

Apesar da linearidade dos espermatozoides do
grupo OP ter diminuido no Periodo IV, os niveis
obtidos (63,7%) sdo semelhantes aos niveis mais
adequados de linearidade para fertilizagdo (COX
et al., 2002), pois estudos realizados com sémen
caprino demonstram que espermatozoides com
valor médio para LIN de 60+1,3% foram capazes
de percorrer maiores distancias no muco cervical in
vitro (P<0,05) quando comparados aos ejaculados
que possuiam 66,6+1,0% e 58+1,4% de linearidade
no movimento espermatico (COX et al., 20006).

Sabe-se que a viscosidade do meio interfere na
livre circulagdo dos espermatozoides pelo plasma
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seminal (CASTELLINI et al., 2000). Estudos
recentes indicam que bufalos submetidos a dieta rica
em lipidios apresentaram elevacdo das taxas séricas
de lipidios totais e de colesterol (SILVA et al., 2014),
e que sob essas circunstincias o plasma seminal
pode incorporar maior quantidade de colesterol
livre (GLIOZZI et al., 2009). Em tese, esses fatores
sdo capazes de aumentar a viscosidade do plasma
seminal e alterar a trajetoria em linha reta da célula
espermatica. Sendo assim, a diminuicdo de STR
e LIN no ultimo periodo para os touros do grupo
OP pode também estar relacionada possivelmente a
mudanga da viscosidade do plasma seminal, o qual
ndo ¢ removido previamente a criopreservacao do
sémen, na espécie bubalina.

Em relacdo a morfologia dos espermatozoides
apos a descongelagdo, houve incremento no grupo
OP no numero de células com cauda fortemente
dobrada ou enrolada, no primeiro periodo (8,14+2,9
versus 11,9£2,6; P<0,05). Essa diferenca notada
tem pouca relevancia pratica, pois o incremento foi
de pequena magnitude, ndo perdurou nos Periodos
Il a IV, e ndo impactou nas médias gerais dos
tratamentos. A porcentagem de espermatozoides
totais com morfologia anormal em ambos os grupos
esteve aquém de 30%, valor estabelecido como
referéncia para sémen de touros bubalinos usados
em programas de inseminagdo artificial (CBRA,
2013). Esses valores sdo proximos dos 20% de
defeitos espermaticos totais observados no sémen
in natura de bufalos, quando suplementados com
uso de UFAS (SILVA et al., 2014), o que sugere
que a suplementagdo lipidica pode exercer efeito
protetor em ejaculados que devam passar pelo
processo de criopreservagdo. O uso de lipidios
na dieta presumivelmente ndo incrementou a
deposicao de gordura peritesticular, sendo um fator
que influenciaria na termorregulacdo testicular
(GHOLAMI et al.,, 2010) e poderia determinar
marcante elevacdo na quantidade de patologias
de cauda no ejaculado, o que ocorre quando a
temperatura testicular estd acima de 32°C em
bufalos (OHASHI et al., 1988).

Nao houve diferenga nos niveis de integridade
de membrana plasmatica avaliados pelas técnicas de
HOST e eosina-nigrosina, corroborando resultados
encontrados para sémen bovino descongelado,
proveniente de touros alimentados com dietas
enriquecidas com acidos graxos poli-insaturados
(GHOLAMI et al.,
foram alimentados com o6leo de peixe, ndo foi
encontrada diferenca significativa para integridade
de membrana plasmatica, avaliada pelo teste de
coloracdo com eosina-nigrosina (DOLATPANAH et
al., 2008). Contudo, ha relato de que a porcentagem
de espermatozoides com membrana plasmatica
integra mensurada pelo HOST foi superior no sémen
descongelado, quando bufalos foram alimentados
com oleo ou semente de girassol (ADEEL et al.,
2009).

2010). Quando caprinos

Quando a associacdo de iodeto de propidio e
Hoescht 33342 foi utilizada, percebeu-se efeito
no grupo OP (P<0,05), sendo possivel constatar
oscilagdes nos Periodos II e III, e maior quantidade
de células com membranas integras no ultimo
periodo. Esses dados concordam com estudo
em suinos alimentados com dieta rica em acido
docosahexaenoico, os quais apresentaram maiores
de espermatozoides
plasmatica integra, quando comparados ao grupo
controle (KAEOKET et al., 2010). Distintamente,
a associacao das sondas fluorescentes SYBR-14/
iodeto de propidio ndo detectou diferengas na
integridade de membrana plasmatica em sémen de
suinos alimentados com diferentes fontes de lipidios
na dieta (CASTELLANO et al., 2010).

meédias com membrana

Para avaliar as alteragbes na membrana
plasmatica dos espermatozoides, varias técnicas
laboratoriais sdo empregadas e correlacionadas
com o objetivo de buscar a que melhor indica
a integridade da membrana (LARSSON;
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000). Neste estudo,
foi observada alta relacdo entre as técnicas de
coloragdo com as sondas fluorescentes iodeto de
propidio/Hoescht 33342 e eosina-nigrosina. Os

resultados permitiram calcular uma equacdo (IP-
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H342 = 2,98 + 0,92*E-N) com alto coeficiente de
determinagdo (R?=0,82). Assim, pode-se predizer
com certa seguranga, através do valor da técnica
com coloragdo de eosina-nigrosina (E-N), como
o resultado da analise se comportaria se fossem
empregadas sondas fluorescentes (IP-H342). Os
resultados corroboram informagdes de estudos
realizados com sémen bovino descongelado, nos
quais foi constatada maior correlagdo entre eosina-
nigrosina e sondas fluorescentes, no caso o diacetato
de 6-carboxifluoresceina associado ao iodeto de
propidio (BRITO et al., 2003; ZUCCARI et al.,
2009).

A coloragdo de eosina-nigrosina possui alta
habilidade em diferenciar células com membrana
plasmatica lesada apds a descongelagdo, assim
como o corante fluorescente de iodeto de propidio
(PINTADO; DE LA FUENTE; ROLDAN, 2000).
E provavel que a semelhanca entre os mecanismos
de acgdo dos corantes favoreceu a associacdo
matematica das técnicas. O corante eosina atravessa
a membrana plasmatica danificada corando o
citoplasma em rosa (FOSTER et al., 2011). Da
mesma forma, o iodeto de propidio ultrapassa a
membrana plasmatica lesada, ligando-se, porém, ao
DNA ¢ emitindo fluorescéncia em vermelho. Ja a
sonda Hoescht 33342 atravessa a membrana intacta
e se liga ao DNA, emitindo fluorescéncia azul
(CELEGHINTI et al., 2007).

Apesar dos corantes fluorescentes serem
considerados os mais especificos indicadores do
status molecular da célula, a técnica de eosina-
nigrosina apresenta algumas vantagens, por ter
menor custo, requerer equipamentos menos
sofisticados, ser mais rapida e poder ser executada
a campo. Ainda, o teste com eosina-nigrosina esta
altamente associado a capacidade espermatica para
formagdo de pronucleos durante o processo de
fecundacdo e a porcentagem de espermatozoides
classificados como tendo membrana plasmatica
integra por essa técnica se relaciona a niveis
mais elevados de sucesso na fertilizagdao in vitro

(TANGHE et al., 2002).

Conclusoes

A inclusdo de acidos graxos poli-insaturados
oriundos do 6leo de palma na dieta, a 2% da
matéria seca total, ndo influenciou na motilidade
espermatica, mas foi capaz de mostrar efeitos
habilidade de progressdo das
células espermaticas apos 90 dias do inicio
da
relacionada ao aumento do potencial de fertilidade do

positivos na

suplementagdo, estando esta caracteristica
sémen apods a descongelagdo. A suplementagdo ndo
demonstrou exercer efeito negativo na morfologia
nem na integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides. Entre as trés técnicas analiticas
usadas para avaliagdo de membranas, a coloragdo de
eosina-nigrosina pode ser utilizada como preditora
dos niveis de integridade de membrana plasmatica,
de forma segura e eficiente, quando as condigdes
para execugdo da técnica com sondas fluorescentes
de iodeto de propidio e Hoescht 33342 nao sejam

existentes.
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