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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da inparacdo de Oleo de palma sobre os niveis
lipidicos séricos e a qualidade espermatica deosobbalinos. O trabalho foi desenvolvido
na Embrapa Amazébnia Oriental, com 12 touros bubslipreviamente selecionados, com
idade média de 3,47 + 0,92 anos e peso inicial &84+ 50,4 kg. Os touros foram
confinados e divididos em dois grupos, de acordo agaca, idade e a alimentacao recebida.
A alimentacdo (milho triturado, farelo de trigo elagem de milho; proporcdo
volumoso/concentrado de 50%) em cocho coletivo.r@&CONT recebeu dieta sem adicéao
de 6leo de palma e o Grupo OLEO recebeu dieta cigd@de 2% de 6leo de palma sobre a
MS. Foram realizadas as analises bromatolégica medé de acidos graxos dos alimentos.
Foram investigados o perfil lipidico sérico, osexdps fisicos e morfologicos do sénien
natura e as relacbes entre eles. A andlise estatisticeeropiou a analise de variancia
(Anova), a comparacdo de médias pelo teste de Twémn das correlacdes de Pearson
(P<0,05). O Grupo OLEO teve consumo 71,23% supeat®racidos graxos saturados e
55,40% superior de acidos graxos insaturados ewrcdel ao Grupo CONT. Efeitos
significativos em relacdo aos grupos, para os peatré@s séricos, foram observados para
triglicerideos, colesterol, HDL e lipideos totaism valores maiores para o Grupo OLEO e,
efeitos significativos em relacdo a periodo parkesterol, LDL, VLDL e lipideos totais
(P<0,05). Com relacdo aos parametros seminais, ehosignificativa reducdo em
turbilhonamento e integridade de membrana plasmatiaeducdo da concentracdo seminal
em funcado do periodo para o Grupo OLEO. Houve lzwée significativa entre as variaveis:
triglicerideos e defeitos menores (r=-0.412; P=§)0QADL e defeitos totais (r=-0,333;
P=0,030), VLDL e viabilidade espermatica (r=0,3%%k0,012), lipideos totais e defeitos
menores (r=-0.366; P= 0,017), e lipideos totaigfeitbs totais (r=-0,309; P= 0,046). Apesar
de haver relagdo entre maiores niveis de lipidénsos e melhor morfologia espermatica e
do uso do 6leo de palma nédo reduzir a qualidadeédeenin natura a niveis abaixo dos
fisioldgicos, seu uso a 2% na dieta ndo favoredetivamente os parametros relacionados

com elevacao da qualidade seminal e potencialidexdie dos touros.

Palavras chaves:Oleo de palma. Bubalino. Espermatozoide. Qualids®rinal. SEmeim

natura



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate thecetfbf incorporation of palm oil on serum
lipid levels and sperm quality of buffalo bulls,neé research about palm oil seed for
reproductive purposes are scarce. The study watucted at EmbrapBastern Amazgnand
used 12 pre-selected buffalo bulls, with a meanddd®247 + 0.92 years and weight of 456.8
*+ 50.4 kg. The bulls were fed and divided into tgroups according to diet received. Diets
were isoproteic (cracked corn, wheat bran and stage; proportion roughage / concentrate
50%) and were offered in collective pens. AnimdlI€ONT Group (n = 5) received a control
diet and OIL Group (n = 7) received the same diét addition of 2% of palm oil on the DM.
Analyses were performed using chemical and fatty poofile of foods. Serum lipid profile,
physical and morphological features of raw semerevikvestigated, including the relations
between them. Statistical analysis included anslg$ivariance (ANOVA), comparison of
means by Tukey test and Pearson correlations (85x0increased lipid consumption was
noted related to saturated fat acid4.23% and unsaturated fat acidS5(40% in OIL
Group. Significant effects for serum parametersewasserved for triglycerides, cholesterol,
HDL and total lipids, with higher values for thelOGroup, and significant effects over time
for cholesterol, LDL, VLDL and total lipids (P <®R Regarding to semen parameters, there
was a significant reduction in gross motility antgegrity of plasmatic membrane, and
reduced seminal concentration on the period for @k Group. There was significant
correlation between the variables: triglycerided amnor defects (r = -0412, P = 0.006), LDL
and total defects (r = -0.333, P = 0.030), VLDL andbility (r = 0.381, P = 0.012), total
lipids and minor defects (r = -0366, P = 0.017) #otal lipids and total defects (r = -0.309, P
= 0.046). Although an observed relationship betwieigher levels of serum lipids and better
sperm morphology, and no reduction of fresh semeality by palm oil addition below the
physiological levels, the use of 2% of palm oiltire diet did not improve effectively the
parameters related to semen quality and bettdity.

Keywords: Palm oil. Buffalo. Sperm. Semen quality. Raw semen
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1 INTRODUCAO

A importancia da nutricdo na producéo animal vendsesstudada desde o inicio da
domesticacao dos animais. A relacédo entre nutecé@producdo € complexa e sabe-se que a
nutricdo afeta o processo reprodutivo de difereagpecies, com influéncia na puberdade, na
producdo de gametas, no desenvolvimento placentama lactacdo. O uso de Oleos na
alimentacdo animal, dentre eles o 6leo de palteei6 guineensis), além de oferecer grande
quantidade de energia ao animal, pode promoverargelm qualidade esperméatica devido a
incorporacao dos lipidios oriundos da dieta pekalas espermaticas. O fornecimento de
gordura pode elevar positivamente os parametrasdapvos, pois ha relatos que a inclusao
de dleos na ragdo € capaz de modificar o perfdaidos graxos (AG) dos espermatozoides,
impactando positivamente na qualidade seminal (ARLZ008).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geograflestatistica (IBGE, 2010), o Para &
o principal produtor nacional de dendé, sendo mesfpeel por 81,87% da producdo. A cultura
do dendé ocupa no Para uma éarea de 52.244 milrégctzom quantidade produzida de
1.058.318 toneladas com rendimento médio em toen®0c258 t/ha. O dendé é utilizado na
producao de 6leo, com produtividade anual média.@é6 toneladas de 6leo por hectare, nas
plantacdes adultas (NUNES, 2007). Assim, o apramento de produtos gerados pelas
agroindustrias regionais, no caso, no estado d@, Rawde ser uma alternativa para
alimentacéo de ruminantes, pois o fruto é dispémiwedustrializado o ano todo.

O fruto do dendé produz dois tipos de 6leo: Olealeledé ou de palmadm oil,
como é conhecido no mercado internacional), exdrdédparte externa do fruto, 0 mesocarpo;
e 0 Oleo de palmistepdlm kernd oail), extraido da semente (EMBRAPA, 2011). Os 6leos
vegetais mais produzidos na safra de 2007/2008ur@aforam o 6leo de palma e o dleo de
palmiste, atingindo producdo de 45,61 milhdes delamlas (40,80 milhdes de toneladas de
Oleo de palma e 4,81 milhdes de toneladas de @gmliniste). Esse montante corresponde a
35,57% da producdo mundial de Oleos vegetais (USDH3Y).

A ingestdo de lipidios na nutricdo animal podeotdépficamente, trazer beneficios
sobre o desempenho reprodutivo de machos e fémeaseatemente, fontes de 6leos a base
de gorduras poli-insaturadas tém sido utilizadasterdativa de melhoria dos aspectos
quantitativos e qualitativos do sémen em suaifasatura (DOLATPANAH et al., 2008).

Paralelamente, a producao e comercializagdo dedetares bubalinos pelo estado do
Para tem ganhado grande impulso. Somente no parrgitestre de 2012, aproximadamente

100 touros bubalinos com idade reprodutiva entrea2d86 meses foram exportados da
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mesorregido nordeste do estado do Para, tendo destioo a Venezuela (informacéo verbal)
! Com o aumento da demanda interna e externa pétige para melhoramento de rebanhos
bubalinos e a estratégia de alguns paises em adapimais vivos para multiplicacdo, faz-se
necessario o uso de dietas energéticas na alindentd& machos bubalinos, o que pode
contribuir para elevar o numero de touros jovespahiveis anualmente para a reproducao a
campo e diminuir os gastos na producédo desses ignifBsse recurso nutricional pode,
também, contribuir para elevar a eficiéncia e @agitamento dos touros-elite mantidos em

centrais de inseminacéo artificial, uma vez quieusea elevar a fertilidade do sémen.

'ADEPARA, informac6es cedidas por ADEPARA, Santdé&alo Para, 2012.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a introducédo de Oleo de palma na alimemtadd touros bubalinos a fim de

verificar se os lipideos provenientes desta fofdgtam a producdo e a qualidade seminal dos
animais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar se a inclusdo do 6leo de palma na dieterfite no perfil lipidico do soro
sanguineo.

b) Avaliar o efeito da inclusédo de Oleo de palma mdadsobre as caracteristicas fisicas e
morfolégicas do sémen bubalimonatura.

c) Estudar a correlagdo dos niveis séricos de lipidewsa qualidade seminal.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 CARACTERISTICAS DO OLEO DE PALMA OU DE DENDE

As gorduras de origem vegetal e animal contém &acgtaxos insaturados (AGI), e
saturados (AGS), dentre eles o palmitico, linolgltwlénico, sendo o acido linoleico mais
frequentemente encontrado em sementes oleaginé3aSTON, 2004). Os frutos do
dendezeiro produzem dois tipos de oleos distintosileo de dendé ou Oleo de palma,
encontrado no mesocarpo (polpa do fruto); e o déepalmiste, extraido da améndoa do fruto
(FURLAN JUNIOR et al., 2006), conforme Figura 1.

Figura 1: Localizacao, no fruto do dendé, dos poaextracdo dos dois tipos de

Oleos

Oleo de palmiste

Oleo de palma
Fonte: www.campestre.com.

A composicdo do Oleo de palma é variavel de acaroim diferentes autores,
Entretanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia SaratéANVISA, 1999) estabelece um perfil

lipidico aceitavel para o 6leo de palma, expressbabela 1.

Tabela 1: Variacéo do perfil lipidico do 6leo dastdés do dendezeiro, 6leo de palmiste e Oleo

de ’palma. ]
PERFIL Lfl\zellgf(g%gTAVEL OLEQ DE PALMA BRUTO OLEO DE PALMA BRUTO
(9/100g) Miranda et al. (2001) (%) Soares et al. (2011) (%)
Ac. laurico (12:0) 0,4
Ac. miristico (14:0) 0,5a20
Ac. palmitico (16:0) 35 a 47 32 a 45%
Ac. palmitoleicq16:1) 0,6
Ac. estearico (18:0) 3,5a6,5 32 a 45%
Ac. oleico (18:1) 36 a 47 32 ab58 43,04%
Ac. linoleico (18:2) 6,5a15 5all 11,36%
Ac. linolénico (18:3) <0,5
Ac. aracdénico (20:0) <1,0

Fonte: Adaptado de Anvisa(1999), Miranda et al0@Q@ Soares et al. (2011)
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3.2 OS LIPIDEOS E SEU USO NA ALIMENTACAO ANIMAL

Os lipideos séo constituintes organicos importanéealimentacdo, ndo so6 pelos seus
elevados valores energéticos, como também peldesigraxos essenciais contidos na fracao
lipidica dos alimentos naturais. Diversos trabali@os mostrado que a utilizacao de diferentes
tipos de Oleos na dieta exerce forte influénciares@s caracteristicas seminais de varrbes
(OLIVEIRA et al, 2006), garanhdes (ARLAS, 2008)fdlas (ADEEL et al, 2009), homem
(FATMA et al, 2009), coelhos (GLIOZZI et al, 2009palos (SURAI et al, 2000).

Oleos e gorduras sdo constituidos, predominantemeot triglicerideos, os quais sio
formados por trés acidos graxos unidos por ligasier a uma molécula de glicerol. Os AG
sdo acidos carboxilicos, com cadeias hidrocarb@enéstituradas ou insaturadas) de 4 a 36
atomos de carbono, derivados dos hidrocarbonetesINUNGER; NELSON; COX, 2007).
Ao entrarem nas células, os acidos graxos podemxg#ados para gerar energia, podem ser
armazenados como triglicerideos ou serem usademtese de membranas. Em quase todos
os acido graxos de ocorréncia natural, as ligagGpkas estdo na configuragéis e os acidos
graxos na configuracatrans sdo produzidos por fermentagbes ruminais (LEHNIRGE
NELSON; COX, 2007).

As gorduras sao ricas em AGS e se caracterizansgrem solidas a temperatura
ambiente, enquanto os 6leos sao ricos em AGI éipdidos (CURI et al., 2002). A principal
diferenca entre os AG esta no comprimento da cddéracarbonada e, quando insaturados,
no numero e posicdes das duplas ligacdes e nagooafaccis- etranss (MORETTO; FETT,
1998). Os AG Omega-3f3 (linolénico) e dmega-6+6 (linoleico) sdo considerados os
principais AG essenciais, pois ndo podem ser &atiis no organismo. Sao necessarios para
as fungdes bioldgicas e, portanto, precisam seetidos pela dieta (CURI et al., 2002). S&o
0s precursores dos demais acidos da série (oudanHB e -6, respectivamente (CARTER,
1993).

A utilizacdo de alimentos ricos em lipidios na dide ruminantes € de grande valia
(APPER-BOSSARD et al.,, 2006; DEGARIS et al.,, 20q8)r aumentar a densidade
energética da dieta. A gordura é utilizada na did¢a ruminantes para aumentar a
concentracdo de energia e melhorar o desempenhwalarsem aumentar a ingestdo de
carboidratos ndo estruturais (SALLA et al., 20@8jninuindo os riscos de ocorréncias de
acidose ruminal, quando o teor de gordura na diedla, no maximo, 6% de extrato etéreo

(EE) na matéria seca (MS). Contudo, a adicdo ddugaracima dessas quantidades pode
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prejudicar a digestibilidade de fibra no riamen efowvocar distirbios metabdlicos,
comprometendo o desempenho animal (FERNANDES,2@02).

Devido ao fato das forragens conterem concentrdgdideca limitadas (LISTA et al,
2008), predominantemente acido graxos poli-insdagdPUFAS, do ingléBolyunsaturated
Fatty Acids), faz-se necessario o uso de fontes concentradgideos, como os 0Oleos de
sementes oleaginosas, com objetivo de incrememtéw & producdo quanto a reproducao de
ruminantes (ARLAS; JORGE et al, 2008). Por issada&do de Oleo de origem vegetal na
alimentac&o animal vem se tornando um procedimammm (MARCHELLO et al., 2000),
podendo afetar positivamente os processos repvoguttomo, por exemplo, maior secrecao
de esteroides e eicosanoides (NOGUEIRA, 2008).

Gorduras de origem animal e vegetal que conténoagdlimitoleico (C16:1), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) s@mplamente metabolizadas, sendo o acido
linoleico o mais abundante em vegetais e seus atks/ Os micro-organismos no rimen
metabolizam as gorduras, hidrolisando-as em seuogpaoeentes de acidos graxos poli-
insaturados e glicerol (WILLIAMS, 2001). Os AGI élkados tém algumas de suas ligacdes
duplas reduzidas e seus isdbmeros modificados empraoesso chamado bio-hidrogenacéo,
que consiste em insercao de hidrogénios nas dligegHes, transformando-as em ligacoes
simples ou saturadas (PALMQUIST; MATTOS, 2006; RRBON et al., 2002).

Os lipideos sdo componentes importantes na esratfuncdo do espermatozoide, e
sua composicao pode sofrer uma série de modifisagievido a questdes fisioldgicas ou
alimentares (MOURVAKI et al, 2009). Em véarias espgcos AGI, principalmente os acidos
docosapentaenoico (C22:5) e o docosahexaenoicaQC2Zdrrespondem a maior parte da
composicao lipidica espermatica, o que permite omar fluidez da membrana plasmaética,
visto que em sua estrutura ha maior presenca dedks duplas (MALDIJAN et al, 2005;
SCHILLER et al, 2003, SCHILLER et al, 2000). Umadantagem potencial da alimentacéo
rica em gordura para touros é, em casos extremdgsenvolvimento da obesidade e da
deposicdo de gordura excessiva no escroto, que pudderir com a regulagcdo da
temperatura testicular normal, resultando em remlulzi qualidade do sémen (COULTER,
2002), diminuicdo da proporcdo de espermatozoides motilidade progressiva e com
morfologia normal (KASTELIC et al., 1996).
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3.3 METABOLISMO DIGESTIVO E INCORPORACAO CELULAR DEIPIDEOS POR
RUMINANTES

Quando os lipideos chegam ao ramen, ocorre hidrébsn consequente liberacdo de
acidos graxos livres (AGL). A hidrolise consiste gaebra da ligacao éster dos triglicerideos,
fosfolipideos e glicolipideos (BAUMAN et al., 2003ps AGL que possuem alta taxa de
insaturacao sdo convertidos em 4cidos graxos sasif@elos micro-organismos presentes no
rumen, por bio-hidrogenacdo. A maior parte da livedgenacao (cerca de 80%) ocorre em
associagdo com as particulas finas de alimentot® tesn sido atribuida as enzimas
extracelulares de bactérias, quer associadas catimentacdo ou livre em suspensao
(HARFOOT; HAZLEWOOD, 1997). Na verdade, a bio-higemacdo consiste em
mecanismo de defesa dos micro-organismos, que zeéesfaas duplas ligagbes dos
triglicerideos insaturados e acrescentam um &toendidrogénio, formando uma ligacéo
simples com o carbono (PALMQUIST; MATTOS, 2006).

Sabe-se que o metabolismo lipidico no raimen tengnamde impacto sobre o perfil de
acidos graxos disponiveis para absorcdo e utikiz@edo tecido. Dois processos distintos
ocorrem no riamen, apos a ingestdo de lipideosdralisie dos lipidios em ligacdes éster e a
bio-hidrogenacédo de acidos graxos insaturados (HO®RFE, HAZLEWOOD, 1997). Varios
fatores que afetam a metabolizacdo lipidica janfioidentificados, tais como o aumento do
nivel dietético de gordura com consequente dim&wigo pH ruminal (WEIMER et al.,
2010) e a inibicdo da bio-hidrogenagédo em decoiaéme alteracdo na ecologia microbiana
apos a adicao de oOleos de peixe nas racdes (Ké\ 2008).

Nos graos, a maioria dos lipideos encontra-se moggehavendo, entdo, a necessidade
da degradacdo da parede celular para que a hesgisnicie (PALMQUIST; MATTOS,
2006). A digestao dos lipideos nos ruminantes ecoa intestino delgado, entretanto, pela
pouca solubilidade dos lipideos em meio aquosmtageemulsificantes sdo necessarios. Os
lipideos sdo emulsificados através da acao doshdeiges, 0os quais, devido a sua natureza
anfipatica, fazem interacdo de sua porgéo polara&@gua, enquanto o grupo apolar interage
com a gordura; deste modo, os lipideos ficam dégigeno meio aquoso formando as micelas
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Apds a emulsificagdocorre a acdo da lipase
pancreatica, que quebra os lipideos em AGL e maargleos, e sdo absorvidos pelos
enterdcitos e carreados ao reticulo endoplasmdism (REL), e reconvertidos em

triglicerideos, colesterol esterificado e fosfalgds. Estes sdo agrupados as apoliproteinas no
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reticulo endoplasmatico liso, formando agregadusplioteicos denominados de quilomicrons
(LEHNINGER; NELSON; COX; 2007).

O REL engloba os quilomicrons e os transporta &émplexo de Golgi, onde sofrem
exocitose para o espaco intracelular. Os quilomgrmrhegam a circulacdo linfatica e desta
para a corrente circulatéria, por onde séo trasagos para os tecidos. No espaco intersticial,
os quilomicrons reagem com outras apopoliproteipascipalmente a lipoproteina de alta
densidade (HDL), de quem recebem a apolipoprot€ila(apoC-I1l) (PATSCH,1998). A
enzima lipoproteina-lipase converte os triglicesglelos quilomicrons em acidos graxos e
glicerol. Esses compostos sao captados por véaoodos, principalmente adiposo e muscular,
e esta enzima é ativada por ligacdes a apoC-Ill.q@ikbmicrons remanescentes sao
transportados até o figado, onde sdo oxidadosfparacer energia, ou sdo convertidos em
triglicerideos e agrupados a uma apolipoproteipaaica em lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL). Esta sai do figado até o tecidip@so, onde os triglicerideos séo
armazenados como goticulas lipidicas no interiar aipocitos (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2007; VOET; VOET; PRATT, 2000).

3.4 MEMBRANA ESPERMATICA E SUA RELACAO COM COLESTEROL E
LIPOPROTEINAS NA CAPACITACAO

A membrana plasmatica envolve externamente todpermatozoide (PESCH,;
BERGMANN, 2006). As inumeras funcdes da membratmpleismatica estdo relacionadas
ao metabolismo celular e & manutencdo da motilidadermatica, capacitacdo, reacao
acrossomal, além das intera¢des entre o espernagazo epitélio do trato genital feminino
e interacdo com o ovdcito (PENA et al., 2005).

Os lipidios fazem parte dos componentes celulagemiembranas biologicas. Apesar
de haver diferencas entre espécies, as membramasegpermatozoides sdo compostas
genericamente por 70% de fosfolipidios, 25% dedigs neutros e 5% de glicolipidios
(MANN; LUTWAK-MANN, 1981; FLESCH; GADELLA, 2000). Btretanto, em bufalos, a
composicao lipidica corresponde a 47,8% de fodttdips. Em 1 bilhdo de células
espermaticas, ha 1,147 mg de lipideos totais, Or2§6de lipideos neutros, 0,397 mg de
glicolipideos, 0,548 mg de fosfolipideos e 0,015 deg gangliosideos (JAIN; ANAND,
1976a; JAIN; ANAND, 1976b).

A membrana espermatica € originada na transicdo efgmermatogdnias em

espermatécitos, nos tubulos seminiferos. Durantanauracdo celular, ocorre uma
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modificacdo considerdvel que se caracteriza pedwadb numero de acidos graxos poli-
insaturados, que conferem a membrana caractesistifisicas especiais e a
compartimentalizacdo dos componentes lipidico®mos em dominios (JONES, 1998).

As membranas celulares sdo compostas por tréseslads moléculas: lipidios,
proteinas e carboidratos. Os lipidios estdo presarh maior quantidade, sendo responsaveis
pela integridade estrutural, enquanto as protes@s as principais responsaveis pela
especificidade da membrana e pela dindmica daacéld carboidratos interagem com as
proteinas através de ligacdes covalentes, deseamdmipapel importante entre as células,
como o reconhecimento célula-célula, adeséo e t@espde membrana (LADHA, 1998). A
disposicéo lipidica espermatica segue 0 mesmo madttutural de uma bicamada lipidica,
com duplos folhetos de fosfolipidios associados rategna (WATSON, 1995). Nos
espermatozoides, esse duplo folheto é uma estrattamente especializada, que tem um
papel ativo na capacidade fertilizante, recebendaiss e modificando-se ao longo da
espermatogénese, transito e estocagem no epididiepadsito no trato genital feminino,
capacitacao e penetracao no ovécito (CUNHA, 2002).

Os principais fatores que afetam a fluidez da mam#brsdo a composicao relativa
entre fosfolipidios e colesterol e a temperaturaq@al a membrana é exposta
(HAMMERSTEDT; NOLAN; GRAHAM, 1990). No estado ligid, ha uma maior
movimentagcdo e interacdo dos componentes (FLESCADEELA, 2000). Outro fator
importante para a funcdo da membrana celular espieane a assimetria da camada lipidica,
uma vez que esta seria responsavel pelo aumentuidez da camada externa dos
espermatozoides durante a capacitacdo (WATSON,) 1995

A estrutura espermatica e o potencial de fertiibadependem da composicdo de
lipidios de suas membranas e do plasma seminal,gptertilizacdo do ovécito é precedida
pelo processo de capacitacdo, que € acompanhaduoquiiiicaces na composicao lipidica
da membrana de espermatozoides. Estas mudancasammpha saida do colesterol da
membrana plasmética dos espermatozoides e suddigs; proteinas no plasma seminal
(THERIEN; MOREAU; MANJUNATH, 1998), denominadas @geoteina PBS (MOREAU,
MANJUNATH, 2000). Como os PUFAs de cadeia longammambrana de espermatozoides
derivam dos acidos linoleico e linolénico oriundiasalimentagédo (COOK, 1996), a inclusdo
de Oleos na racdo pode modificar o perfil de acidomxos dos espermatozoides e,
consequentemente, melhorar a qualidade espernjaitaAS, 2008).

Além da funcdo energética, os lipidios fazem pdde componentes celulares de
membranas biolégicas (FLESCH; GADELLA, 2000), irsik¢ dos espermatozoides.
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Imediatamente apds a ejaculagdo, os espermatozdelesamiferos ndo tém capacidade
fecundante, a qual se desenvolve ocorre no tratttagjdeminino (HAFEZ, 2004). Este
processo, denominado “capacitagcdo espermatica"phenvmudancas bioquimicas e
estruturais da membrana plasmatica dos espermdészoafetando a permeabilidade da
membrana, seu metabolismo e motilidade (MEHMOOD;WAR; SAQLAN NAQVI,
2007). Durante o processo de capacitacdo, ocorda e proteinas, incluindo fatores de
estabilizacdo acrossomal, e perda de colestersuperficie da membrana, tornando-a mais
fluida e facilitando a reacdo acrossomal (DEN DAASD?2).

O colesterol é precursor de hormonios esteroidesjugidos nos machos pelos
testiculos e glandulas adrenais. O colesterol desena funcdes primordiais nas células
espermaticas, sendo o composto mais abundante dadranas espermaticas, nas mais
variadas espécies (PARKS e LYNCH, 1992). Em equipos exemplo, o espermatozoide
apresenta em sua membrana plasméatica 37% de col¢leESCH e GADELLA, 2000). As
diferencas na quantidade de colesterol podem edtanionadas com indices de capacitacao,
potencial fertilizante e criorresisténcia do ejada, quando submetido ao resfriamento e ao
congelamento (YANAGIMACHI, 1994).

Juntamente com os fosfolipidios, o colesterol éssd@rio para a integridade fisica de
células e garante, também, a fluidez da membrdokaceO colesterol desempenha um papel
especial na membrana do espermatozoide devido dil®racdo nas etapas iniciais de
capacitacao e reacao acrossomica, funcdes crpaiasa fertilizacdo (WITTE, 2007).

Os fosfolipideos também constituem a maior fragamlita do plasma seminal do
touro, varrdo e garanhdo (WITE, 1988). A fracao coéesterol/fosfolipideos no plasma
seminal tem como funcéo estabilizar a membranarmspiea contra choques térmicos do
meio ambiente (WEIN et al.,, 2006). O aumento daejisbilidade do espermatozoide ao
choque térmico esta correlacionado ao baixo cootdédcolesterol na membrana plasmatica.
Fatores que inibem o efluxo de colesterol do esaEmoide aumentam a resisténcia ao
choque térmico.

Muitos estudos tém demonstrado que a lipoprotegalid densidade (HDL) € um
receptor de colesterol mais eficiente que a albapmonque a faz desempenhar modificacdes
espermaticas importantes durante o processo decitgi® (THERIEN, MOREAU,
MANJUNATH, 1998). A HDL, isolada ou juntamente aof@ina BSP, é responsavel pelo
efluxo de colesterol, o qual predispde a célulamefrar nos ovocitos com taxa superior de
sucesso quando comparada a espermatozoides selmcaaale colesterol (EHRENWALD;

PARKS; FOOTE, 1988). Contudo, h& relatos que a €gpo continua do espermatozoide a
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proteina BSP pode ocasionar danos a estrutura ldéa agspermética (MANJUNATH;
THERIEN, 2002).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) promove rdaragla de fosfolipideos e
colesterol nas células, além de formar um compdexo as proteinas BSP do plasma seminal,
prevenindo a saida de fosfolipidios e colesterahdanbrana espermética (MANJUNATH et
al, 2002). Existem evidéncias da existéncia de eceptor de lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDLr) no sémen bovino, que se liga @pamente a lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL)n vitro através da apolipoproteina E e da lipoproteirasép que

sao constituintes de quilomicrons remanescenteS&s@¥Ret al., 2007).
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4 EFEITO DA ADICAO DE OLEO DE PALMA NA DIETA SOBRE A LIPIDEMIAE
A QUALIDADE SEMINAL DE TOUROS BUBALINOS ( Bubalus bubalig

Artigo a ser submetido a periddico de Qualis minBio

RESUMO

O presente estudo visou investigar o efeito daesuphtacdo dietética com oOleo de palma
(6leo de dendé) sobre o perfil sérico lipidico ea=mcteristicas seminais de touros bubalinos
(Bubalus bubalis), bem como as correla¢des existentes entre omptEs se€ricos e seminais
avaliados. Doze touros bufalos adultos (452,2 68%g; 3,47 + 0,92 anos) foram alocados
em dois grupos distintos: Grupo CONT (n=5) e GripEO (n=7). Ambos 0s grupos
receberam alimentacéo isoproteica composta poagem conservada (silagem de milho) e
concentrado (milho triturado, farelo de trigo e iaye em baias coletivas. A relagao
forragem/concentrado adotada foi de 50%. O acessalanineral e agua ocorrad libitum,
Diferencialmente, a dieta do Grupo OLEO foi adicida 6leo de palma ao concentrado (2%
na matéria seca). O periodo experimental teve daralg 130 dias, incluindo a fase de
adaptacdo (14 dias) e dois periodos experimer®dise(P2), de 58 dias cada. Os animais
tiveram sémen e o sangue colhidos quinzenalmeéto& significativos (P<0,05) foram
observados para triglicerideos, colesterol, HDL igdéos totais, enquanto o periodo
influenciou nas taxas de colesterol, LDL, VLDL eitleos totais. Houve decréscimo no
turbilhonamento (P<0,05) e discreta reducdo ngjiitade de membranas (P<0,05), sendo
que a concentracdo seminal foi sofreu queda nog®i2 (P<0,05), nos animais do Grupo
OLEO. Houve correlacdo significativa entre trigticdeos e defeitos menores (r=-0,412;
P=0,006), LDL e defeitos totais (r=-0,333; P=0,030LDL e viabilidade espermatica
(r=0,381; P=0,012), lipideos totais e defeitos meadgr=-0,366; P= 0,017) e lipideos totais e
defeitos totais (r=-0,309; P= 0,046). Assim, o w&p 6leo de palma a 2% na dieta ndo
favoreceu efetivamente os parametros relacionados elevacdo da qualidade seminal e
potencial fertilidade dos touros.

PALAVRAS-CHAVE: bufalo, acidos graxos, lipideos rfilesérico, sémen, 6leo de palma.

ABSTRACT

The present study aimed to investigate the effedietary supplementation with palm oil on
serum and seminal characteristics and their relghip with sperm quality of buffaloes
(Bubalus bubalis). Twelve breeding buffaloes (452.2 + 49.68 kg;73# 0.92 years) were
divided into two distinct groups: Group CONT (n ¥dnd Group OIL (n = 7). Animals in
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both groups were fed with isoproteic diets compadefdrage (corn silage) and concentrated
(ground corn, wheat bran and urea), in collectieasgp Animals had free access to mineral
mix and drinking water. Group OIL was added 2% patdih in the DM. The ratio
forage/concentrate used was 50%. Semen and blogplesawere collected every two weeks
along all experiment (14 days of adaptation, anek@erimental periods of 58 days each).
Significant effects (P<0.05) were observed for setuglycerides, cholesterol, HDL and total
lipids, while the time have influenced on cholestetDL, VLDL and total lipids. Treatment
decreased (P<0.05) gross motility and slightly oediusperm membrane integrity, and sperm
concentration decreased in Period 2, in animalsGajup OIL. There were significant
correlations between triglycerides and minor defget-0,412, P=0.006), LDL and total
defects (r =-0.333, P=0.030), VLDL and viability=(.381, P=0.012), total lipids and minor
defects (r=-0.366, P=0.017) and total lipids andlsodefects (r=-0.309, P=0.046). Thus, the
incorporation of palm oil at 2% in DM had no posgtieffect on seminal quality or potential
bulls’ fertility.

KEYWORDS: buffalo, fat acids, lipids, serum profieemen, palm oil.

4.1 INTRODUCAO

Diferentes tipos de gorduras tém sido utilizadodiata de ruminantes, na tentativa de
melhorar sua funcéo reprodutiva (GANDRA et al., PBBANTOS et al, 2011; BEGERON et
al., 2007), com destaque para os acidos graxogades de plantas e sementes oleaginosas
(ADEEL et al., 2009). A suplementacéo alimentar domtes lipidicas desencadeia eventos
metabdlicos importantes para a reproducdo e podtarfdrir em eventos primordiais para o
sucesso da fertilizagdo, como a maturacdo e a itaqie espermatica, nos quais ocorrem
modificacdes lipidicas na membrana plasmatica (MAREMANJUNATH, 2000).

O 6leo de palma (também conhecido como 6Gleo de&eaidum dbleo retirado do
mesocarpo do dendE&l@eis guineensis Jacq.), rico em acidos graxos insaturados (FURLAN
JUNIOR et al., 2006), e tem sido utilizado em desr pesquisas no ambito da producdo
animal (COSTA et al.,, 2009; SOARES et al, 2010; SA$ et al, 2011). Em virtude da
crescente producdo mundial de Oleo de palma (USZD®8), esse produto vem sendo
empregado ndo somente na alimentacdo humana, mbaénmpara animais (BAHIA, 2006;
ABDALLA et al, 2008). De acordo com o IBGE (201®),Para € o principal produtor
nacional de dendé, sendo responsavel por 81,87pfodaicdo. Assim, o aproveitamento de

produtos gerados pelas agroindustrias regionaiscasn, estado do Para, pode ser uma
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alternativa para alimentacdo de ruminantes, pdisito € disponivel e industrializado o ano
todo.

Em ruminantes, o aumento dos niveis lipidicos retadiocasiona elevacdo nos
parametros seéricos de colesterol, trigliceridegsploteinas de alta densidade (HDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipopradsime muito baixa densidade (VLDL) e
lipideos totais (RANJAN et al.,, 2012). Os triglilwos sdo a principal forma de
armazenamento de energia do animal. Apés sofrergin dos sais biliares e do suco
pancreatico no intestino delgado, sdo absorvido®maa de micelas pelos enterécitos. Nas
células intestinais as micelas sdo englobadas mticulo endoplasmatico, ocasionam a
ressintese dos triglicerideos (KANEKO; HARVEY; BREIS2008). O colesterol € secretado
no plasma seminal pelas glandulas prostéaticas ecteno funcédo basica proteger as células
espermaticas contra choques do meio (SOFIKITIS; MBPAWA, 1991). Sabe-se que o
colesterol desempenha importante funcdo no mesahol)i sendo precursor do éster de
colesterol, &cido biliar e hormdnios esteroidesna@oa testosterona (VANCE; VANCE,
2002).

A funcdo do VLDL no metabolismo lipidico inclui agbongamento da utilizacédo de
energia, pois o0 mesmo é responsavel pelo transgerteaglicerideos, fosfolipideos e acidos
graxos (TACKEN et al., 2001). Ja o HDL esta enwdiiviho efluxo de colesterol espermatico
durante o processo de fecundacdo, induzindo aawei@agdo da membrana plasmatica e
consequente diminuicdo na proporcao fosfolipidetessterol (MANJUNATH; THERIEN,
2002). Isso facilita a reacdo acrossomal, que ecdurante a capacitacdo espermatica no
oviduto (TRAVIS; KOPF, 2002).

Quando os bubalinos sdo criados sob diferentesgewiclimaticas, ambientais e de
manejo, variacdes podem ocorrem no sistema sarmjuiomando 0s parametros sericos
relatados na literatura mundial inconsistentes gareralizacées (NALAVADE et al., 2002;
NIKAN et al, 2005; TAKIJ; NAZIF, 2011; RANJAN et al 2012). Por isso, existe a
necessidade de se investigar a acdo da suplemerafigientar energética sobre o nivel
sérico de lipideos e como as possiveis alteragdesederfil lipidico se relacionam a certos
parametros reprodutivos masculinos. A partir diss@resente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da incorporagdo do Oleo de palmalieta sobre o perfil lipidico sérico de
touros bubalinosBubalus bubalis) e sua relacdo com as caracteristicas fisicag®ldgicas

do sémerin natura.
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4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Local, Periodo e Animais Experimentais

As atividades experimentais de campo foram reagada Unidade de Pesquisa
Animal “Senador Alvaro Adolpho” da Embrapa Amazofaiental, Belém-Para (1°28'S,
48°27'W). A area apresentava incidéncia do tipmatico Afi (quente e umido), com chuvas
bem distribuidas ao longo do ano. As atividade®rkitbriais de analise seminal foram
realizadas no Laboratorio de Reproducdo Animal m@fapa Amazonia Oriental, enquanto a
analise do perfil de acido graxos das dietas fitd fieo Laboratorio de Medidas Fisicas, da
Universidade Federal do Para, ambos em Belém, Para.

Como doadores de sémen, foram utilizados 12 tdubalinos, com idade média de
3,47 + 0,92 anos, peso médio inicial de 456,8 4 k@, previamente selecionados dentre um
lote de animais criados a pasto para posteriorirminto. Foram considerados como
critério de selecdo suas caracteristicas fisidascas, idade, peso e circunferéncia escrotal.
Como critério balizador para ingresso no experimemddos 0s animais apresentavam
avaliacao androldgica positiva antes do inicio msae (CBRA, 1998).

Todos os procedimentos adotados respeitaram adgada bioéticos preconizados em
experimentacéo animal (PAIXAO, 2005) e o protoatdopesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentdgdt/niversidade Federal do Paré
(CEPAE/UFPA - Parecer BIO042-12), conforme Anexdlperiodo experimental ocorreu
entre os meses de setembro de 2011 a janeiro @& ®@@4dlizando 130 dias, correspondente
ao periodo de adaptacédo dos animais (14 dias)sepéoiodos consecutivos (P1 e P2) de 58
dias. Os periodos foram definidos para possibiéitaonstatacao do efeito das dietas ao longo
do tempo, em funcdo da fisiologia reprodutiva dardo bubalino, pois cada periodo
correspondeu ao tempo médio requerido para ocaaréde duas espermatogéneses
completas, além do tempo necessario para transitinal, armazenamento epididimario e
ejaculacao (SHARMA; GUPTA, 1980).

4.2.2 Manejo Alimentar

Os animais foram mantidos em regime de confinamemtalois lotes distintos, sendo
relativos ao Grupo Controle (CONT; n=5) e ao Griipatamento (OLEO; n=7). Os animais
passaram por periodo de 14 dias para adaptacastal¢des e ao manejo no confinamento
Os dois grupos receberam diariamente dieta em cooberto composta por forragem
(silagem de milho) e concentrado (milho triturafdwelo de trigo e ureia). Como diferencial,

os animais do Grupo OLEO receberam suplementacéogdica com 6leo de palma,
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referente a 2% da dieta, com base na matéria $abalé 2), o qual foi adicionado a fracao

do concentrado.

Tabela 2: Composicao das dietas oferecidas aossttubalinos de acordo com o tratamento
alimentar. Belém, Para, 2012.

GRUPOS
INGREDIENTES i
CONT OLEO
Silagem de Milho (%) 50,00 50,00
Farelo de Trigo (%) 19,90 19,25
Milho triturado (%) 29,50 28,00
Ureia (%) 0,60 0,70
Oleo de Palma (%) - 2,05
COMPOSICAO"
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 Bryta; NDT: Nutrientes Digestiveis Tet&E: Extrato Etéreo; FDN: Fibra em DetergentetielrDA: Fibra
em Detergente Acido; MS: Matéria Seca.

O milho, o farelo de trigo, a uréia e, para o Gr@ucEO, o 6leo de palma foram
misturados quinzenalmente na Universidade FederablRda AmazOnia - UFRA e
posteriormente misturados a silagem de milho, nmemio do seu fornecimento. As racdes
foram formuladas de acordo com Paul e Lal (201€)ds isoproteicas (~12% de proteina
bruta) e foram administradas duas vezes ao diagaaimos coletivos, de forma a promover
consumoad libitum aos animais. Diariamente, pela manha, antes deepanlimentacéo,
foram removidas e pesadas as sobras do dia anfeai@r ajustes da quantidade ofertada. Os
animais foram individualmente pesados a cada 1% el balanca eletrbnica, apds jejum
alimentar de 12 horas. Os animais tiveram acessstiito a agua em bebedouro automatico e
a sal mineral em cocho coberto. O periodo de aaraeato foi de 130 dias (considerando
adaptacdo + Periodo 1 + Periodo 2). O consumoicherabs foi monitorado diariamente,
sendo calculado pela diferenca entre o alimentoeoif#o e as eventuais sobras, que foram

retiradas do cocho.
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4.2.3 Perfil dos Acidos Graxos da Dieta

A extracdo lipidica dos ingredientes da racOes raxgeatais foi realizada no
Laboratério de Medidas Fisicas da Universidade feéde Para — LAMEF/UFPA, de acordo
com metodologia descrita por Bligh e Dyer (1959) eperfil lipidico foi obtido por
cromatografia gasosa dos ésteres metilicos de sagdaxos (FAMEs). Os Oleos foram
convertidos para seu éster metilico correspondédeésteres metilicos foram preparados
atraveés de saponificacéo e esterificacdo com hidindde potassio em metanol (0,1 mol/L) e
acido cloridrico em metanol (0,12 mol/L). Os ésterretilicos de acidos graxos foram
extraidos com hexano e avaliados em cromatégrafi@sa (CP 3380 Varian Analytical
Instruments, Walnut Creek, EUA) equipado com coloagilar de silica fundida (CP-Sil 88
de 60 m x 0,25 mm) e detector de ionizacdo de ch@maélio foi utilizado como gas de
transporte. O programa de temperatura usado foiin3 a 130°C; aquecimento gradual até
220°C durante 9 min.; 35 min. a 220°C. A tempesatto detector foi de 280°C e a
temperatura do injetor foi de 245°C. Os picos deo&cgraxos foram identificados por
comparacao dos tempos de retencédo, sendo que a dercalibracdo foi feita com uma
mistura de FAMEs padrao (Nucheck 74X). Cada amdSMeE foi analisada em triplicada
(RODRIGUES; DARNET; SILVA, 2010). Os perfis lipidis das dietas estdo expressos na
Tabela 3.

Tabela 3: Perfil dos acidos graxos das dietas arpatais. Belém, Para, 2012.

ACIDOS GRAXOS GRUPOS
Saturado CONT (%) OLEO (%)
C8:0(Caprilico) 0,05 0,05
C10:0 (Caprico) 0,05 0,05
C12:0 (Laurico) 0,17 0,17
C14:0 (Miristico) 0,27 0,26
C16:0 (Palmitico) 16,25 16,93
C18:0 (Estearico) 1,51 2,61
C20:0 (Araquidico) 1,37 1,36
Insaturado
C16:1 (Palmitoleico) 0,22 0,22
C18:1n9 (Oleico) 36,18 36,38
C18:2n6 (Linoleico) 41,96 40,90
C18:3n3 (Linolénico) 0,39 0,38
Nao detectados 0,58 0,69
Total 100,00 100,00

*CONT: concentrado controle; OLEO: concentradoguetido com dleo de palma (2%MS).
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4.2.4 Método de Colheita do Sémen

Os animais passaram por colheitas de sémen quiazersaquais foram realizadas
desde a entrada dos animais em confinamento, seativadas, no minimo, nove colheitas
por animal, totalizando 117 ejaculados colhidosa@isados. Previamente a colheita seminal,
0s touros tiveram a regido prepucial externa higégta com agua e sabao neutro, e a regiao
prepucial interna foi higienizada com solucéo fisjica aquecida a 37°C. Para a colheita
seminal, a técnica adotada foi a vagina artifidahforme Hafez (2004). O sémen foi colhido
em tubos pré-aquecidos a 36°C e revestidos porialasolante térmico opaco, para evitar

variagbes de temperatura e incidéncia direta dedlar (ADEEL et al, 2009).

4.2.5 Avaliacdo Seminal Imediata

Imediatamente apd0s a colheita, foram avaliados nveju cor, aspecto,
turbilhonamento, motilidade progressiva, vigor, gHncentracao e integridade da membrana
plasmatica. O volume do ejaculado foi determinaddrestrumento volumétrico em mililitros
(mL), enquanto cor e aspecto foram avaliados emalaso/isuais (CHACUR; ARAUJO;
KRONKA, 2006). O turbilhonamento, ou movimento deassa, foi avaliado como o
movimento em forma de ondas em uma gota de 20 pd€neenin natura, colocada sobre
lamina previamente aquecida a 37°C, observada enosudpio 6ptico, sob aumento de 40X
(Eclipse 208, Nikon, Téquio, Japo). A interpretacdo dada foi @scala de zero a cinco,
onde zero € a auséncia de turbilh&o e cinco o wadimo dado a um acentuado movimento
de massa (VALE, 2002).

Para avaliar a motilidade progressiva, uma aliquiga 7uL do ejaculado foi
depositada sobre lamina de vidro para microscqueaiamente aquecida a 37°C em mesa
aquecedora, coberta com laminula também aquecd¥dG e levada ao microscopio Optico
binocular, sob aumento de 100X. O resultado dalichedie espermatica foi dado em escala
de 0 a 100%, considerando apenas as células commero progressivo. Foram avaliados,
no minimo, cinco campos visuais em cada amostnapreepelo mesmo avaliador, de modo a
minimizar a influéncia da heterogeneidade de canopservados sobre o resultado. O vigor
foi avaliado concomitantemente a motilidade, esnltado foi dado de acordo com a forca da
movimentacgdo progressiva individual em uma esoal@ (huséncia) a 5 (méxima). O pH foi
avaliado em peagametro, com a retirada de umaoctdicuuficiente para realizacdo do teste,
com resultado expresso em escala de 1 a 14 (VALE)2

A concentracdo espermatica foi mensurada em esfméimetro, sob diluicdo de

1:100 em solugdo de formalina tamponada, e a ce@iwgrara o numero de células por mL de
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sémen foi realizada de acordo com as especifical@ésbricante em absorbancia de 530 nm
(Accucelf’, IMV Technologie, Franca), sendo o resultado esgweem x1Dsptz/mL.

4.2.6 Teste Hiposmotico (HOS)

A integridade da membrana plasmatica dos esperoidész foi avaliada pelo teste
hiposmatico (solucdo de 0,735¢g de citrato de sédigd51g de frutose para 100 mL de 4gua
destilada; 190 mOsm/kg). As amostras para avalitogamn preparadas pela adicdo deubO
de sémemn natura a 50Q.L da soluc&o hiposmotica e incubadas a 37°C poniBQtos. Apos
a incubacdo, 250uL de formalina tamponada foi adaila & amostra para fixacdo das células
para andlise. Uma aliquota de 10pL foi examinadangznoscopio de contraste de fase, sob
aumento total de 1000X. Foram contados 200 espermides por amostra e classificados
como tendo membrana plasmatica integra ou lesiorselado o0 resultado expresso em
porcentagem (KHAN; IJAZ, 2008).

4.2.7 Viabilidade e Morfologia Espermatica

A viabilidade espermatica foi determinada com prag@o de esfregacos corados com
eosina-nigrosina (MOCE; GRAHAM, 2008), sendo as stnas analisadas sob microscopia
Optica, com aumento de 1000X (GALLOWAY, 1974). Foraontadas e classificadas 200
células por amostra, e o resultado expresso enmem@agem. Para avaliar a morfologia
espermatica, aliquotas de 100de sémen foram diluidas em 1QQ0de formalina
tamponada. A avaliagdo das anormalidades espeawdtic realizada em microscopia de
contraste de fase sob aumento de 1000X. Foramdam&00 células por lamina, as quais
foram individualmente classificadas e agrupadasdefeitos maiores ou defeitos menores,

sendo o resultado apresentado em porcentagem (BILORS).

4.2.8 Avaliagédo Lipidica no Soro Sanguineo
O sangue foi coletado quinzenalmente por venopurjggalar sem adicdo de

anticoagulantes, sendo posteriormente centrifugegd@ remocdo do soro, o qual foi
armazenado em microtubos. As coletas ocorreram pef@obdo da manha, apds jejum
alimentar de 12 horas (n=114) para evitar intenfegieépos-prandial dos valores lipémicos. As
amostras foram imediatamente congeladas em freez20°C, onde foram mantidas até o
momento das analises do perfil lipidico. A metod@autilizada para avaliagdo do colesterol
foi enzimatica, com qualidade analitica de erralte®,0%, bias<3,0% e CV <3,0%,

conforme preconizado peNational Colesterol Education Program (NCEP, 1985), seguindo
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técnica especificada (Colesterol Liquiform®, Codest HDL® e Triglicérides Liquiform®;
Labtest Diagnostica, Lagoa Santa-MG, Brasil). Oovale LDL foi obtido com uso da
equacéao de Friedewald, qual seja: Colesterol LOTotesterol Total - (HDL + VLDL). Ja a
fracdo VLDL foi obtida pela formula (Trigliceridedmg/dL)/5) enquanto os lipideos totais
representam a soma de triglicerideos e colestetal. tAs analises foram realizadas em
analisador bioquimico semiautomatico microprocesgaé-Analyzer Basic®, Thermoplate,
China).

4.2.9 Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o intmemte casualizado, com dois
tratamentos, avaliados em dois periodos de 58 ellasjm arranjo fatorial 2x2. No primeiro
momento, os dados foram testados quanto a norrdelia distribuicdo pelo comando PROC
UNIVARIATE opc¢ao normal ddxatistical Analisis System (SAS, 1993). Os dados que néo
apresentaram distribuicdo normal foram transforraaopregando Log de 10. Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVAJimade testar o efeito de tratamento,
periodo e a interacdo entre os dois fatores. A eoagdo de meédias foi realizada através do
teste de Tukey. Ainda, foi estabelecida a correlagé Pearson entre as variaveis do
lipidograma e as variaveis de parametros seminaiatura. O nivel de significancia adotado

nas analises foi de 5% (P<0,05).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Consumo dos Alimentos
Os resultados dos consumos medios diarios peladostufue receberam as dietas

controle ou com incluséo de 6leo de palma sao eptados na Tabela 4.
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Tabela 4: Consumo de matéria seca (MS), matéria pec peso vivo (MSPV), proteina,

extrato etéreo (EE) e acidos graxos (AG) por bgfalanentados com dietas sem e

com incluséo de 6leo de palma. Belém, Para, 2012.

Consumo Médio Diario CONT OLEO
MS (kg/animal) 11,30 £ 2,59 11,35+2,91
MSPV (%) 2,0 2,03
Proteina (kg/animal) 1,36 1,37
EE (kg/animal) 0,39 0,62
AG (g/animal)
Saturados
C8:0(Caprilico) 0,20 0,31
C10:0 (Caprico) 0,20 0,31
C12:0 (Laurico) 0,67 1,05
C14:0 (Miristico) 1,06 1,60
C16:0 (Palmitico) 63,72 104,34
C18:0 (Estearico) 5,92 16,08
C20:0 (Araquidico) 5,37 8,38
Total Saturados 77,13 132,07
Insaturados
C16:1 (Palmitoleico) 0,83 1,35
C18:1n9 (Oleico) 141,86 224,21
C18:2n6 (Linoleico) 164,53 252,07
C18:3n3 (Linolénico) 1,53 2,34
Total Insaturados 308,79 479,97
Nao detectados 6,19 4,25
Relacao insaturados/saturados 4,00 3,63

*CONT: concentrado controle; OLEO: concentradoauetido com 6leo de palma (2%MS).

Os consumos de matéria seca, matéria seca porvpes@ proteina nao variaram
entre grupos. Contudo, foi observado que os ani@iSrupo OLEO apresentaram maior
consumo de extrato etéreo, com incremento de cansl@MGS em 71,23% e de AGI em

55,44%, em relacdo aos animais do Grupo CONT.

4.3.2 Niveis Seéricos de Lipideos

Os valores de triglicerideos, colesterol total, HDDL, VLDL e lipideos totais, em
mg/dL, estdo apresentados na Tabela 5. Observquese o0s niveis de colesterol total, HDL
e lipideos totais (70,98 £ 13,91; 41,16 + 7,9038% 14,66, respectivamente) dos animais do
Grupo OLEO foram significativamente mais elevadoargio comparados ao Grupo CONT
(61,44 +16,00; 33,91 £ 6,81; 80,65 + 17,22, respamente) (P<0,05).
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Tabela 5: Niveis séricos de lipideos (Média + D&}aliros bubalinos alimentados com racao
convencional ou enriguecida com 6leo de palma.rBeléard, 2012.

GRUPO
VARIAVEIS CV (%)
(mg/dL) CONT OLEO
Triglicerideos 19,21 + 6,10 18,32 + 4,78 28,74
Colesterol 61,44 + 16,00 70,98 + 13,91 21,41
HDL 33,91+6,8° 41,16 + 7,90 19,47
LDL 23,25 + 14,94 25,75+ 12,70 52,37
VLDL 4,27 +1,37° 4,07 +1,18 29,77
Lipideos Totais 80,65+ 17,52 89,30 + 14,66 17,74

*Médias seguidas de letras mailsculas na linhaadifeentre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Considerando os periodos, houve diferenca sigtifecalo primeiro para o segundo

periodo para as variaveis lipidicas, com excecaagleerideos e HDL (Tabela 6).

Tabela 6: Niveis séricos de lipideos (Média + D&}aliros bubalinos alimentados com racao
convencional ou enriquecida com 6leo de palma, d@da com os periodos
experimentais (58 dias cada). Belém, Para, 2012.

PERIODO

VARIAVEIS CV (%)

(mg/dL) P1 P2
Triglicerideos 18,22 + 4,29 19,28 + 6,43 28,74
Colesterol 63,58 + 17,53 71,37 +11,1% 21,41
HDL 38,06 + 8,82 37,62+ 7,54 19,47
LDL 20,58 + 15,85 29,90 + 7,74 52,37
VLDL 4,40 +1,19" 3,86+ 1,28 29,77
Lipideos Totais 81,80 + 18,60 90,65 + 12,29 17,74

*Médias seguidas de letras mailsculas na linhaeadifeentre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.3.3 Caracteristicas do Sémeinm natura e Correlagbes com Lipideos Séricos
Observou-se que a dieta contendo Oleo de palmafefiou de forma significativa
volume, pH, motilidade, vigor, viabilidade esperitéte defeitos espermaticos (P>0,05) do

sémenin natura (Tabela 7). Em contrapartida, touros do Grupo CO&ffesentaram
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turbilhonamento espermatico e integridade de memabrplasmatica significativamente
superiores ao Grupo OLEO (P<0,05).

Tabela 7: Avaliagcdo dos parametros seminaizatura de touros bubalinos alimentados com
racdo convencional ou enriquecida com 6leo de pd®iém, Para, 2012.

) GRUPO

VARIAVEIS - CV(%)
CONT OLEO
Volume (mL) 3,71+1,28 3,61+1,74 42,87
pH (1-14) 6,37 + 0,4% 6,26 + 0,39 6,4
Turbilhonamento (0-5) 2,85+ 0,82 2,38 +0.58 25,72
M°t"'dad(‘f%gr°9ress"’a 54,78 + 11,39 59,1 + 16,06 23,88
Vigor (0-5) 3,06 + 0,46 3,15 +0,38" 13,18
Viabilidade 68,18 + 10,59 61,72 +16,70 22,19
Espermatica (%)

Defeitos Totais (%) 20,43 + 9,63 19,2 + 7,48 41,92
Integridade de 72,34 + 8,64 63,26 + 12,08 15,73

Membrana - HOS (%)

*Médias seguidas de letras mailsculas na linhaeadifeentre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Foi observada interacdo entre o efeito da dieteerdogio experimental sobre os
resultados de concentracédo espermatica (Tabenglanto no Grupo CONT o0s animais nao
apresentaram diferencas significativas nos valdeesoncentracdo espermatica do primeiro
para 0 segundo periodo, os animais do Grupo OLE®atin reducido nesse parametro, da
ordem de 25%. Contudo, ndo houve diferenca (P>0n@S) valores apresentados pelos
animais de CONT e OLEO dentro de cada periodo.

Tabela 8: Comparacdo da concentracdo espermati€8 ¢ptz/mL) de touros bubalinos
alimentados com racao convencional ou enriquecida @eo de palma, conforme
dieta e periodo. Belém, Para, 2012.

GRUPO
PERIODO
CONT OLEO
1 1.472,60% 1.841,17°
2 1.641,48% 1.377,92°

CV(%) = 28,14 Médias seguidas de letras maiéscoé linha diferem entre si pelo teste “t” (P<,0&dias
seguidas de letras minidsculas na coluna diferera snpelo teste “t” (P<0,05).
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As correlagbes significativas entre bioquimica csérie qualidade seminal dos

ejaculadosn natura séo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9: Correlacdo de Pearson entre as varitigliserideos e defeitos menores, LDL e
defeitos totais, VLDL e viabilidade esperméticéipaleos totais e defeitos totais.
Belém, Para, 2012.

Vlabmdéqe Defeitos Menores Defeitos Totais
Espermatica

Tridlicerideos r=0,267 r=-0412 r=-0.281
'glicert P =0,088 P=0,006* P =0,071
™ r=-0,099 r=-0,293 r=-0,333
P =0,530 P= 0,060 P = 0,030*
r=0,381 r=-0,193 r=-0,077
VLDL P = 0,012 P=0,222 P=0,628
Linideos Totais r=-0,015 r=-0,366 r = -0,309
P! ! P =0,926 P =0,017* P = 0,046*

*(P<0,05).

Foi observada correlagcdo negativa de meédia intadside significativa para
triglicerideos e defeitos menores (r=-0,412; P=6)0QDL e defeitos totais (r=-0,333;
P=0,030), lipideos totais e defeitos menores (86®, P= 0,017), e lipideos totais e defeitos
totais (r=-0,309; P= 0,046). Ja a correlacao evittbeL e viabilidade espermatica (r=0,381;

P=0,012) foi positiva e significativa, de médiaeimsidade.

4.4 DISCUSSAO

N&o houve diferenca entre grupos no consumo médimoddas racdes, 0 que era
esperado, pois a quantidade de extrato etérecapdss formuladas, supostamente, néo teria
efeito inibidor no consumo, mesmo na racdo em gdlemde palma foi adicionado. Contudo,
ainda que com um consumo médio diario igual erdrgrapos, a ingestdo de acidos graxos
pelos animais do Grupo OLEO foi superior a dos aisndo Grupo CONT, em func&o da
composicao bromatologica das dietas, cujo nivebdeto etéreo era mais elevado no grupo
gue recebeu adicdo de 6leo de palma. Por isseremos absolutos, houve maior consumo de
acidos graxos insaturados (479,97 g/animal/diad paBrupo OLEO em relagéo aos animais
do Grupo CONT (308,79 g/animal/dia).
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Além dos efeitos nutricionais, os lipidios desenm@en funcdes estruturais e de
regulacdo celular, tendo importante influéncia nacbes fisiolégicas, de modo que nédo
podem ser considerados apenas como uma fonte dgeeri@s acidos graxos poli-insaturados
(PUFASs), principalmente os pertencentes ao grupusga-3 ¢3) e dmega-6 «f6), sao
considerados potentes mediadores intracelularegeecelulares, sendo precursores para a
sintese dos eicosanoides, e moduladores da redgnakzacdo celular e da fluidez da
membrana celular (POMPEIA et al., 2000).

A integridade e a funcionalidade da membrana plasm@os espermatozoides séo
determinadas pelo perfil de acidos graxos, o queata composicdo dos acidos graxos de
vital importancia para a fertilidade do macho (ZENR®t al, 2002). Os fosfolipideos das
membranas espermaticas de mamiferos contém caacénente proporcdes elevadas de
acidos graxos poli-insaturado de cadeia longa (C:32articularmente sérien-3
(DOLATPANAH et al., 2008). Uma vez que a quantidadePUFAs consumida determina
diferentes propor¢des dos mesmos na composicaeddwrana espermatica (MALDJIAN et
al., 2005) e que os acidos graxe8 e w6 sdo os principais PUFAs encontradas nos
espermatozoides de bufalos, representando maiO%e do total dos acidos insaturados
(JAIN, 1976), o maior consumo de3 e ®6 em bubalinos pode ser benéfico a qualidade
seminal. A julgar pelo consumo mais elevado®8&®6 no Grupo OLEO, impactos sobre o
perfil lipidico e na qualidade seminal eram espesad

Desconsiderando os periodos estudados, a dietpieaida com 6leo de palma causou
elevacdo nas taxas séricas de lipideos totaissteobé e HDL, sem, contudo, influenciar os
niveis de triglicerideos, LDL e VLDL. Os niveis dalesterol sérico observados, tanto para o
Grupo CONT (61,44 + 16,00 mg/dL) quanto para o @rQpEO (70,98 + 13,91 mg/dL) sdo
superiores aos encontrados em touros bubalinoBl@lavade et al. (2002), de 49,08 + 2,01
mg/dL. Contudo, foram inferiores ao encontrado emwilhas bubalinas (102,3 mg/dL) por
Gandra et al. (2011). O colesterol € o principahposto esterol da membrana plasmatica de
espermatozoides e sabe-se que o teor de coledéenodmbrana é modulado desde o testiculo
até o trato reprodutivo feminino, estando em mawrcentracdo no trajeto epididimario e
desprendendo-se da membrana espermatica quandssiaypm do espermatozoide pelo trato
reprodutivo da fémea (NOLAN; HAMMERSTEDT, 1997).

Uma vez que os niveis de lipideos, entre eles estarbl, detectados no sangue e no
plasma seminal tém relacdo direta com a fertiliddéeleouros (BEER LJUBIC et al., 2009),
diferencas nos parametros seminais e incrementual@ade seminal dos touros bubalinos

alimentados com dieta na qual foi adicionado o diepalma era esperada. As maiores taxas
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séricas de colesterol tém consequéncia sobre seeis mo plasma seminal, e reduzem o
processo de capacitacdo espermatica precoce, ibir @3 rearranjos de fosfolipideos e
colesterol e, consequentemente, a reacao acrossfRAVIS; KOPF, 2002).

Sabe-se que, durante a capacitacdo espermaticalestecol € um importante
marcador da qualidade seminal, devido a seu efeewdo que o influxo de colesterol inibe a
reacdo acrossOmica e, consequentemente, a fecondéCHERIEN; MOREAU,
MANJUNATH, 1998). De acordo com Travis e Kopf (2002 remocéo de colesterol ocorre
devido a translocacdo de fosfolipideos mediante amges na dindmica da membrana
espermatica, e, por isso, os rearranjos de fosfelgs e colesterol promovem maior fluidez e
flexibilidade a membrana espermatica, o que fadditeacdo acrossomal.

Os valores de HDL observados no Grupo CONT (33,8181 mg/dL) corroboram os
achados de Gandra et al. (2011), que observaraf 88y/dL em bubalinos alimentados com
silagem de milho. Os valores encontrados no Grupe@(41,16 + 7,90 mg/dL) indicam que
0 enriquecimento da dieta com 6leo de palma, awferecer maior densidade energética, é
capaz de elevar em aproximadamente 21% os nivéiDtesérico nos touros bubalinos que
a consumiram. Trabalho de Nikan et al. (2005) adjoe touros bubalinos das racas Surti e
Murrah alimentados sob um plano convencional paimaas em regime de coleta de sémen
(forragem + concentrado diario) apresentaram nigdeisiDL no plasma seminal de 12,95 +
1,95 e 16,04 + 0,76 mg/dL, respectivamente. A d#pgo espermatica, além de estar
diretamente relacionada aos niveis de colestestd, iatimamente vinculada aos niveis de
HDL, o qual, de forma isolada ou conjuntamenteragsefnas BSP, desempenha a retirada do
colesterol/fosfolipideos da membrana. Assim, quan#&or o nivel de colesterol, maior a
alteracdo na organizagdo dos dominios lipidicag e favorece a diminuicdo da fluidez da
membrana (THERIEN; MOREAU; MANJUNATH, 1998). O eflu de colesterol é tempo-
dependente da concentracdo, ou seja, se as célkpasmaticas ficam expostas a grande
volume de plasma seminal por um longo periodo, emuentemente havera efluxo lipidico
continuo, devido a maior exposi¢cdo ao HDL, o quiepser prejudicial a célula, ocasionando
a capacitacdo espermatica (BERGERON et al, 2084nhte desejavel que ocorra apenas
quando o espermatozoéide se encontre no trato negprodeminino.

As varidveis bioquimica LDL e VLDL nado apresentaraliferenca estatistica
significativa entre grupos. O perfil bioquimicoisérde LDL dos animais dos Grupos CONT
e OLEO (23,25 + 14,94 mg/dL e 25,75 + 12,70mg/dispectivamente) divergiu do trabalho
de Gandra et al. (2011), que observaram 60,04 mgydbufalas Mediterraneas alimentadas

com silagem de milho e suplementacdo com misturasraens, demonstrando o impacto das
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diferencas alimentares e metabdlicas sobre os snigei LDL no sangue. Em termos
reprodutivos, estudos prévios comprovaram que o pRimove a incorporagdo e impede a
saida de fosfolipidios e colesterol da membranaresgtica, pela formacédo de um complexo
com as proteinas BSP do plasma seminal. Dessa ,foma@res niveis de LDL séricos
poderiam elevar a concentracdo dos metabdlitodasmm@a seminal e, por sua agéo, conferir
as células maior resisténcia ao choque térmiccedinpo que as proteinas do plasma seminal
figuem disponiveis para atuar na membrana espaan&vitando o efluxo de fosfolipidios e
colesterol (BERGERON; MANJUNATH, 2006). Contudo, @auséncia de diferenca
significativa do LDL nos Grupos CONT e OLEO faz-rmessupor que a incorporacio de
0leo na dieta ndo modificaria o nivel de protegamlica das células a criopreservagéo, por
acdo direta dos niveis de LDL no plasma seminaljue necessita ser efetivamente
investigado.

Ja os valores de VLDL sérico (4,27 + 1,37 mg/dL,@74+ 1,18 mg/dL) para os
animais dos Grupos CONT e OLEO, respectivamentéioesbaixo dos parametros
encontrados por Gandra et al. (2011) (6,56 mg/ddp® dados descritos por Ranjar et al.
2012 (16,27 mg/dL), ao fornecerem gordura protepgata fémeas bubalinas em lactacdo. Ao
confrontar os resultados obtidos com os dados tdaatiira mundial, observa-se que a
categoria animal, o sexo, a condi¢cdo nutricionaglimentacdo e a lactacdo determinam
grande variacao nos parametros fisiologicos dddips sanguineos. A presenca de receptores
para VLDL em espermatozoides bovinos sugere ques egilizam lipideos extracelulares,
estando o papel desses receptores associado aagawlento da utilizacdo de energia e ao
provimento para o espermatozoide de metabdlitognegss, tais como triglicérides,
fosfolipides e &cidos graxos (ARGOV et al., 200P0rtanto, sugere-se que o papel do VLDL
no metabolismo lipidico esteja relacionado a mefmiéncia na utilizacdo de energia celular
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Por isso, 0s espetozaides podem ser capazes de
realizar maior incorporacao de triglicerideos ead&los graxos, eventos essenciais para a
substituicdo dos acidos graxos saturados por agido®s insaturados, e para a producgéo de
uma membrana plasmatica mais maleavel, caracteristieressante para elevar a eficiéncia
dos processos de criopreservacdo celular, processqual ha expressivas passagens de
fluidos pela membrana plasmatica e incremento henwe total da célula. De fato, os dados
obtidos na correlacdo entre VLDL e viabilidade esp@ica (r=0,381; P=0,012) corroboram
esta teoria, confirmando que quanto maior a quatticdérica de VLDL, maior a viabilidade

seminal, avaliada pelo teste de eosina-nigrosina.
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Os niveis séricos de lipideos totais no Grupo OLB®D30 + 14,66 mg/dL) foram
superiores ao encontrado no Grupo CONT (80,65 221ihg/dL), fato que pode ser atribuido
essencialmente a alimentacdo. Entretanto, os datiegrvados foram inferiores aos
apresentados previamente para touros bubalino21826 mg/dL e 324,74 3,81 mg/dL
(RANJAN et al., 2012; NALAVADE et al., 2002). Sobte prisma, incrementos nos lipideos
séricos totais, caso associados a um aumento lpanale niveis de lipideos totais no plasma
seminal, como ocorre em bovinos (BEER-LJUBIC et 2009), poderiam representar uma
ameaca a integridade de membrana espermatica.oRalaente, se por um lado a adi¢cdo de
Oleo a dieta é benéfica as células esperméaticadalavs efeitos diretos do colesterol e do
VLDL nos processos de capacitacdo espermética Buitkez das membranas celulares,
respectivamente, o possivel incremento dos lipitietass no plasma seminal poderia elevar
as taxas de peroxidacao lipidica no sémen por @dgsi@spécies reativas de oxigénio (ROS),
comprometendo a estrutura e a funcionalidade esyiean Os valores encontrados para
integridade de membrana plasmaética aferida pete sosmético no Grupo OLEO (63,26 +
12,05%) em relacdo ao Grupo CONT (72,34 + 8,64%jicunam uma reducéo na integridade
de membrana do sémannatura em animais alimentados com dieta enriquecida dem de
palma. Vale ressaltar que os PUFAs sdo vulnerases ataques das ROS, sendo a
peroxidacao lipidica um dos efeitos patolégico®eiaslo & membrana espermatica, que pode
ser definida como deterioragdo oxidativa dos PURASARWAL; SALEH, 2002) e
consequente modificacdo na estrutura e fluidez elmbmana plasmatica do espermatozoide,
com perda da capacidade para a fusdo aos ovocisileacdo (DOLATPANAH et al.,
2008; MAMMOTO et al., 1996).

Curiosamente, ao observar a correlacdo entre tipittgais e defeitos totais (r=-0,309;
P= 0,046), lipideos totais e defeitos menores (B6® P= 0,017), triglicerideos e defeitos
menores (r=-0,412; P=0,006) e LDL e defeitos tofess0,333; P=0,030), as associacdes
foram significativas, negativas e de média inteadéd E possivel que, mesmo se a elevacgéo
dos lipideos totais fosse prejudicial a qualidaglmisal em bubalinos, esse efeito ndo tenha
sido detectado na morfologia seminal e as injigakam ficado restritas a ultraestrutura das
membranas, cujo diagnéstico ndo é possivel pelaceéde microscopia com contraste de
fase, adotada para as andlises. Por outro ladeoapbracdo de 6leo de palma a dieta nédo
alterou significativamente os niveis de defeitosrfolégicos totais nos ejaculados entre
grupos, mas as correlacdes negativas entre lipslasos e defeitos espermaticos sugerem
efeitos benéficos a morfologia seminal, porqueexagdo da concentracao lipidica favorece

as espermatogOnias durante a fase inicial de ggémdse, sendo necessaria nos processos de
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meiose e diferenciacdo dos espermatécitos (SCHENBEGER, 2010), o que demonstra
que quanto maior a elevacdo lipidica nesta fasejoree impactos negativos sobre a
diferenciacdo espermatogénica.

Sabe-se que o0s acidos graxos insaturados sao &éeespara a integridade de
membrana e motilidade espermatica. Entretanto,-sabtambém, que esses acidos graxos
apresentam maior predisposi¢do a peroxidagdodmideduzindo a propor¢cado AGI/AGS. Foi
observado que no Grupo OLEO essa relacéo foi n{868 versus 4,0). Reducdes na relacéo
AGI/AGS podem estar relacionadas a danos morfad@gicomo ja observado em amostras
seminais de homens astenozoospérmicos (TAVILAN&Igt2006), o que iniciou recentes
discussbes sobre o papel desta relacdo como basencpara a ocorréncia de patologias
espermaticas. Recentemente, foi também descobarttumanos que o consumo de acidos
graxos saturados € negativamente relacionado &wtvacéo espermatica (ATTAMAN et al.,
2012). E possivel que esta situagdo também ocorrenachos bubalinos, uma vez que foi
observada reducdo da concentracdo esperméatica raédiango do tempo nos animais
alimentados com racdo enriquecida com 0Oleo de pasguais apresentaram maior ingestao
diaria de AGS (132,07 g/dmersus 77,13 g/dia), um aumento de 71,23% em relacaeta di
controle. Contudo, nos bubalinos, diferentementehdomanos, a redugao na concentracéo foi
discreta e a mesma néo ficou aquém dos paramétiwi®dicos para reprodutores bubalinos
adultos (VALE, 2002).

Em relacdo ao efeito do tempo no perfil lipidicois® sabe-se que a taxa de
deposicéo lipidica no organismo é crescente amlalogtempo, com reflexos nos niveis de
lipideos totais e colesterol, os quais aumentaram sagundo periodo do trabalho,
compreendido pelo 8%0 116 dia de arracoamento. Entretanto, o aumento de VhbBL
primeiro periodo reflete 0 aumento da metabolizdigfidica para as células-alvo, devido a
oferta superior de acidos graxos que aquela in@d@&tte necessaria para consumo
energético, fazendo com que no segundo periodoesser maior deposicdo de lipideos nos
orgdos de reserva. Esse fato pode ser confirmais,com o aumento da metabolizacao
lipidica, o nivel de LDL foi elevado significativante no segundo periodo, aumentando a
oferta de colesterol para os tecidos, o que, emmo®rreprodutivos, acarreta maior
disponibilizacao de colesterol (KANEKO; HARVEY; BR8S, 2008).

Para as varidveis seminais, ndo foram constataftaergas estatisticas significativas
entre 0os Grupos CONT e OLEO, salvo no turbilhonamé@,85 + 0,82 e 2,38 + 0,56;
P<0,05) e na integridade de membrana (72,34 8,6463&26+ 12,05; P<0,05),

respectivamente. A motilidade espermética obsenadee 0s grupos experimentais ndo
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apresentou diferenca estatistica. Provavelmentguantidade de &cidos graxos poli-
insaturados 22:6n-3, importante componente do®lfpgleos e que possui relacdo com a
motilidade (DOLATPANAH et al., 2008), seja equivatie nos Grupos CONT e OLEO, ap0s
as sucessivas reacoes de dessaturacédo e alongaastaeias.

O turbilhonamento consiste no movimento de massa ekpermatozoides, e é
relacionado com a concentracdo do ejaculado e didade espermatica (HAFFEZ, 2004).
No presente estudo, os animais do Grupo CONT aqeesen valores de turbilhonamento
superiores aos do Grupo OLEO, devido a reducamuieentracio espermatica, no periodo 2,
possivelmente ocasionada pelo elevado teor de sagidxos saturados presentes no 6leo de
palma. Segundo Young; Zirkin; Nelson (2001), elesmdoncentracbes de &cidos graxos
saturados afetam a espermatogénese, pois alteramives de hormoénios esteroides,
provocando perdas de células germinativas. Umademagao importante é a interacdo entre
0s acidos graxos poli-insaturados e seus derivagmsanoides com o eixo hipotalamico-
hipofisario no controle hormonal da espermatogémeseessitando, deste modo, de maiores
estudos envolvendo a relacdo da suplementacadichetém a secrecao de GnRH, LH, FSH
(SURAI et al., 2000). Ao analisar os demais dadmsisais dos touros bubalinos, como o
volume espermatico, pH seminal, motilidade progvessvigor, viabilidade espermatica e
defeitos totais, observa-se que estdo de acordmsatados fisioldgicos publicados por Vale
(2002), sendo constatado que ndo houve efeito plersantacdo com 6leo de palma sobre

esses parametros seminais.

4.5 CONCLUSAO

A introducéo de 2% de Gleo de palma na MS da dietieecida a touros bubalinos em
confinamento alterou o perfil lipidico sérico e madduziu a qualidade do sémi@matura de
touros bubalinos a niveis abaixo dos considerado®disiologicos. A elevacao dos lipideos
séricos, independentemente da fonte, favoreceurrmatidade da morfologia espermatica,
além de ter sido constatada associacdo positiva enYLDL e a viabilidade espermatica.
Entretanto, o uso de 6leo de palma na doetase ndo favoreceu parametros que pudessem

estar relacionados com elevacédo da qualidade skeenpwdencial fertilidade dos touros.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O perfil de acidos graxos sérico € primordial pargertilidade do macho bubalino,
pois reflete a condigdo nutricional do individu@sBado no fato de que ha estreita relacéo
entre o perfil lipidico sérico e o perfil lipidiodo plasma seminal, e na hipotese de que
maiores concentracoes de lipideos séricos pudeakemar a composicdo das membranas
plasmaticas dos espermatozoides, o presente toaloalielineado.

A necessidade de se obter alimentos que possamsadps para ruminantes em
épocas de restricdo de forragens, aliado ao fatedessidade de verticalizacdo da producéo
pecuaria ha Amazonia justificam os trabalhos diend com nutricdo, reproducdo e outras
vertentes de producdo animal na regido. A expatagmoducao industrial na Amazonia, em
especial da industria de biocombustiveis, a quahgeada no plantio e processamento do
dendé em larga escala, torna seus coprodutos digimpara uso e investigacdo cientifica,
justificando sua escolha como matéria-prima paetegbalho. Da mesma forma, o crescente
mercado por genética bubalina e a posicdo do eslad®ara como detentor do mais
numeroso rebanho brasileiro concretizam a demaad@mal e internacional por touros de
qualidade, que possuam alta capacidade de repmdggér seja para monta natural, quer
seja para reproducdo assistida. Por isso, obterteomalogia que alie 0 uso de coprodutos
industriais (potencialmente contaminantes do antdjenum melhor desempenho zootécnico
e maior capacidade reprodutiva é imprescindiveh pasolucdo integrada de problemas de
cadeias produtivas que, aparentemente, sao patalela

Em termos celulares, a incorporacao do 6leo degakndieta dos touros bubalinos, a
esperada elevacéo dos teores absolutos de acadassgnsaturados na dieta e a alteracdo na
relacdo de AGI/AGS da dieta serviram como base papassivel incorporacdo de acidos
graxos insaturados as membranas celulares espesmate modo a torna-las mais maleaveis
e resistentes. Paralelamente, a elevacdo do VLEOEer@omudar o aproveitamento energético
por parte dos espermatozoides, com reflexos imediad motilidade espermatica. Elevar a
motilidade e a integridade das membranas plasmsapieeecem ser a chave para se obter
ejaculados potencialmente mais férteis ou, no ndnicom maior rendimento em caso de
processamento industrial.

Na pratica, foi constatado que, se por um lado e» dle palma ndo impactou
negativamente na maioria dos parametros espermatietevantes na investigacao
androlégica, sua adicdo em 2% na dieta interferiwen item sensivel do espermiograma, o
nivel de integridade de membranas plasmaticas mhersé natura. E possivel que efeitos
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positivos da adicdo de 6leo na dieta possam seen@mos quando as células forem
submetidas a criopreservacéo, o que nao foi testagwesente trabalho. E possivel, também,
que as alteracbes de qualidade seminal observada®) a diminuicdo da concentracao
espermatica ao longo do tempo e o menor nivel tegridade de membranas, estejam
relacionadas a maior susceptibilidade das célulaadp se intensifica a produgcéo de espécies
reativas ao oxigénio (ROS), fato ocorrente quanslmigeis de lipideos sdo mais elevados.
Por isso, novas investigacdes sobre o efeito dgiadie lipideos na dieta e seus efeitos na
composicdo das membranas espermaticas e na qealdiadsémen criopreservado sao

extremamente interessantes e podem somar informagdelas obtidas até o momento.
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ANEXO A- Parecer técnico do Comité de ética em pesquisaacimmis de experimentacao,
2012.

_J__J__?%L,T - . o . ZEJ
:: | 69 ae comite de etica em pesqmsa" -ﬁ:"
= p com animals de experlmentagac 5

PARECER BIO042-12
Projeto: Efeito da utilizacio de dleo do dend? na dieta sobre a qualidade do sémen in
natura de bifalos (Bubalus bubalis) criados em Belém_ Para”

Coordenador: Prof Dr. Dr. Alexandre Rossetto Garcia

Area Temitica: Biologia

Vigéncia: 0572012 a 052014

Nono CEPAE-UFPA: BIO042-12

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Amrmais de Experimentacio da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigacio e de alto teor clenfifico justificande a utilizacio do modelo animal proposto.
Os procedimentos expermentais utilizados segnem as normas locais e mfemacionais para
tratamento ¢ mampulacio de animais de expernmentacio. Portanto, o CEPAE, através de
sen presidente. no uso das atrbuigdes delegadas pela portana o 39882011 do Reitor da
Universidade Federal do Pard resolve APROVAR a uofibracio de anmais de
expenimentacio nas atividades do projeto em questdo, no periodo de vigeneia estabelecido.
As attvidades experimentats fora do periodo de vigéneia devemn receber nova autorizacio
deste comité.

Belém 03 de mato de 2012

e ik .f;/”

Prot. Ur. Walace Gomes Leal
Presidente CEPAE-UFPA



ANEXO B - Tabelas referentes ao trabalho experimental.

Tabela 10: Perfil dos acidos graxos dos alimentiigzados na formulagéo das ragfes
experimentais. Belém, Para. 2012.
Perfil dos Acidos Graxos

Silagem de Milho Milho Farelo de Trigo Oleo de Palma

(%/1009) (%/1009) (%/1009) (% /1009)
Cs8:.0 0,10% - - -
C10:0 0,10% - - -
C12:0 0,22% - 0,32% -
C14:0 0,39% - 0,28% 0,58%
C15:0 - - - 0,01%
C16:0 17,24% 14,18% 17,33% 47,53%
Cl6:1 0,44% - - 0,01%
C18:0 4,30% - 1,82% 5,07%
C18:1 40,87% 39,24% 20,97% 43,53%
C18:2 33,92% 46,58% 56,59% -
C18:3 0,75% - - -
C20:0 1,68% - 2,68% -

Area Total 100,00% 100,00% 100,00% 96,72%
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Tabela 11:. Caracteristicas seminais de touros imadsahos dois periodos experimentais.

Belém, Para. 2012.

. CONT OLEO
VARIAVEIS
P1 P2 P1 P2
Volume (mL) 3,65+1,28 3,77+1,34 3,43+1,94 773+ 1,39
pH (1-14) 6,19 + 0,38 6,33+0,42 6,35+ 0,39 63976
Turbilhonamento (0-5) 2,94 + 0,55 2,77 £ 0,56 210,72 2,01+0,76
Concentracéao 1.472,60 +
L. ¢ 1.641,45 + 317,95 1.841,17 £590,41 1.377,92 £2B3
espermatica (x19 348,58
Motilidade progressiva
" (O/F; gressiVa@ - 58 08+10,07 59,21 + 11,69 61,74 + 10,94 48,4866
0
Vigor (0-5) 3,24+0,42 3,05+0,49 3,21 +0,39 9P+ 0,42
Viabilidade Espermatica
(%) 66,42 + 9,03 69,76 + 11,45 65,40 + 11,09 58,3643
Defeitos Maiores (%) 12,88 + 6,36 9,345,11 8,62.87 5,90 + 5,47
Defeitos Menores (%) 12,63 + 3,32 15,19 + 4,82 58%; 4,01 17,69 + 5,30
Defeitos Totais (%) 25,51 + 8,98 24,54 + 6,87 P9:5,22 23,59 + 6,93
Integridade de
9 68,57 + 5,54 75,73 + 21,07 64,47 £ 9,44 62,14 H85

Membrana - HOS (%)

*CONT: concentrado controle; OLEO: concentradoguetido com 6leo de palma (2%MS).

P1: Periodo 1; P2: Periodo 2

Tabela 12: Parametros seminais fisiologicos deotohubalinos.

Caracteristicas seminais

Padrao de normalidade

Cor

Volume (mL)
Turbilhonamento
Motilidade (%)

Vigor

Concentragao (sptz/mL)
Viabilidade (%)

Patologia espermética (%)
pH (%)

Branco, branco leitoso, com estrias
escuras azul
3(2a8)
>3
>70
>3
0,6a1,2xX10
>70
<30
6,7a7,5

(Fonte: VALE, 1994; 1997)
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Tabela 13: Correlacdo de Pearson entre as varigegigais e variaveis lipidicas séricas.
Belém, Pard, 2012.

Triglicerideos Colesterol HDL LDL VLDL Llpldgos
Totais
r=0,046 r=-0,143 r=0,115 r=-0,257 r=0,045 =-0,111
Volume
P=0,773 P=0,366 P=0,465 P=0,100 P=0,775 P=0,483
r=0,123 r=-0,026 r=0,028 r=-0,069 r=0,172 r=0,021
pH
P=0,439 P=0,868 P=0,858 P=0,663 P=0,276 P=0,895
r=-0,020 r=-0,082 r=-0,082 r=-0,046 r=0,102 r=-@,08
Turbilhonamento
P=0,899 P=0,604 P=0,606 P=0,773 P=0,523 P=0,610
r=-0,221 r=0,214 r=0,237 r=0,098 r=-0,219 r=0,111
Concentracéo
P=0,159 P=0,173 P=0,131 P=0,541 P=0,162 P=0,485
r=0,129 r=-0,086 r=-0,114 r=-0,034 r=0,175 r=-0,030
Motilidade
P=0,416 P=0,590 P=0,472 P=0,833 P=0,267 P=0,851
r=-0,270 r=0,009 r=0,219 r=-0,124 r=-0,257 r=-0,090
Vigor
P=0,084 P=0,953 P=0,163 P=0,432 P=0,100 P=0,572
r=0,267 r=-0,125 r=-0,115 r=-0,099 r=0,381 r=-0,014
Viabilidade
P=0,088 P=0,430 P=0,466 P=0,530 P=0,012* P=0,926
r=-0,008 r=-0,103 r=0,102 r=-0,202 r=0,076 =-0,094
Defeitos Maiores
P=0,962 P=0,519 P=0,521 P=0,200 P=0,632 P=0,553
r=-0,412 r=-0,242 r=0,042 r=-0,293 r=-0,193 r=-0,366
Defeitos Menores
P=0,006* P=0,122 P=0,796 P=0,060 P=0,222 P=0,017*
r=-0,282 r=-0,233 r=0,097 r=-0,334 r=-0,077 r=-0,310
Defeitos Totais
P=0,071 P=0,139 P=0,541 P=0,031* P=0,628 P=0,046*
Integridade de r=0,139 r=-0,257 r=-0,193 r=-0,170 r=0,128 r=-0,180
Membrana - HOS  p-g 379 P=0,1000 P=0,221 P=0,281 P=0,420 P=0,256

(P<0,05)

Tabela 14: Variacao do peso corporal, escore cakpqguerimetro escrotal dos bufalos
durante o periodo experimental. Belém, Para. 2012.

Peso Corporal Escore Corporal Perimetro Escrotal

Inicial Final Inicial Final Inicial Final

456,8+50,4  588,6+1344  2,6+0,39 3,9t 0,39 29,60+ 1,19 32,00+ 2,19




