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RESUMO

Com objetivo de avaliar o efeito da suplementagdo com dleo de peixe na reproducéo
canina e verificar a durabilidade dos efeitos apds a suspensao da suplementacao, 09
caes machos saudaveis de diferentes racgas, pesando entre 23 a 38 Kg com idades
variando de 2 a 8 anos e com historico de fertilidade comprovada, foram utilizados.
Os animais receberam suplementagao oral de dleo de peixe por 90 dias (D90), e foram
acompanhados por 60 dias apds suspensa a suplementagao (D150). Os dados dos
dias: DO, D90 e D150 foram avaliados. Os parametros seminais mensurados foram:
volume, motilidade, vigor, concentracdo espermatica, morfologia espermatica,
espermatozoides vivos e mortos, integridade de membrana pelo teste hiposmotico e
niveis séricos de testosterona. Uma amostra de sémen foi congelada. As avaliagbes
ultrassonograficas compreenderam os parametros Doppler velocimetricos das artérias
testiculares, volume testicular e epididimario e ainda a ecotextura testicular com auxilio
do software ImagedJ. Apos descongelado, o sémen foi subdividido em 3 aliquotas. Na
primeira aliquota foram avaliados: motilidade, vigor, integridade de membrana
(HOST), relagao entre vivos/mortos e integridade acrossomal pela coloragdo rosa
bengala-fast green. A segunda e terceira aliquotas foram submetidas ao teste de
termorresisténcia (TTR) a 37°C por duas e 4 horas, respectivamente, e ao final do
teste foram avaliados motilidade (%), vigor (0-5) e percentual de espermatozoides
vivos/mortos pela coloragdo de eosina/nigrosina. Durante o tratamento (DO versus
D90), observou-se aumento em: motilidade 76,66%+13,7 versus 92,77%4,41
p=0,001); espermatozoides normais de 69,11%+24,90 versus 90,00%%5,15 (p=0,05);
vivo/mortos (%) de 64,44+22,86 para 85,3318,41 (p=0,001); espermatozoides (%)
com membrana integra que era de 76,44+20,74 e foi para 91,221+4,68 (p=0,05). Ainda
durante tratamento, observou-se reducdo do percentual de defeitos de cabeca
(p=0,04). Os valores séricos de testosterona (ng/ml) aumentaram de 5,50+1,13 para
8,84+1,13 no D90 (p=0,003) e diminuiram para 5.13£1.13 no D150. Apds cessado
tratamento, os parametros seminais permaneceram elevados por mais 60 dias (D90
a D150). Os valores dos indices: Velocidade de Pico Sistolico (VPS), Velocidade
Diastdlica Final (VDF) nas artérias supratesticulares (AST) e artéria marginal (AM)
sofreram aumento durante o periodo de tratamento e permaneceram nesse patamar

até D150, nido foi observada diferenca dos parametros entre o testiculo direto e



esquerdo, bem como entre epididimo esquerdo e direito. Foi encontrada correlagao
negativa entre heterogeneidade e producao espermatica (r= - 0,41; p= 0,008). Em
conclusao, observamos que todos os parametros permaneceram aumentados por 60
dias apods a suspensao da suplementagado, exceto a testosterona que apos 60 dias ja
havia retornado aos valores semelhantes ao inico da suplementacao.
Palavras-chave:Omega 3, sémen, ultrassonografia Doppler, testosterona,
espermatozoide, congelabilidade.



ABSTRACT

In order to evaluate the effect of supplementation with fish oil on canine reproduction
and to verify the durability of the effects after the suspension of supplementation, 09
healthy male dogs of different races were using weighing between 23 and 38 kg with
ages ranging from 2 to 8 years and with proven fertility history. The animals were given
oral fish supplementation for 90 days (D90) and were followed for 60 days after further
suspension (D150). The data of the days: DO, D90 and D150 were evaluated. The
seminal parameters measured were: volume, motility, vigor, sperm concentration,
sperm morphology, live and dead spermatozoa, hyposmotic test and serum
testosterone levels. A semen sample was frozen. Ultrasonographic evaluations
complementary to the velocimetric Doppler parameters of testicular arteries, testicular
and epididymal volumetric arteries and testicular ecotexture with the help of ImageJ
software. After thawing, the semen was subdivided into 3 aliquots. In the first aliquot
were evaluated: motility, vigor, Membrane integrity (HOST), supra vital test and
acrosomal integrity. The aliquots were submitted to the thermoresistance test (TTR) at
37°C for two and 4 hours, and at the end of the test were performed evaluation of
motility (%), vigor (0-5) and percentage of live / dead spermatozoa by staining of eosin
/ nigrosin. During the period, there was an increase in: motility which 76.66% + 13.7
versus 92.77% = 4.41 p = 0.001); normal spermatozoa 69.11% * 24.90 versus 90.00
£ 5.15 (p = 0.05); live / dead (%) from 64.44 + 22.86 to 85.33 + 8.41 (p = 0.001);
spermatozoa (%) with intact membrane that was 76.44 + 20.74 and went to 91.22 +
4.68 (p = 0.05). Also, during treatment, a reduction in the percentage of head defects
was observed (p = 0.04). Serum values of testosterone (ng / ml) increased from 5.50
+ 1.13 to 8.84 £ 1.13 non-D90 (p = 0.003) and decreased to 5.13 + 1.13 non-D150.
After cessation of treatment, the seminal parameters were maintained for more than
60 days (D90 to D150). The velocity levels: Systemic peak velocity (VPS), final diastolic
velocity (VDF) in the supratesticular arteries (AST) and marginal artery (AM) increased
during the treatment period and maintained the plateau up to D150, the direct and left
test, as well as between the epididymis and left and right. It was identified between
heterogeneity and sperm production (r = -0.41, p = 0.008). In conclusion, we observed

that all parameters are maintained for 60 days after the suspension, except the



testosterone that after 60 days had returned to values similar to the start of
supplementation.

Key words: omega 3, semen, Doppler ultrasonography, testosterone, spermatozoa,
freezing.
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INTRODUCAO

Lipidios, presentes tanto no espermatozoide quanto no plasma seminal, estdo
envolvidos ndo s6 no metabolismo energético das células espermataticas, mas
também em muitas fungdes e eventos que levam a fertilizacdo (ZANIBONI; RIZZI;
CEROLINI, 2006). O sémen de todas as espécies domésticas contém altos niveis de
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) (BRINSKO et al., 2005), mas a natureza dos
lipidios depende da espécie animal. Enquanto os acidos graxos da série n-6
predominam no sémen das aves (KELSO et al., 1997a), na maioria dos mamiferos, a
composi¢cao de acidos graxos dos espermatozoides € caracterizada por proporgdes
muito altas de dmega 3 (n-3), particularmente acido docosahexaendico (22: 6)
(KELSO et al., 1997a; SAMADIAN et al., 2010). A relagcdo de acidos graxos
poliinsaturados émega-6 (n-6) para n-3 acidos graxos (n-3), desempenham papel
importante em varios aspectos da saude animal, produgcao e reproducio
(ABAYASEKARA; WATHES, 1999). Além disso, existem evidéncias consideraveis de
que a composi¢ao lipidica da membrana espermatica € um dos principais
determinantes da motilidade, sensibilidade ao frio e viabilidade geral
(HAMMERSTEDT, 1993), metabolismo lipidico e capacidade de fusdao dos
espermatozoides (STUBBS; SMITH, 1984). Esses acidos graxos insaturados dao a
membrana plasmatica dos espermatozoides a fluidez necessaria para participar das
ocorréncias de fusdo de membrana associadas a fertilizagdo (CONQUER et al., 2000).
Os PUFAs n-3 e n-6 sao acidos graxos essenciais, porque ndo podem ser sintetizados
de novo em mamiferos e, portanto, devem ser fornecidos pela dieta. Uma das
principais fontes na dieta de PUFA w-3 de cadeia longa € o pescado, rico nos acidos
graxos EPA (acido eicosapentaendico) e DHA (acido docosa-hexaenoico). Os oleos
das sementes oleaginosas, particularmente o 6leo de linhaga é rico em acido a-
linolénico, precursor destes acidos graxos (Calder, 1998).

Tem sido demonstrado que a suplementagéo dietética com uma ampla gama
de suplementos de PUFAs pode alterar o perfil de acidos graxos espermatozoides de
carneiros (SAMADIAN et al., 2010), suinos (ROOKE; SHAO; SPEAKE, 2001), touros
(GHOLAMI et al., 2010) e aves (KELSO et al., 1997a).

Acredita-se que o alto grau de insaturagdo encontrado no esperma contribua

ativamente para a regulagao do movimento celular e do metabolismo lipidico; também
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confere fluidez suficiente a membrana plasmatica dos espermatozoides para os
eventos de fusdo que caracterizam a fertilizacdo (STUBBS; SMITH, 1984). A
proporcdo de PUFA espermatico tem sido diretamente relacionada a qualidade do
sémen em diferentes espécies (TRAN et al., 2017). Particularmente, o conteudo de
DHA tem sido relacionado a concentracdo de espermatozéides e motilidade em
homens (NISSEN; KREYSEL, 1983; ZALATA et al., 1998), ovinos (SAMADIAN et al.,
2010) e aves (SURAI et al, 2000). Uma reducédo na fertilidade durante o
envelhecimento foi associada com proporgcdes diminuidas de PUFA especifico em
fosfolipideos (DHA) da membrana espermatica em espermatozoides tanto de touros
como de frango (CEROLINI et al., 1997; KELSO et al., 1997b). Além disso, em
homens, menores proporcbes de DHA foram observadas em amostras
oligozoossérmicas e astenozoospérmicas do que em amostras normo-
zoospermaticas (ZALATA et al., 1998).

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da suplementagédo de
oleo de peixe na qualidade espermatica, niveis séricos de testosterona, na
congelabilidade do sémen e nos indices Doppler velocimetricos dos testiculos de caes

durante e apds a suplementacgao.

2. REVISAO DE LITERATURA

21 Membrana plasmatica espermatica

A célula espermatica canina tem um comprimento total de 61,4 + 0,3 um. A
cabeca é primariamente formada pelo DNA que compde o nucleo, recoberta
anteriormente pelo acrossoma e posteriormente pelo envoltorio pds-nuclear. A cabeca
mede 6,1 £ 0,04 ym com largura de 3,8 £ 0,2 ym. A peca intermediaria mede 10,1 £
0,7 um e a cauda em torno de 50 ym (Woodall & Johnstone, 1988). Segundo
DAHLBOM et al. (1992), existem marcadas diferengas entre individuos de diferentes
racas, com relacdo a morfometria da cabecga espermatica na espécie canina.

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide e € o componente
mais externo. Embora seja continua sobre a superficie dos espermatozoides e com
sua natureza diferindo regionalmente (FLESCH; BAREND M. GADELLA, 2000;
KHOSROWBEYGI; ZARGHAMI, 2007); € uma estrutura fina, flexivel, autosselante e
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seletivamente permeavel aos solutos polares, com espessura de apenas 7,5 a 10nm,
formada quase que inteiramente por proteinas e lipidios (GUYTON & HALL, 1997),
sendo que proporgdes relativas desses componentes sao distintas em diferentes tipos
de membranas (LEHNINGER et al., 2000). A composicéo lipidica, caracteristica para
cada reino, espécie, tecido e organela de certo tipo celular, consiste em trés zonas: a
bicamada lipidica, a superficie de contato entre os fosfolipidios e a agua e o glicocalice
(SCOTT, 1973).

A membrana plasmatica ao redor dos espermatozoides é formada basicamente
por uma camada lipidica com proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas de
superficie e (glicolipideos organizados em um mosaico fluido (SINGER &
NICHOLSON, 1972). As proteinas integrais e periféricas sdo aproximadamente 50%
do peso da membrana, e estdo entremeadas ao longo da bicamada lipidica. Proteinas
integrais sao canais através da membrana e estado situadas na bicamada lipidica. Ja
as proteinas periféricas podem ser removidas facilmente da membrana (SINGER &
NICHOLSON, 1972).

O modelo mosaico da membrana é fluido, pelo fato de as interagdes entre os
lipidios e as proteinas ndo serem covalentes, permitindo que as moléculas individuais
dos lipidios e das proteinas se movam lateralmente no plano da membrana. Os lipidios
de membrana sdo assimétricos na sua distribuicdo nas duas faces da bicamada,
embora a assimetria, ao contrario daquela das proteinas da membrana, ndo seja
absoluta. Os fosfolipidios estdo em um arranjo lamelar que organiza a cadeia de acido
graxo em uma barreira hidrofébica, prevenindo a entrada de agua ou outras
moléculas. A temperatura corporal, a membrana plasmatica esta no estado fluido e o
arranjo lamelar permite aos fosfolipidios se moverem livremente ao longo da bicamada
(AMANN; PICKETT, 1987). Na membrana plasmatica, certos lipidios sdo tipicamente
encontrados na face externa da camada (esfingomielina e fosfatidilcolina) e outros na
face interna, regido citoplasmatica (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol); (LEHNINGER et al., 2000), sendo o principal constituinte que confere
a membrana a caracteristica de fluidez, a qual depende tanto da composi¢ao quanto
da temperatura, sendo que a mudanca de estado liquido para gel em membranas com
maior propor¢ao de lipidios de cadeia insaturada ocorre em temperaturas menores. O
conteudo esterol da membrana também €& um determinante importante desta

temperatura de transigédo. A estrutura plana rigida do grupo esteroide, inserida entre
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as cadeias laterais dos acidos graxos, tende a moderar os extremos de solidez e
fluidez das membranas (ALBERTS et al., 1997).

Darin-Bennett e White (1977) verificaram que espécies com maior
concentracdo de colesterol apresentam menores danos causados a membrana
durante o processo de resfriamento.

A composicao lipidica da membrana celular € um dos principais fatores
determinantes de sua fluidez. Fosfolipidios com cadeia linear saturada interagem mais
fortemente entre si apresentando maior ponto de fuséo, ja aqueles com cadeias
insaturadas assumem a forma liquida a temperaturas mais baixas. Além disso, quanto
maior o grau da insaturagdo da cadeia linear mais cbnica € a conformagao do
fosfolipidio, e maior a tendéncia a sofrer alteragao na organizagéo estrutural durante
o resfriamento. O colesterol na membrana celular posiciona-se entre as cadeias
lineares dos fosfolipidios e, dessa forma, pode modificar a interacdo entre eles
influenciando a fluidez da membrana. Durante o resfriamento, o colesterol age
estabilizando os fosfolipidios e inibindo seu agrupamento de forma que, membranas
com maior concentracdo de colesterol sdo mais resistentes a mudancas de
temperatura (WATSON, 2000).

Embora exista diferenca consideravel entre as espécies de mamiferos, em
geral a membrana plasmatica contém aproximadamente 70% de fosfolipidios, 25% de
lipidios neutros e 5% de glicolipidios (em base molar) (FLESCH; BAREND M.
GADELLA, 2000). O espermatozoide canino apresenta em suas membranas baixa
propor¢cao de acidos graxos poliinsaturados, o que explica em parte sua relativa
resisténcia a alteragdes de temperatura (G.F. BOUCHARD, J.K. MORRIS, 1990).
Essa particularidade provavelmente € responsavel pelo espermatozoide canino
apresentar uma resisténcia propria contra o choque térmico, uma vez que as células
espermaticas do cao apresentam baixa sensibilidade as oscilagcdes de temperatura
(PASCAL; BIRTOIU, 2012).

Os fosfolipidios parecem ser a fonte principal de substrato para respiragao
endogena dos espermatozoides. Segundo SCOTT (1973), os tipos de fosfolipidios
presentes nos espermatozoides variam consideravelmente de uma espécie para
outra, sendo que plasmalogencolina é o principal fosfogliceridio dos espermatozoides
dos ruminantes domeésticos. Esses fosfogliceridios sdo hidrolisados e ha liberacéo de
acidos graxos, que sao oxidados rapidamente, promovendo, desta maneira, energia
celular (Aitken, 1999; Mills and Scott, 1969).
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Durante sua fase de maturagao no epididimo, ocorre aumento na proporcao de
acidos graxos poliinsaturados dos espermatozoides, devendo ter efeito pronunciado
nas propriedades fisicas e quimicas da membrana lipoproteica (MARSH, 1992).
Assim, qualquer mudanga que ocorra em cada fosfolipidio, ou na composi¢ao de seus
acidos graxos, altera a estrutura e a fungédo da membrana dos espermatozoides
(KHOSROWBEYGI e ZARGHAMI, 2007).

O colesterol é o principal esteroide dos espermatozoides ejaculados (CROSS,

1998) e parece ser importante regulador da fungdo espermatica (LANGLAIS e
ROBERTS, 1985). In vitro, a adigdo de colesterol ao meio previne os espermatozoides
de se tornarem capazes de iniciar a reagao acrossomal (ZARINTASH e CROSS,
1996).
Um ejaculado in natura possui relagao elevada de colesterol/fosfolipidio. Durante a
capacitacao espermatica, o colesterol se move da membrana para “solubilizar
proteinas e receptores”, enquanto os fosfolipidios se movem para dentro da
membrana espermatica (CROSS, 1998). A relacdo baixa de colesterol/fosfolipidio
diminui a microviscosidade da membrana, expondo os fosfolipidios e, talvez,
permitindo aumentar o influxo de calcio, resultando na reagdo acrossomal. Em
algumas espécies, a concentragao de colesterol na membrana plasmatica se altera
com a passagem dos espermatozoides pelos epididimos. A relagéao
colesterol/fosfolipidio da membrana plasmatica dos espermatozoides de carneiros e
bodes aumenta durante o transito epididimario (PARKS e HAMMERSTEDT, 1985;
RANA et al.,, 1991), mas ndo se altera em suinos (NIKOLOPOULOU e SOUCEK,
1985). Os espermatozoides emitidos no ejaculado podem obter colesterol adicional
do plasma seminal. O colesterol € encontrado nas lipoproteinas e em qualquer tipo de
células de um ser vivo (CROSS, 1998).

2.2. Acidos Graxos

2.2.1 Estrutura, sintese e fungao

Os lipideos desempenham uma variedade de fungdes celulares e € a principal

forma de armazenamento de energia na maioria dos organismos. Atuam no transporte
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de vitaminas lipossoluveis, atuam como precursores de hormonios e determinados
grupos sao considerados funcionais.

Os acidos graxos séo classificados conforme a presenca de duplas ligagbes

(insaturagdes) entre as cadeias de carbono. SZo denominados Acidos Graxos
Saturados (AGS) na auséncia de duplas ligagdes; Acidos Graxos Monoinsaturados
(AGMI) pela presenca de uma insaturagdo; Acidos Graxos Poliinsaturados (AGPI ou
PUFAS) pela presenga de duas ou mais insaturagdes. Quanto ao tamanho da cadeia
carbdénica, os AGPI que possuem numero de atomos de carbono = a 16 sao
denominados Acidos Graxos Polilnsaturados de Cadeia Longa (AGPI-CL). Os AGPI
com numero de atomos de carbono = a 20 sdo denominados Acidos Graxos Poli-
Insaturados de Cadeia Muito Longa (AGPI-CML) (MARTIN et al., 2006).
Acidos graxos (AG) sdo acidos carboxilicos, geralmente monocarboxilicos, que
podem ser representados pela forma RCO2H. Na maioria das vezes, o grupamento R
€ uma cadeia carbdbnica longa, ndo ramificada, com numero par de atomos de
carbono, que pode ser saturada ou conter uma ou mais insaturagdes. O grupo
carboxila constitui a regido polar e a cadeia R, a regido apolar da molécula. De acordo
com a presenca de insaturagdes na cadeia carbdnica, os AG sao classificados em
saturados e insaturados (KALISH; FALLON; PUDER, 2012). A estrutura quimica de
um acido graxo é dado por trés numeros: (1) numeros de atomos de carbono na
cadeia, (2) numero de duplas ligagdes e (3) numero 6mega (w), que indica a posigao
da primeira dupla ligagao a partir do grupo metila, por exemplo no caso da série w3 a
primeira ligagdo ocorre entre o terceiro e quarto carbono e no caso da familia w6 a
primeira dupla ligagdo ocorre entre o sexto e sétimo carbono. Os acidos graxos que
possuem o0 mesmo numero dmega pertencem a mesma familia.

Os acidos graxos poliinsaturados nao s&o sintetizados pelas células do
organismo, por isso sdo chamados de essenciais. Portanto, devem ser adquiridos pela
alimentagao ou da suplementagao. Existem dois tipos de acidos graxos essenciais,
sdo eles: 6mega-3 (acido linolénico) e 6mega-6 (acido linoléico). O acido graxo
Omega-3 é encontrado principalmente nos peixes e 6leos de peixe. Enquanto que as
melhores fontes alimentares de 6mega-6 sdo os 6leos vegetais (girassol, milho, soja,
algodao). Os acidos graxos essenciais (EFA) sdo necessarios para varios processos
fisiologicos, como a manutencdo da estrutura das membranas celulares e a sintese
de compostos biologicamente ativos, a exemplo, as prostaglandinas e os leucotrienos
(CALDER, 2017).



20

A maioria das dietas secas para caes adultos em mantenga contém entre 5% e
13% de extrato etéreo na base seca (CASE et al., 2011). Algumas das recomendacdes
minimas de gordura para cées adultos em mantenca séo de 5% enquanto que para
animais em crescimento e reprodugdo devem ser de 8% na matéria seca (MS),
fornecidas em dietas contendo 3500 kcal/kg (AFFCO, 2008). A exigéncia para caes
adultos em manutencao é de no minimo de 1% de acido linoleico (C18:2w6; LA) na
MS, apesar de ainda ndo estar estabelecida uma exigéncia para acido a-linolénico
(C18:3w3; ALA) para caes, uma quantidade minima de 0,044% na MS ou 0,09% da
energia metabolizavel (EM), é sugerida para dietas contendo 1% de AL (NRC,2006).
Os acidos graxos insaturados (AGI) podem ser divididos, basicamente, em trés
classes distintas: 6mega-3 (w-3, acido a-linolénico), dmega-6 (w-6, acido linoléico) e
Omega-9 (w-9, acido oléico). Cada classe € composta por uma familia de acidos
graxos, sendo que todos os membros desta familia podem ser sintetizados
biologicamente a partir daqueles oferecidos na dieta (Graziola et al., 2002; Kalish et
al., 2012). Os acidos a-linolénico (ALA, w-3), linoléico (LA, w-6) e oléico (OA, w-9) sé&o
substratos das mesmas enzimas dessaturases, de forma que as familias de AGI w-3,
w-6 e w-9 competem entre si pelas mesmas enzimas envolvidas nas reagdes de
dessaturagdo e alongamento da cadeia carbdnica. As series w9 e w7 podem ser
derivadas da sintese enddgena a partir do acido oleico (C18:1w9) pode dar origem ao
acido eicosatrienoico (C20:3w9). Na serie w6, o acido araquidénico (C20:4w6) é
derivado do acido linoleico (C18:2w6; LA) € na serie w3, o acido eicopentandico
(C29:5w3; EPA), o acido docosahexandico (C22:6w3; DHA), e o acido
docopentandico (C22:5w3; DPA) sao derivados do acido a-linolénico (C18:3w3; ALA)
(MCDOWELL, 1989).

Assim, cada um destes acidos graxos origina uma serie de acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs), cada vez mais insaturados, mas néo entre familias, visto que o
metabolismo animal ndo é capaz de dessaturar (adicionar ligagdes duplas) em diregao
a extremidade do radical metila do acido graxo (MCDOWELL, 1989). Para que haja a
formacgao de acidos a partir dos d&megas 6 e 3, é necessaria a presenga das vitaminas
A e E, além dos minerais zinco e magnésio (MARTIN et al., 2006).

Os acidos graxos insaturados, denominados dmega 3, vém sendo cada vez
mais utilizados na dieta de animais devido aos seus inumeros efeitos benéficos ao
organismo, destacam-se: prevencdo da isquemia ventricular fatal induzida por
arritmias em animais (BILLMAN et al., 1999); protecao renal (BROWN et al., 1998);
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diminuicdo satisfatoria no controle do prurido em caes atépicos (PARADIS et al.,
1991); reducgao sérica de colesterol (ARAUJO et al., 2012); modulagdo da expressao
de proteinas no tecido adiposo, podendo atuar como reguladores transcricionais de
alguns genes relacionados ao metabolismo de lipidios (QUEIROZ et al., 2009);
diminuicdo da concentragao de trigliceréis (KRIS-ETHERTON et al., 2003), devido a
reducao da lipogénese hepatica ocasionada pela inibi¢ao de duas enzimas envolvidas
na sintese desse lipidio pelo figado (HARRIS e BULCHANDANI, 2006) e redugéo da
pressao arterial e do processo inflamatorio (DIN et al., 2004).

O &cido linoléico é também conhecido como acido graxo Omega-6, podendo
dar origem a uma familia completa de acidos graxos poliinsaturados Omega-6, que
da mesma forma que a familia dos compostos Omega-3 tem importantes fungdes nas
células dos animais. Os acidos graxos Omega-3 e acidos graxos Omega-6 ndo podem
interconverter-se nos animais, razao pela qual se necessita que ambos sejam
proporcionados nas dietas. O acido linoléico atua sobre as membranas celulares dos
animais, nas funcbes enzimaticas e nos receptores das membranas celulares
(BUTOLO, 2001).

Através da mudanca do perfil de acidos graxos essenciais consumidos na dieta,
pode-se alterar a resposta inflamatéria nos cées. De acordo com Chan (2008),
potentes eicosanodides proé-inflamatdrios, leucotrienos e tromboxanos da série 2 e 4
sdo produzidos a partir do acido araquidénico, pelo acido graxo 6mega-6. Provisdo de
Omega-3 na dieta objetiva deslocar e substituir o 6mega-6 nas membranas celulares,
e, quando estes sdao metabolizados pelo acido araquidénico, ocorre producido de
eicosandides da série 3 e 5, os quais possuem menor potencial pro-inflamatério e
vasoativo respectivamente). Em contrapartida, suplementagdo com 6mega-3 resulta
na produgao de mediadores inflamatoérios com menor potencial quando metabolizados
(eicosandides e leucotrienos da série 3 e 5, respectivamente) (CHAN, 2008).

Ensaios in vitro mostram que os AGI n-6 e n-9 agem sobre neutrdfilos
aumentando a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Essas moléculas
sao importantes sinalizadores durante o processo de reparo tecidual, e estdo
envolvidas na sinalizagdo para migracdo e diferenciagdo células e liberacdo de
citocinas (HATANAKA; CURI, 2007).

Os acidos graxos, como componentes dos fosfolipidios das membranas
celulares, podem afetar as propriedades e a interacdo entre os componentes que
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estao diretamentes relacionados com o transporte de proteinas, atividade enzimatica
e receptores de membrana (LENIGHAN; et al., 2018).

Nair et al. (1997) consideraram que os acidos graxos poli-insaturados poderiam
influenciar a fluidez das membranas e a atividade de enzimas necessarias para
producdo de energia, além de muitas fungdes dos receptores dependentes de
lipideos-proteina, sendo que qualquer mudang¢a na composi¢do dos acidos graxos

pode afetar a membrana plasmatica.

2.2.2 Acidos graxos poliinsaturados e seu efeito sobre a reproducgao

Mais recentemente, o aumento no desempenho reprodutivo tem se relacionado
com as propriedades de alimento funcional que possuem os acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs) (GASKINS e CHAVARRO, 2018). Alimentos funcionais sao
todos aqueles ingredientes que quando fornecidos regularmente apresentam
propriedades benéficas além das nutricionais basicas favorecendo uma ou mais
fungdes alvo no corpo (MORAES e COLLA, 2006). Segundo esta definicao é possivel
afirmar que alimentos ricos em PUFAs, especialmente os acidos graxos essenciais
podem ser considerados alimentos funcionais.

O teor de PUFAs da dieta tem influéncia na fertilidade provendo compostos
especificos requeridos para o desenvolvimento dos espermatozoides e ovdcitos.
Também podem influenciar diretamente, pelo impacto sobre as concentragdes de
hormonios e sinais metabdlicos circulantes que sao requeridos para o éxito de
processos tais como ovulagao, fecundagao e sobrevivéncia do embrido (ROBINSON
et al., 2006). Desta forma, alteragdes nas concentragbes de PUFAs na dieta tém sido
relacionadas com mudangas na concentragdgo de Omega-6 e Omega-3 das
membranas dos espermatozoides de cachagos (MALDJIAN et al., 2005) e igualmente
associados a eventos relacionados com a fusao espermatozoide-odécito e sucesso da
fecundagao (GASKINS e CHAVARRO, 2018).

Em garanhdes, espécie extrematente sensivel a crioinjuria seminal, inclusdes
de PUFAs na dieta de machos tem mostrado resultados positivos na congelabilidade
de sémen (RODRIGUES et al., 2017). Entretanto, em carneiros a suplementagéo com
Oleos virgens de oliva teve um efeito negativo sobre a motilidade espermatica,
viabilidade e integridade acrossomal (DE GRAAF et al., 2007). Estes resultados

negativos podem ser atribuidos a dificuldade da transferéncia da dieta a membrana
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celulares dos ruminantes, devido a agdo dos microrganismos do rumen sobre os
acidos graxos (BUCCIONI et al., 2012).

Os acidos graxos sao componentes dos fosfolipidios das membranas celulares,
podendo afetar as propriedades e a interacdo entre seus componentes que estido
diretamente relacionados com o transporte de proteinas, atividade enzimatica e
receptores de membrana (ROCHE, 1999). Estudos em camundongos tém
demonstrado relagdes entre mudangas na composi¢ao de lipidios da membrana e
estimulo de receptores de LH (SEBOKOVA et al., 1990) e atividade esteroidogénica
do testiculo (MEIKLE et al., 1996).

Trabalhos realizados para testar a influéncia de diferentes tipos de fontes,
niveis e periodos de suplementagcdo com acidos graxos, sobre o metabolismo e
secrecdo de andrégenos em camundongos, mostraram que niveis de andrégenos no
plasma e a atividade de 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (173-HSD) no testiculo
foram afetadas no grupo de camundongos submetidos a dieta com nivel normal ou
alto de PUFA por diferentes periodos. Os autores concluiram que dietas ricas em
PUFA estimulam a funcdo esteroidogénica testicular em camundongos
(GROMADZKA et al., 2002).

De acordo com Rooke et al. (2001), o acido graxo DHA w3 desempenha uma
funcdo essencial promovendo 6tima fertilidade, principalmente em humanos e que
reducdes significativas deste acido graxo na fragao lipidica dos espermatozoides tém
correlagdo ndao s6 com redugdes na concentragcdo espermatica, mas também na
motilidade progressiva e morfologia normal dos espermatozodides, fato também

observado em caes por Rocha et al. (2009).

2.2.3 Metabdlitos do oxigénio e antioxidantes

Quimicamente, os metabdlitos do oxigénio sdo substancias que apresentam
numero impar de elétrons, as quais séo, portanto, altamente energéticas e instaveis,
podendo ser formadas pela agao direta de alguma fonte de energia externa (luz, calor
e radiagao), ou interna (préprio metabolismo) de reagdes catalisadas por metais (ferro
e cobre) ou enzimas. Essa energia, ao atingir o atomo, induz a que um elétron seja
removido do seu orbital, formando novo atomo contendo um elétron extra,
denominado ROS, o qual, para se tornar novamente estavel, precisa liberar essa

energia acumulada (Ozcan e Ogun, 2015).
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O organismo produz naturalmente radicais livres e outras espécies reativas
oriundas do oxigénio decorrente do proprio metabolismo, como subprodutos da
respiracao e da sintese de estruturas mais complexas. Concentra¢des reduzidas de
ROS sao importantes para processos bioquimicos normais como: sinalizagao e
controle do crescimento celular, ataque de patdégenos invasores, sintese enzimatica
de processos bioativos pelas ciclo-oxigenases, lipoxigenases e pelo nucleotideo
redutase (formacdo de desoxirribonucleotideos a partir de ribonucleotideo), e
detoxificagcdo de substancias estranhas. Porém, quando sua produgdo ocorre em
quantidade superior a capacidade de neutralizacéo pelas células, disturbios celulares
e metabdlicos ocorrerdo de diversas maneiras (AGARWAL et al., 2004; SANOCKA e
KURPISZ, 2004).

O termo espécies reativas de oxigénio (ROS) representam uma categoria de
moléculas que se referem aos radicais livres (ion hidroxil, superéxido, éxido nitrico,
peroxil, etc.), aos ndo radicais (0zbnio, oxigénio singlete, peroxidases lipidicas,
peroxido de hidrogénio) e aos derivados do oxigénio (AGARWAL e ALLAMANENI,
2004). Espécies reativas de nitrogénio (6xido nitrico, ion nitroxil, peroxido de nitrito,
etc.) sdo consideradas radicais livres de nitrogénio e sdo subclasse das ROS
(DARLEY-USMAR et al.,, 1995). Todas essas moléculas podem causar injuria
oxidativa em membranas lipidicas, proteinas transmembrana e carboidratos,
danificando acidos nucleicos e despolimerizando acidos hialurénicos (OCHSENDORF
et al., 1999).

Os acidos graxos insaturados podem ser atacados quimicamente pelas ROS,
provocando reacao propagadora de auto-oxidagdo, ou seja, efeito cascata na
formagdo de novos metabdlitos oxidantes (GASCHLER e STOCKWELL, 2017;
SHARMA e AGARWAL, 1996). Uma vez que a membrana espermatica € rica em
acidos graxos poli-insaturados (ZALATA et al., 1998), torna-se altamente sensivel as
ROS (OCHSENDOREF et al., 1999).

A produgdo de ROS em excesso parece estar envolvida com os danos
causados a membrana plasmatica e ao DNA dos espermatozoides (CHATTERJEE e
GAGNON, 2001; OCHSENDORF et al., 1999) em condi¢des hipotérmicas de
estocagem (MAXWELL e WATSON, 1996), resultando em perda da motilidade
espermatica e indugcdo de apoptoses, devido a lipoperoxidagdo (AGARWAL et al.,
2014).



25

Leucdcitos e células espermaticas imaturas sao as principais fontes de ROS
(GARRIDO et al., 2004), sendo a peroxidacao lipidica gerada espontaneamente
dentro da membrana plasmatica e liberada pela agao da fosfolipase A2 (TWIGG et al.,
1998).

A maioria dos seres vivos possui eficiente sistema de protecdo capaz de
neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas ROS formadas durante o
metabolismo do oxigénio e da oxidagao de lipidios. Diversas enzimas estao envolvidas
nesse mecanismo: a superéxido dismutase remove o radical superoxido, convertendo-
o em peréxido de hidrogénio; a catalase destréi o perdxido de hidrogénio,
convertendo-o em agua e oxigénio; a glutationa peroxidase € a mais importante na
remocé&o de peroxido das células. Outros antioxidantes, como a-tocoferol (vitamina E)
e acido ascorbico (vitamina C), participam desse sistema bloqueando a agdo das ROS
envolvidas na oxigenizagao de acidos graxos poli-insaturados e, consequentemente,
na formacao de peréxidos (ZINI e AL-HATHAL, 2011).

Segundo ARAUJO (2001), a ROS produzida no interior hidrofébico da
membrana se combina com o oxigénio que la se encontra dissolvido, formando o
radical peroxil. O radical resultante ataca as proteinas e oxida novamente os acidos
graxos poli-insaturados adjacentes. Os hidroperoxidos formados pela oxidagao, por
serem mais hidrofilicos, migram para a superficie da membrana para interagir com a
agua, provocando sua ruptura e alterando sua fluidez. A prote¢cdo da membrana é
obtida por remocgao das ROS, sendo que, has membranas, o principal removedor é o
a-tocoferol. Os tocoferdis removem os radicais peroxil antes que estes oxidem os
acidos graxos adjacentes ou as proteinas. O grupo hidroxila presente no tocoferol doa
seu atomo de hidrogénio para o radical peroxil, convertendo-o em peroxido. Desta
forma, as enzimas catalase e glutationa peroxidase atuam na remog¢do dos novos
radicais formados.

Essas enzimas antioxidantes estdo presentes no plasma seminal e nos
espermatozoides dos animais, sendo que, na espécie bovina, foram encontradas no
plasma seminal glutationa peroxidase, superdoxido dismutase e catalase (em baixa
concentragdo), e nos espermatozoides foram encontrados principalmente superéxido
dismutase e baixa concentragédo de glutationa peroxidase. Verificou-se auséncia da
catalase nos espermatozoides bovinos, diferindo de outras espécies, como humana e

ovina, nas quais foi detectada a atividade da catalase (Bilodeau et al., 2000), embora
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a catalase presente no plasma seminal esteja relacionada, em ovinos e bovinos, ao

controle do estresse oxidativo nas células (BUCAK et al., 2007).
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do uso do 6leo de salmdo nos
parametros seminais e niveis séricos de testosterona em caes, sendo a
avaliacdo durante e apods tratamento. Foram utilizados nove cédes machos
saudaveis de diferentes ragas, pesando entre 10 a 36 Kg com idades variando
de 2 a 11 anos e com historico de fertiidade comprovada. As avaliagdes
ocorreram no inicio (D0), aos 90 dias (D90) e no final do experimento (D150). Os
animais foram suplementados até 90 dias com o6leo de salmdo na dosagem
recomendada pelo fabricante (Grizzly Salmon Oil, Grizzly Pet Products, LLC,
Woodinville, Washington, USA), porém as avaliagées continuaram por mais 60
dias. Os parametros mensurados foram: volume, motilidade, vigor, concentragéo
espermatica, espermatozoides normais, defeitos de cabeca, defeitos de peca
intermediaria, defeito de cauda, cabeca destacada, vivos/mortos, teste
hiposmotico e niveis séricos de testosterona. Os resultados (media + desvio
padréo) obtidos nos momentos DO, D90 e D150 foram motilidade 76.66%+13.7,
92.77+4.41 e 93.0£7.90 (p=0.001); espermatozoides normais
69.11%+24.90,90.00%15.15 e 80.66+£16.04(p=0.05); vivo/mortos (%) de
64.44+22.86 para 85.33+8.41 (p=0.001); espermatozoides (%) com membrana
integra ao teste hiposmotico que era de 76.44+20.74 e foi para 91.22+4.68
(p=0.05). Os valores séricos de testosterona (ng/mL) aumentaram de 5.50£1.13
passando para 8.84+1.13 em D90 (p=0.003) e apds 2 meses (D150) diminuiram
para 5.13+1.13. Em concluséo, a suplementacao de dleo de salmao por 90 dias
influenciou positivamente a qualidade do sémen e niveis séricos de testosterona.
A suplementacéo de 6megas 3 e 6, na propor¢ao 10:1 por 90 dias, proporcionou
aumento de concentracdo, motilidade espermatica de cées e esse efeito se
manteve por 60 dias, com excegao da testosterona.

Palavras-chave:0mega 3, acidos graxos poliinsaturados, espermatozoide,
estresse oxidativo.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effects of the use of fish oil on
seminal parameters and serum levels of testosterone in dogs, being the
evaluation during and after treatment. Nine healthy male dogs of different breeds
were weighed between 10 and 36 kg with ages varying from 2 to 11 years and
with proven fertility. Evaluations occurred at baseline (DO0), at 90 days (D90) and
at the end of the experiment (D150). The animals were supplemented up to 90
days with fish oil at the manufacturer's recommended dosage (Grizzly Salmon
Oil, Grizzly Pet Products, LLC, Woodinville, Washington, USA), but the
evaluations continued for a further 60 days. The parameters measured were:
volume, motility, vigor, sperm concentration, normal spermatozoa, head defects,
intermediate defects, tail defect, detached head, live / dead, hypoosmotic test
and serum testosterone levels. The results (mean + standard deviation) obtained
at moments DO, D90 and D150 were 76.66% * 13.7, 92.77 + 4.41 and 93.0
7.90 motility (p = 0.001); normal spermatozoa 69.11% * 24.90, 90.00% + 5.15
and 80.66 £ 16.04 (p = 0.05); live / dead (%) from 64.44 + 22.86 to 85.33 £ 8.41
(p = 0.001); spermatozoa (%) with integrity membrane to the hypoosmotic test
which was 76.44 + 20.74 and was to 91.22 + 4.68 (p = 0.05). Serum levels of
testosterone (ng / mL) increased from 5.50 + 1.13 to 8.84 + 1.13 in D90 (p =
0.003) and after 2 months (D150) decreased to 5.13 + 1.13. In conclusion, 90-
day supplementation of fish oil had a positive influence on semen quality and
serum testosterone levels. The supplementation of 3 e 6 omega at the ratio of
10: 1 for 90 days provided increased concentration, sperm motility of dogs and
this effect was maintained for 60 days, with the exception of testosterone.

Key words: omega 3, polyunsaturated fatty acids, spermatozoa, oxidative stress.

1. INTRODUCAO

Os acidos graxos Omega-3 sao assim denominados por possuirem sua
primeira dupla ligagdo no carbono 3 a partir do radical metil e que apresentam
mais de uma dupla ligagdo entre carbonos sdo denominados acidos
poliinsaturados (PUFAs). Os acidos graxos poliinsaturados ndo podem ser
sintetizados endogenamente, devem ser providos via dieta. Sdo encontrados em
grande quantidade nos 6leos de peixes marinhos, como sardinha, salmao, atum,
arenque, anchova, entre outros (peixes que vivem em aguas profundas e frias),
e também em algas marinhas e nos 6leos e sementes de alguns vegetais, como
a linhaga, por exemplo. Os mais pesquisados e que possuem maiores beneficios
a saude sao o EPA - acido eicosapentaenoico e o DHA - acido docosaexaenoico,
presentes principalmente nos 6leos de peixes(CHOLEWSKI et al., 2018). Em se
tratando especificamente do 6leo de salmao, este possui niveis elevados de EPA
(0,5g/100g de salmao) e DHA (1,3g/00g de salm&o) (CALDER, 2017) dentre as
diversas espécies de peixes consumidas .

A composigdo de acidos graxos da membrana dos espermatozoides &
altamente importante para uma adequada fungcao espermatica. A membrana da
célula espermatica desempenha um papel critico nos principais eventos de
fertilizacdo, como capacitagao, reagcdo acrossOmica e fusdo espermatozoide-
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oocito (Flesch and Gadella, 2000). A quantidade de PUFAs, particularmente o
acido docosaexaenoico, na membrana da célula espermatica diminui a medida
que o espermatozoide amadurece (OLLERO et al., 2000). DHA representa 20%
do conteudo de acidos graxos em espermatozoides maduros, comparado com
apenas 4% em células germinais imaturas (LENZI et al., 2000). DHA possui seis
ligagdes duplas que contribuem para um dobramento peculiar de sua molécula,
que confere uma fluidez e flexibilidade muito caracteristicas as membranas
celulares dos espermatozoides. A ingestdo desses acidos graxos e de suas
fontes alimentares tem sido relacionada a melhora da qualidade do sémen
(AFEICHE et al., 2014; GONZALEZ-RAVINA et al., 2018) em homens.

Dietas suplementadas com o6leo de peixe, que é rico em EPAe DHA,
aumentaram as concentragdes de DHA testicular em roedores (SEBOKOVA et
al., 1990) e de DHA na membrana espermatica em humanos (SAFARINEJAD,
2010). Outros pesquisadores demonstraram um aumento dos niveis de 6mega
3 (principalmente EPA) no liquido seminal de caes, apos suplementacgao de 6leo
de peixe (RISSO et al., 2015).

A composicdo dos acidos graxos da membrana da célula espermatica é
oriunda de um metabolismo local altamente especializado. As células de Sertoli
expressam a Df-dessaturase e a D5-dessaturase que s&o responsaveis pelos
processos de elongacdo e dessaturacdo de PUFAs e seus produtos sdo
utilizados na espermatogénese (SAETHER et al., 2003).

A quantidade de DHA na membrana espermatica foi associado com maior
motilidade, morfologia e concentragdo (GONZALEZ-RAVINA et al., 2018;
GULAYA e MARGITICH, 2001; SAFARINEJAD et al., 2010; TAVILANI et al.,
2007). Em outras espécies animais foi relatado melhora na integridade do
acrossoma e da membrana espermatica (FREITAS et al., 2016) em cavalos;
elevagao da motilidade, viabilidade e integridade de membrana (SAFARI et al.,
2018) em galos; um aumento significativo no volume de sémen e numero total
de espermatozoides (MURPHY et al., 2017) em suinos; melhora da qualidade
espermatica em bufalos (TRAN et al., 2016) e em carneiros (ESMAEILI et al.,
2012). No entanto, o uso de PUFAs como suplemento alimentar para aumentar
a qualidade do sémen ou para tratar a degeneracgao testicular ainda nao foi
totalmente elucidado em caes. Todos os trabalhos que avaliaram os efeitos de
PUFAs na qualidade espermatica se detiveram somente na observagao imediata
dos resultados, ndo sendo mensurado a durabilidade do(s) efeito(s).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se a ingestdo do oleo de
salm&o influenciou a qualidade de sémen canino e niveis séricos de
testosterona, 60 dias apos cessado tratamento.

2. Materiais e Métodos
2.1.Animais e desenho experimental

Os dados foram coletados entre setembro de 2017 até margo de 2018. Este
estudo foi aprovado no comité de ética da UENF (CEUA-UENF) sob o protocolo
de numero 393. Foram utilizados nove caes machos saudaveis de diferentes
racas, pesando entre 10 a 36 Kg com idades variando de 2 a 11 anos e com
historico de fertilidade comprovada. Os caes permaneceram com Seus
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proprietarios durante todo o estudo. Os animais foram avaliados em trés
periodos: no inicio do experimento (D0), aos 90 dias (D90) e aos 150 dias (D150)
final do estudo. Os animais receberam suplementacdo de 6leo de peixe na
dosagem recomendada pelo fabricante durante 90 dias (Grizzly Salmon Oil,
Grizzly Pet Products, LLC, Woodinville, Washington, USA), onde a cada 3,5 mL
do produto continha: 6mega 3 — 935 mg; 6mega 6 — 95 mg; DHA — 355 mg; EPA
— 320 mg, as avaliagdes permaneceram até aos 150 dias (D150).

2.2.Coleta de sémen e avaliagao espermatica

O sémen foi coletado por estimulagdo manual. Apés a coleta, o volume da
fragdo espermatica (mL) foi determinado usando um tubo graduado. A
concentragdo espermatica (sptz x10°% mL) foi determinada em uma camara de
Blrker (n° de sptz contados x 100 x 1000 x a dilui¢ado utilizada)(WHO, 2010),
seguida de um célculo contagem total de espermatozoides (sptz x 108mL x
volume espermatico = sptz total). O vigor, subjetivo, definido como a linearidade
e a qualidade do movimento espermatico, foi avaliado com escore de 0 a 5,
conforme descrito anteriormente (CBRA, 2013). A motilidade (MOT),expressa
em porcentagem, foi obtida imediatamente apds a coleta, retirando-se 10uL de
sémen, depositado entre lamina e laminula e visualizada por microscopia de luz
com aumento de 400x em 10 campos, em placa aquecida a 37°C. Foram
avaliados 200 espermatozoides em camara umida com a coloragdo Rosa
Bengala(WHO, 2010), determinando-se o percentual de espermatozoides
normais (SPTZ normais) e defeituosos. Os espermatozoides defeituosos foram
agrupados em defeito de cabecga, de pecga intermediaria e de cauda, todos os
valores em porcentagem. Também foi avaliado o numero de cabecgas
destacadas encontradas (%). A relagéo de vivos/mortos (%) foi determinada pelo
teste supravital (coloragdo eosina/nigrosina)(WHO, 2010). Para o método de
coloragdo de eosina-nigrosina, os esfregacos de sémen foram preparados
misturando-se suavemente cerca de 10uL de eosina-nigrosina com volume
semelhante de sémen em uma lamina microscopica mantida a 37 ° C. A mistura
foi espalhada suavemente usando uma lamina de vidro limpa, e os esfregagos
foram secos ao ar (WHO, 2010). A integridade da membrana citoplasmatica (%)
dosespermatozoides foi realizada pelo teste hiposmoético (HOST) (DREVIUS e
ERIKSSON, 1966), onde tais espermatozoides sdo denotados como
edemaciados ou HOS reativos (HOS +), significando membranas
funcionalmente intactas.

2.3.Avaliagéo da testosterona

Para adosagem da testosterona (T),0s animais foram submetidos ao teste de
estimulo (ROMAGNOLI et al., 2012) com aplicagao intramuscular de 50 ug de
gonaderilina GnRH (Fertagyl®), evitando assim a flutuagado sérica do hormonio
ao longo do dia. A amostra sanguinea foi obtida por venopungéo da veia cefalica
nos dias DO, D90 e D150. O sangue foi centrifugado a 1400x g por 5 minutos e
o soro foi colhido e estocado em freezer a -20°C. A testosterona foi determinada
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por quimioluminescéncia (Immulite® 1000, Medical System, Genova, ltaly) e
todas as amostras foram avaliadas juntas.

2.4.Analise estatistica

Foi realizada a consisténcia dos dados, o teste de normalidade e estatistica
descritiva das variaveis em estudo (PROC UNIVARIATE e PROC MEANS, SAS
2016). A analise de variancia incluiu o efeito fixo do periodo e considerado o
efeito repetido de cada animal (PROC MIXED, SAS, 2016). Foi realizado teste
pdiff para a comparacgao das médias, o nivel de significancia foi P<0.05.

3. Resultados

Os resultados das analises espermaticas e niveis séricos de testosterona séo
demonstrados na Tabela 1. Observa-se aumento da motilidade em D90, periodo
em que os animais ficaram sob o tratamento e queda aos D150. A porcentagem
de espermatozoides vivos aumentou ao longo dos meses (D90) e permaneceu
nesse patamar até D150 (p=0.05). Observamos também que esteparametro
apresentou uma menor dispersdo dos dados (evidenciada pelo desvio padrao)
em D90 quando comparado aos outros periodos (D0 e D150), indicando uma
homogeneidade do grupo neste momento (D90). Observou-se aumento do
percentual de espermatozoides vivos (p=0.001) em D90 e mantendo-se até
D150. Também foi verificada elevacdo dos valores percentuais de
espermatozoides com membrana integra ao teste hiposmético no D90 e seus
valores mantidos até D150. Com relagao aos valores de testosterona, notou-se
uma elevagao dos niveis séricos, tendo o pico maximo ao D90 (p=0.003) e com
diminuicdo nos meses subsequentes (figura 1). As demais variaveis nao foram
afetadas com o tratamento de 6leo de salmao.



35

Tabela 1. Média e desvio padrdo de parametros seminais de sémen fresco de 9
caes, submetidos em diferentes periodos: a suplementacdao oral de d6leo de
salmé&o por 90 dias (D0-D90) e pés suplementacao (D90 e D150).

PARAMETRO DO D90 5150 p
valor

Volume

(1,0-6,0) 1,90+0,85 3,27+1,60 2,55+1,71 0,15

Motilidade b . ]

(50,0-98,0) 76,66+13,7 92,77+4,41 93+7,90 0,001

Vigor

(2,5-5,0) 3,2740,44 3,67+0,61 3,89+0,82 0,15

sptz/mL(x106)

(80,0-1614,0) 283,44+125,88 357,44+291,90 455,33+483,17 0,56

sptz/mL(x10°) x

volume 585,11+442,34 1000,384616,40 1020,16+819,56 0,29

(80,0-2421,0)
sptz Normais

(%) 69,11+24,90° 90,00+5,152 80,66+16,042> 0,05
(43,0-97,0)

Defeito de

cabeca (%) 0,33+0,70° 0,89+0,93a2 1,3310,702 0,04
(0,0-3,0)

Defeito de pecga
intermediaria
(%)
(1,0-62,0)
Defeito de
cauda (%) 7,44+8,55 5,11+3,82 6,7815,02 0,71
(0,0-29,0)
Cabecga
destacada (%) 0,56+0,88 1,22+1,92 1,11+£1,54 0,61
(0,0-5,0)
Vivos/mortos
(%) 64,44+22,86° 85,3318,41° 92,89+5,352 0,001
(20,0-99,0)
HOST (%)
(31,0-98,0)
Testosterona
(ng/mL) 5,50+1,13 8,8411,132 5,13+1,13° 0,003
(1,58-13,37)

Letras minusculas diferente nas linhas indicam diferengas significativas entre os

periodos (DO, D90 e D150) (p < 0,05).

19,22+21,15 2,78+2,73 10,33+14,95 0,08

76,44+20,74° 91,22+4,682 87,675,852 0,05
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Figura 1. Efeito da suplementagdo de 6leo de salmédo (90 dias), nos niveis
séricos de testosterona em 9 caes machosao longo de 150 dias.

4. Discussao

Varios estudos utilizaram em suas metodologias diferentes periodos de
suplementacao de PUFAs, variando entre 60 dias, 16 semanas, 30 semanas até
174 dias (FREITAS et al., 2016; LIN et al., 2016; LIU et al., 2017; RODRIGUES
et al., 2017). Até o momento somente um estudo abordou o efeito residual apés
cessada a suplementacgao de acidos graxos poliinsaturados (RODRIGUES et al.,
2017). Acreditamos que 0 nosso experimento seja o primeiro a avaliar possiveis
alteracbes 60 diasdepois de interrompido o tratamento. Observamos que a
motilidade, percentual de espermatozoides normais, percentual de vivos/mortos
e teste hiposmotico, mantiveram seus efeitos por mais 2 meses apds suspensao
do fornecimento de 6leo de salmao.

A testosterona se comportou diferentemente, onde seus valores cairam
depois da interrupgao do tratamento.

Em estudo conduzido por Risso et al. (2015), relataram que nao houve
aumento dos niveis séricos de testosterona em caes suplementados com dleo
de peixe por 120 dias. Diferentemente em nosso estudo, os valores da
testosterona aumentaram e seu pico alcancadoem D90. Tal diversidade de
resultados talvez possa ser esclarecida pelopercentualde d&mega 3 presenteno
Oleo de peixe fornecido por Risso et al. (2015) aos animais que foi de 25,6%
contra 29% do produto usado em nosso experimento. Além disso, a
concentragaopor nos utilizada foi de 93,5 mg/Kg de peso vivo, contra 54 mg/Kg
de peso vivo no estudo de Risso et al. (2015). Acreditamos, portanto, que a
dosagem elevada utilizada em nosso experimento, tenha influenciado o aumento
dos niveis séricos de testosterona.
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Nossa hipbtese de que o uso do dleo de peixe influenciaria os parametros
seminais foi confirmada pela melhora da motilidade, aumento do percentual de
espermatozoides vivos e elevagao da testosterona. Tais resultados estao
alinhados com os descritos por outros autores ( ROCHA et al., 2009;
GONZALEZ-RAVINA et al., 2018; NASSAN et al., 2018; RISSO et al., 2015;
SANTOS et al., 2016).

O melhoramento espermatico pode ser devido a mudangas no perfil
fosfolipidico dos espermatozoides, pela ingestdo de uma fonte rica de EPA e
DHA (6leo de peixe) (GONZALEZ-RAVINA et al., 2018). Embora haja um grande
numero de etapas complexas na transformagdo das espermatogbnias em
espermatozoides maduros, o foco em algumas mudangas importantes pode
facilitar a discussao de como o insumo nutricional afeta esse processo complexo.
Em primeiro lugar, os espermatozoides perdem a maior parte de seu citoplasma
antes de deixar o testiculo, e a condensacgao da cromatina dos espermatozoides
ocorre apos progredirem da cabecga do epididimo para a cauda (JOHNSON,
1995). Esses processos incluem reagdes repetidas de oxidagdo (FLESCH e
GADELLA, 2000). O estresse oxidativo é uma condicdo que reflete um
desequilibrio entre a manifestacao sistémica de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a capacidade de um sistema biolégico de desintoxicar prontamente
(defesas antioxidantes) (AGARWAL et al., 2014a). Uma minima quantidade de
estresse oxidativo “fisiolégico” € necessaria para que o espermatozoide realize
suas fungdes primarias, como por exemplo a capacitagdo (AGARWAL et al.,
2014a). Contudo, um excessivo aumento de radicais livres espermatico pode ser
deletério e causar subfertilidade (AGARWAL et al., 2014b). A presenca de DHA
€ mais elevada em espermatozoides imaturos que em espermatozoides
maduros, evidenciando o papel antioxidativo do acido docosaexaenoico e,
portanto, minimizando o dano peroxidativo (OLLERO et al., 2000). Portanto, &
possivel que o DHA também possa desempenhar um papel na regulagdo da
espermatogénese. Se for esse o0 caso, intervengdes direcionadas para alterar o
conteudo de DHA em espermatozoides de células germinativas imaturas
poderiam afetar a maturagdo espermatica. A elevacado da producdo de ROS
pode afetar a fungdo mitocondrial do espermatozoide e, consequentemente a
sua motilidade (OLLERO et al., 2000). Tal fato foi observado em nosso estudo,
que apds a ingestdo de oOleo de peixe, notou-se um aumento da motilidade
espermatica aos 90 dias pos tratamento e permanecendo neste patamar até 150
dias. Estes resultados estdo similares com Rochaet al. (2009), que relatou
positivo efeito de no aumento da motilidade, vigor e reducao de espermatozoides
defeituosos, utilizando uma dieta suplementada com 6mega 3, 6 € 9, enriquecida
com vitamina E.

Pesquisadores concluiram que uma maior saturacido dos fosfolipidios da
membrana da célula espermatica acarreta uma baixa qualidade seminal. Por
outro lado, a proporgdo de acidos graxos altamente insaturados (PUFAs) foi
correlacionada positivamente com a proporcdo de espermatozoides com
membranas intactas (Garcia et al. 2011). Tal fato foi evidenciado em nosso
estudo com o aumento do percentual de espermatozoides com membranas
intactas (vivo/mortos) aos 90 dias. A elevacao do percentual de espermatozoides
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vivos, apos suplementacao, também pode ser embasada pela redug¢ao de danos
ao DNA, ja que espermatozoides disfuncionais possuem uma debilidade na
compactacao da cromatina, tornando-os mais vulneraveis aos ataques de ROS
que provoca a fragmentacao do DNA espermatico, acarretando em morte celular
(AGARWAL et al., 2014a). Uma outra possibilidade para elucidar a melhora dos
indices espermaticos é que tenha ocorrido um aumento da concentracdo de DHA
no liquido epididimario, principalmente na cauda do epididimo (LENZI et al.,
2000) sendo incorporados na membrana espermatica. Em caes esse processo
de incorporagéo ocorre nos estagios finais da maturacado (RAMOS ANGRIMANI
et al., 2017).

A testosterona produzida pelas células de Leydig nos testiculos é essencial
para o desenvolvimento e manutencdo da espermatogénese e outras
caracteristicas masculinas. Suplementos de acidos graxos também podem ter
efeitos energéticos na reproducado através do aumento da fungao hipofisaria ou
gonadal, ou ambos (WATHES et al., 2007). Foi relatado que os acidos graxos
insaturados melhoram a esteroidogénese in vivo através da expressdo da
proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) (HUGHES et al., 2011;
JEFCOATE, 2006; WADE et al., 1994; WANG et al., 2000) e alteram a fungao
dos fatores de transcricao (WATHES et al., 2007). Sebokova et al. (1990)
postularam que a ingestdo de PUFAs altera a responsividade das células de
Leydig alterando a atividade da adenil ciclase e a sintese de testosterona,
sugerindo que a modificacdo da composicgéo lipidica da membrana plasmatica
testicular pelo tratamento dietético afeta a acessibilidade dos receptores LH/hCG
e que a ligacdo do LH estava associada ao maior numero de receptores. Em
nosso estudo, os niveis séricos de testosterona aumentaram apods
suplementacao (D90). Este achado evidencia que a ingestdo de 6leo de salmao
possivelmente afetou a composicéo fosfolipidica da membrana plasmatica das
células testiculares, alterando a expressdao e afinidade dos receptores
gonadotropicos e influenciou a taxa de sintese de testosterona.

Podemos inferir, pelos resultados deste estudo, que a linhagem de células
germinativas e as células de Sertoli possuem um metabolismo lipidico ativo que
produz um rearranjo da constituicdo dos acidos graxos, causando um
alongamento e dessaturacdo dos mesmos, essenciais durante a
espermatogénese e possivelmente também durante o processo de maturagéo
dos espermatozoides. Tal metabolismo seria responsavel pela alteragao do perfil
fosfolipidico da membrana espermatica reduzindo o estresse oxidativo e
favorecendo a melhora dos pardmetros seminais.

5. Conclusao

A suplementacao de 6leo de salmao por 90 dias, influenciou a qualidade do
sémen e niveis séricos de testosterona. A manifestacao dos efeitos perdurou por
aproximadamente 2 meses apds cessado tratamento, com excecdo da
testosterona que mostrou queda de seus valores quando interrompido
ofornecimento do éleo de salméao.
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5. ARTIGO Il - Efeito da suplementagao de 6leo de salmao em caes:
parametros dopplervelocimétricos, ecotextura testicular, volume
testicular e epididimario e niveis séricos de testosterona.

Effect of salmon oil supplementation in dogs: dopplervelocimetric parameters,
testicular echotexture, testicular and epididymal volume and serum testosterone
levels.

M.C. Santos', C. Milani?, P.Zucchini?, S. Romagnoli?, C.R. Quirino', I.C.N.
Cunha’

1 — Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes, RJ,
Brasil.
2 — Universidade De Padova, Legnaro, PD, ltalia.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do uso do 6leo de salmdo nos
parametros seminais e niveis séricos de testosterona em caes, sendo a
avaliacdo durante e apds tratamento. Foram utilizados oito cdes machos
saudaveis de diferentes ragas, pesando entre 23 a 38 Kg com idades variando
de 2 a 8 anos e com histérico de fertilidade comprovada. As avaliagbes
ocorreram no inicio (D0), aos 90 dias (D90) e no final do experimento (D150). Os
animais foram suplementados até 90 dias com o6leo de salmdo na dosagem
recomendada pelo fabricante (Grizzly Salmon Oil, Grizzly Pet Products, LLC,
Woodinville, Washington, USA). Apos este periodo o tratamento foi suspenso,
porém as avaliagdes continuaram por mais 60 dias. Os parametros mensurados
foram: volume, motilidade, vigor, concentragdo espermatica e niveis séricos de
testosterona. As avaliagbes ultrassonograficas compreenderam os parametros
Doppler velocimétricos das artérias testiculares, volume testicular e epididimario
e ainda a ecotextura testicular com auxilio do software ImageJ. A suplementacao
aumentou a motilidade espermatica. Demais pardmetros seminais nao foram
influenciados. Os valores dos indices: Velocidade de Pico Sistélico (VPS),
Velocidade Diastdlica Final (VDF) nas artérias supratesticulares (AST) e artéria
marginal (AM) sofreram aumento durante o periodo de tratamento e
permaneceram nesse patamar até D150. Nao houve diferengas entre o periodo
suplementado e n&o suplementado dos valores das caracteristicas:
ecogenicidade, heterogeneidade, volume testicular e volume epididimario. Ndo
foi observado diferenca dos parametros entre o testiculo direto e esquerdo, bem
como entre epididimo esquerdo e direito. Foi encontrada correlagdo negativa
entre heterogeneidade e produgao espermatica (r=- 0,41; p=0,008). Os valores
séricos de testosterona (ng/mL) aumentaram de 5,50+1,13 passando para
8,84+1,13 em D90 (p=0,003) e diminuiram para 5,13+1,13 (D150). Em
conclusao, a suplementacao de 6leo de peixe por 90 dias influenciou a qualidade
do sémen e niveis séricos de testosterona. Os indices Doppler velocimétricos
foram afetados pela suplementacao de 6leo de salmao, acarretando em aumento
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do fluxo sanguineo testicular. A diminuicdo da heterogeneidade foi associada
com aumento da producao espermatica. O volume do testiculo e epididimo nao
foram afetados pela suplementacao do 6leo de peixe.

Palavras-chave: Canino, 6mega 3, acidos graxos poliinsaturados, ecografia,
ecogenicidade, pixel.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effects of the use of fish oil on
seminal parameters and serum levels of testosterone in dogs, being the
evaluation during and after treatment. Eight healthy male dogs of different breeds
that weighed between 23 and 38 kg with ages ranging from 2 to 8 years and with
a proven fertility record. Evaluations was performed at baseline (D0), at 90 days
(D90) and at the end of the experiment (D150). The animals were supplemented
until 90 days with fish oil at the dosage recommended by the manufacturer
(Grizzly Salmon Qil, Grizzly Pet Products, LLC, Woodinville, Washington, USA).
After this period the treatment was suspended, but the evaluations continued for
another 60 days. The parameters measured were: volume, motility, vigor, sperm
concentration and serum levels of testosterone. Ultrasonographic evaluations
included the velocimetric Doppler parameters of the testicular arteries, testicular
and epididymal volume, and testicular echotexture with the aid of Imaged
software. Supplementation increased sperm motility. Other seminal parameters
were not influenced. The values of the indexes: Systolic peak velocity (VPS), final
diastolic velocity (VDF) in the supratesticular arteries (AST) and marginal artery
(AM) increased during the treatment period and remained at this level up to D150.
There were no differences between the supplemented and unsupplemented
period of the characteristics values: echogenicity, heterogeneity, testicular
volume and epididymal volume. No differences were observed in the parameters
between the right and left testicles, as well as between the left and right
epididymis. A negative correlation was found between heterogeneity and sperm
production (r=-0.41, p = 0.008). Serum values of testosterone (ng / ml) increased
from 5.50 £ 1.13t0 8.84 £ 1.13 in D90 (p = 0.003) and decreased to 5.13 + 1.13
(D150). In conclusion, fish oil supplementation for 90 days influenced semen
quality and serum testosterone levels. Velocimetric Doppler indices were affected
by fish oil supplementation, leading to an increase in testicular blood flow. The
decrease in heterogeneity was associated with increased sperm production. The
volume of the testis and epididymis were not affected by fish oil supplementation.
Key words: Canine, omega 3, polyunsaturated fatty acids, echography,
echogenicity, pixel.

1. INTRODUCAO

A ultrassonografia tornou-se um dos grandes avangos na reprodugéo animal
desde o desenvolvimento da escala cinza e das imagens dindmicas em tempo
real no inicio da década de 80 (GINTHER, 2014), apresentando-se como método
de diagndstico complementar para diferentes afecgbes e avaliagdo das fungoes
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reprodutivas de fémeas e machos. Os avangos tecnolégicos na computacéo e a
sua aplicagao direta na ultrassonografia permitiram melhor processamento das
imagens. O advento do ultrassom modo B, também conhecido como “modo de
brilho” ou “bidimensional”, proporcionou nitidez em tempo real, com habilidade
de diagnosticar movimentos, a obtencao de imagens precisas e bidimensionais
de pontos (pixels) de um corte transversal de tecido, relatado pela primeira vez
na década de 80 (PALMER; DRIANCOURT, 1980), o que possibilitou maior
exatiddo e eficiéncia dos exames ultrassonograficos (BUCKRELL, 1988;
GINTHER, 2014; GRIFFIN e GINTHER, 1991). O uso da ultrassonografia modo
B como método confiavel e nao invasivo para avaliacdo testicular de animais
domésticos tem sido descrito (BUCKRELL, 1988; CARTEE et al.,, 1989;
ENGLAND, 1991) e vem se tornando importante teste complementar,
especialmente em se tratando de desordens subclinicas (SIHAG et al., 2018).
No entanto, a ultrassonografia € uma técnica que depende principalmente da
correta interpretagdo das imagens, com a diferenciagdo entre artefatos e ecos
representativos, do operador e de um bom equipamento (GINTHER, 2014).

Nos ultimos anos, a ultrassonografia com Doppler permitiu uma avaliagéao
adicional dos 6rgaos reprodutivos, com informagdes uteis sobre o fluxo
sanguineo e a velocidade nos vasos dos 6rgaos reprodutivos (BARBOSA et al.,
2013; DE FREITAS et al., 2015; SILVA et al., 2015). Diferengas dos indices
dopplervelocimétricos foram encontradas entre caes pré e pos-puberes (DE
SOUZA et al., 2015a) e em caes com infertilidade estabelecida (DE SOUZA et
al., 2015b). Moxon et al. (2015), avaliaram a ecotextura testicular e prostatica e
relacionaram a ecogenicidade e heterogeneidade com a qualidade espermatica.
A ecotextura, ou a aparéncia ultrassonografica de um tecido, pode ser avaliada
pela determinacao da intensidade e uniformidade do pixel. Cada pixel representa
a capacidade de uma discreta unidade de tecido de transmitir ou refratar feixes
de ultrassom de alta frequéncia que sao traduzidas em uma escala de tons de
cinza, variando de 0 — preto absoluto ao 255 — branco absoluto. Essa variacéo é
em virtude das propriedades fisicas das interfaces teciduais acusticas, ou seja,
composicao celular, agua e conteudo macromolecular (GINTHER e PIERSON,
1984).

O uso de acidos graxos poli insaturados (PUFA) da familia 6mega 3 como o
acido docosahexaendico (DHA) e &acido eicosapentaendico (EPA) foram
correlacionados com mudangas na qualidade espermatica, testosterona e
fertilidade em humanos e caes (ESMAEILI et al., 2015; FERRAMOSCA et al. al.,
2017; RISSO et al.,, 2015). Foi observado que os parametros reprodutivos
seminais em animais domésticos podem ser influenciados pela administracao de
Oleos de peixe. Em particular, Risso et al. (2015) observou que no cao, a
administracdo de 6leo de peixe (fish oil -FO) através da dieta melhorou o
espermograma aumentando a percentagem de espermatozoides moveis, 0
numero total de espermatozoides e a vitalidade total, bem como a morfologia
normal total.

A pressao capilar e a tensdo de oxigénio nos testiculos sdo notavelmente
baixas e a espermatogénese € consequentemente adaptada a um ambiente
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semi-hipoxico (REYES et al., 2012), evitando os danos dos radicais livres de
oxigénio ao sémen, sobretudo ao DNA espermatico (AITKEN, 1989; MAX, 1992;
SETCHELL e BREED, 2006). O uso de PUFAs tem sido preconizado para a
diminuicdo dos danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) ao
processo espermatogénico, acarretando na melhora da qualidade seminal (DA
ROCHA et al., 2009; SANTOS et al., 2016).

No entanto, a espermatogénese € um processo que requer ndo sO uma
funcionalidade completa do testiculo, mas também uma perfusao correta, uma
vez que é muito sensivel com a reducdo do fluxo sanguineo; estas redugoes,
ainda que pequenas, podem ter um grande impacto sobre a produgéo seminal
(BERGH et al, 2001). Tem sido relatado que os estagios iniciais da
espermatogénese sao sensiveis a uma redu¢cdo moderada no fluxo sanguineo
(BERGH et al., 2001) e o tratamento em caes com drogas redutoras de presséo
arterial podem induzir danos nos tubulos seminiferos (NOLTE et al., 1995).

Em humanos, sabe-se que EPA e DHA desempenham diferentes efeitos
protetores e benéficos no campo cardiovascular geral (FILIPOVIC et al., 2018).
Alguns deles incluem uma redugdo na pressdo sanguinea, redugao da
frequéncia cardiaca e a melhoria da fungéo vascular (reatividade vascular), o
que parece ser a razao para a diminuigdo na pressao sanguinea (MORI, 2014).
Quanto ao fato de PUFAs poderem suscitar alteragbes no sistema
cardiovascular a nivel de artérias testiculares, em medicina veterinaria, ndo
foram conduzidos qualquer tipo de estudo.

Portanto, o objetivo deste estudo foi saber se a suplementagao de 6leo de
salmao pode influenciar os niveis séricos de testosterona, a ecotextura testicular
e a funcdo vascular ao nivel do sistema reprodutor masculino (testiculos),
analisando os parametros dopplervelocimétricos das artérias testiculares.

2. Materiais e Métodos
2.1.Animais e desenho experimental

O estudo foi conduzido em Padova ao norte da Italia (coordenadas, 45° 24'
23" N 11° 52' 40" E), onde as quatro estagbes sdo bem definidas. O nosso
experimento teve inicio em outubro de 2017 ja no outono e com término em
fevereiro de 2018, final do inverno. Este estudo foi aprovado no comité de ética
da UENF (CEUA-UENF) sob o protocolo de numero 393. Foram utilizados oito
caes machos saudaveis de diferentes ragas, pesando entre 23 a 38 Kg com
idades variando de 2 a 8 anos e com histérico de fertilidade comprovada. Os
caes permaneceram com seus proprietarios durante todo o estudo. Os animais
foram avaliados no inicio do experimento (D0), aos D90 e ao final (D150), no
periodo da manha. Os primeiros 90 dias 0s animais receberam suplementacao
de oleo de peixe na dosagem recomendada pelo fabricante (Grizzly Salmon Oil,
Grizzly Pet Products, LLC, Woodinville, Washington, USA), onde a cada 3,5 ml
do produto continha: 6mega 3 — 935 mg; 6mega 6 — 95 mg; DHA — 355 mg; EPA
— 320 mg. Passados os 90 dias iniciais (D90), a suplementagao foi suspensa,
contudo as avaliagbes permaneceram até aos 150 dias (D150). Ao chegarem ao
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hospital veterinario, os caes permaneciam pelo menos 30 minutos de
aclimatacao, para depois serem avaliados.

2.2.Coleta de sémen e avaliagao espermatica

A coleta de sémen foi realizada por estimulagdao manual. A fracdo rica em
espermatozoides foi mantida a 37°C. O volume espermatico (mL) foi
determinado com auxilio de um tubo graduado. A concentracdo espermatica
(sptz x10%/ mL) foi determinada em uma camara de Blirker (n° de sptz contados
x 100 x 1000 x a diluigao utilizada) (WHO, 2010), seguida de um calculo da
contagem total de espermatozoides (sptz x 10°mL x volume espermatico = sptz
totais no ejaculado). A motilidade (MOT) expressa em porcentagem, foi obtida
imediatamente apos a coleta, retirando-se 10uL de sémen, depositado entre
lamina e laminula e visualizada por microscopia de luz com aumento de 400x em
10 campos, em placa aquecida a 37°C. A percentagem de espermatozoides
vivos foi avaliada através de coloragéo vital eosina/nigrosina (LARSEN, 1977),
e observados ao microscopio Optico (1000X). Os espermatozoides que se
apresentaram corados pela nigrosina foram considerados mortos.

2.3. Avaliagao da testosterona

Para a dosagem da testosterona (T), os animais foram submetidos ao teste
de estimulo (ROMAGNOLI et al., 2012) com aplicag&o intramuscular de 50 mcg
de gonaderilina GnRH (Fertagyl®), evitando assim a flutuagéo dos valores ao
longo do dia (LARSEN, 1977). A amostra sanguinea foi obtida por venopungéao
da veia cefélica nos dias DO, D90 e D150. O sangue foi centrifugado a 1400x g
por 5 minutos e o soro foi colhido e estocado em freezer a -20°C. A testosterona
foi determinada por quimioluminescéncia (Immulite® 1000, Medical System,
Genova, ltaly).

24. Ultrassonografia

A avaliagdo ultrassonografica foi realizada usando um Philips Affiniti 50
(Philips S.p A. Milano, Italy) com auxilio de um transdutor linear multi-frequencial
de 5-18 MHz. Os animais foram posicionados em decubito lateral direito e o
transdutor foi colocado sobre os testiculos com aplicagdo prévia de gel
ultrassonografico sobre a pele.

Inicialmente os animais foram submetidos a ultrassonografia em modo B para
as avaliagdes posteriores de ecogenicidade, homogeneidade, heterogeneidade
e volume testicular. Para este propésito, foram realizadas duas sec¢des, uma no
plano longitudinal (utilizando o mediastino como ponto de referéncia para
determinagao do comprimento e altura testiculares) e outra no plano transversal
para determinagdo da largura. A formula utilizada para calcular o volume
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testicular foi a formula elipsoide: comprimento (L) x largura (W) x altura (H) x
0,5236 (PALTIEL et al., 2002).

Na avaliacdo Doppler velocimétrica das artérias testiculares foi utilizado
modo Duplex para visualizar a artéria testicular de ambos testiculos, dividida em
trés ramos: artéria supratesticular (AST) a artéria marginal (AM) e artérias
intratesticulares (AIT). Vasos sanguineos e fluxo foram identificados pelas cores
vermelha (sangue fluindo em diregao ao transdutor) e azul (sangue fluindo do
transdutor) nos testiculos direito e esquerdo. A avaliagao do Doppler pulsado foi
realizada apos a localizagao da artéria testicular. O gate Doppler (tamanho da
amostra) foi colocado na luz do vaso e o fluxo sanguineo arterial foi representado
graficamente como uma onda. Trés ondas foram escolhidas e medidas, e os
seguintes parametros dopplervelocimétricos foram avaliados: velocidade de pico
sistélico (VPS), velocidade diastdlica final (VDF), indice de resisténcia (IR) e
indice de pulsatilidade (IP). O IR e o IP foram registrados e calculados
automaticamente pela maquina de ultrassom: IR=(VPS-VDF/VPS); IP=(VPS-
VDF/M), onde M é a média entre VPS e VDF (MIDDLETON et al., 1989). O
tamanho da amostra (gate) foi 2/3 do tamanho do vaso. O angulo de insonagéo
usado (abaixo de 60°) e 0 mesmo operador realizou cada exame. A repeticdo de
frequéncia de pulso (PRF) foi ajustada para a visualizagdo dos vasos menos
calibrosos.

2.5. Mensuragao da ecogenicidade e homogeneidade

Imagens digitalizadas dos testiculos em cortes transversais e longitudinais
foram utilizadas para as medi¢cdes com auxilio de um software ImagedJ (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland; http:rsb.info.nih.gov/ij/), onde os valores
foram expressos em intensidade de pixels (IPx). Para medir a ecogenicidade
dentro dos testiculos, dois pontos de referéncia (um dorsal e outro ventral) foram
selecionados na capsula (tunica albuginea) hiperecogénica dos testiculos. Cada
ponto selecionado possuia dimensdes de 2,0 x 0,5 mm? sempre tendo como
referéncia o mediastino testicular. Outras dez regides foram escolhidas
aleatoriamente no parénquima testicular (cada quadrado com 2,0 mm?) evitando
o mediastino central. Para o calculo da ecogenicidade da regido de interesse, foi
utilizada a seguinte formula: Porcentagem de ecogenicidade = (média do IPx da
capsula/média do IPx do parénquima testicular)x 100 (MOXON et al., 2015). A
heterogeneidade testicular foi calculada como o desvio padrédo da média da
ecogenicidade. Usando este método, valores baixos (baixa variagdo entre
regides de interesse) representaram tecidos mais homogéneos, enquanto
valores altos para heterogeneidade (alta variagdo entre as regides de interesse)
representaram tecidos menos homogéneos. Para esta etapa, a elaborag&o dos
dados, foi realizado por dois operadores independentes.

2.6.Analise estatistica

Foi realizada a consisténcia dos dados, teste de normalidade e estatistica
descritiva. A analise de variancia foi conduzida (SAS 9.4 version, 2019 - SAS
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Institute Inc., Cary, NC) utilizando modelo o procedimento GLM onde o periodo
foi efeito fixo e cada animal foi considerado um efeito repetido. Foi realizado teste
SNK para a comparagdo das médias, o nivel de significancia foi P<0.05. Os
parametros seminais, ecogeneidade e heterogenicidade foram submetidos
analise de correlacéo linear de Person.

3. Resultados

Os resultados dos parametros seminais e niveis séricos de testosterona sao
mostrados na tabela 1. Observou-se aumento da motilidade nos periodos em
que os animais ficaram sob o tratamento (D0-D90) e seu efeito, apds cessado
tratamento (D90), perdurou até o D150 (p=0,0031). As demais caracteristicas
seminais nao variaram estatisticamente ao longo dos 150 dias. Foram
encontradas diferengas significativas entre os valores séricos de testosterona
com aumento aos D90 (p=0.003) e queda aos D150 (figura 1).

A ultrassonografia Doppler mostrou que o formato espectral da onda das trés
artérias mensuradas foi do tipo monofasico, com picos sistdlicos, fluxo diastdlico
continuo e baixa resisténcia vascular. Na Tabela 2, encontram-se os indices
VPS, VDF, IR e IP dos 8 animais, ao longo de todo o periodo do estudo. Os
dados expostos apresentaram uma diferenga significativa em D90 do parametro
VPS da artéria supratesticular em ambos testiculos (figura 2 e 3), permanecendo
nesse patamar até D150. Ja o VPS da artéria marginal, comportou-se com
elevacdo até o D90 em ambos testiculos; a partir deste ponto o VPS dos dois
testiculos caiu (D150) e seus os valores ficaram estatisticamente proximos ao
DO. Ainda na artéria marginal, notou-se uma elevacao dos valores de VDF até o
D90 para o testiculo direito e esquerdo. A partir deste momento, o VDF do
testiculo direito permaneceu elevado até D150, porém o do testiculo esquerdo
declinou no final do experimento (figuras 2 e 3). Nado foram encontradas
diferencas significativas dos indices IR e IP das artérias AST, AM e AIT. Nao
foram observadas diferencas significativas dos parametros
dopplervelocimétricos entre os testiculos direito e esquerdo durante o
experimento. Nao foram detectados fluxo sanguineo com o uso do Doppler na
cauda do epididimo.

Na tabela 3, encontram-se os valores da ecogenicidade e da heterogeneidade
testicular, bem como o volume testicular (direito e esquerdo) e da cauda do
epididimo (direita e esquerda) de 8 caes ao longo de 150 dias. Nenhum dos
valores encontrados foi estatisticamente significativo. Ainda na mesma tabela,
nao foram encontradas diferengas entre os volumes testiculares e da cauda do
epididimo entre os testiculos direito e esquerdo.

Foi evidenciado correlagdo negativa entre heterogeneidade e concentragao
espermatica (r=- 0.41; p=0.008).

No presente experimento, ndo houve correlagdo significativa das
concentragdes séricas de T com o tamanho testicular, a ecogenicidade ou os
indices de fluxo sanguineo testicular.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo de parametros seminais de sémen fresco e
niveis séricos de testosterona de 8 caes, submetidos a suplementacao oral de
oleo de peixe por 90 dias (D0-D90) e pds suplementagéo (D90-D150).

PARAMETRO DO D90 D150
Volume
(1.0-6.0) 2.01+0.83 3.50£1.59 2 75+1.71
Motilidade b . .
(50.0-98.0) 80+10.0 93.75+3.53 02.75+8.41
Vigor
(2.0-5.0) 3.31+0.46 3.68+0.65 3.88+0.88
sptz/mL(x10%)  308.87+107.0
(80.0-2000.0) 5 380.25+303.36 498.75+497 .42
sptz/mL(x108) x
volume 648'2531427'3 1002.62+588.82  1134.19+796.20
(80.0-6888.0)
Testosterona
(ng/mL) 5.50+3.37° 8.84+3.57 2 5.13+2.46 P
(1.58-15.32)
10
9
=
E S a
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=
s > b -
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Figura 1. Efeito da suplementagdo de 6leo de salmédo (90 dias), nos niveis
séricos de testosterona em 8 caes machos ao longo de 150 dias.
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Tabela 2. Média e desvio padrao de parametros Doppler velocimétricos das artérias
supratesticulares, artérias marginais e artérias intratesticulares dos testiculos direito e
esquerdo de 8 caes, submetidos a suplementacao oral de 6leo de salméo por 90 dias
(D0-D90) e pds suplementagao (D90-D150).

;gRAMET 5o 590 D150 P valor
VPS 93440370 152115452 16:248332
(cm/s) a
Arteria VDF 4.88+1.44 5844145 6.01+1.07 0.23
supra (cmis)
testicular IR 0.46+0.12  0.59+0.14  0.63+0.07  0.08
P 0.75:0.31 1.06£0.53 1.10+0.28  0.14
VPS 8812350 1) 70,5400 11272379 0,
(cm/s) a
2 Vb, P10 7ses214s 72553482 0.05
g. Artéria (cm/s)
£  marginal IR 0.45:0.07 0.39£0.18  0.37#0.10  0.39
o
o, P 0.62£0.14  0.59:0.31 0.55:0.18  0.80
(o]
VPS 6.70£3.77  5.64+0.91 6.17£2.02  0.41
(cm/s)
Artéria (Xr'r?/';) 3.35£2.04  3.670.83  3.71+0.92  0.97
intratesticu
lar IR 0.49+0.14 0.42+0.10 0.3820.12  0.17
P 0.88£0.41 0.63:0.27 0.54:+0.23  0.11
VPS  10.03t4.05 g 6.5 50 14842312
4 (cm/s)
& AFtéri VDF 6.00£3.36 5.90+2.40 6.70+1.61  0.87
= rtéria (Cm/S) . To. JUIZ. SUT. .
c supra
o testicular IR 0.46+0.23  0.62+0.10  0.53+0.15  0.75
£
e P 0.82¢0.41 1.16:0.36  0.85:0.41  0.29
Q.
(o)
Artéria VPS 24140705 14.53:7.95% 8.84+2.66°  0.01
marginal (cm/s)
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VDF 4.50§1.86 7 2042.20 2 5.12§2.64 0.02

(cm/s)
IR 0.40+0.17 0.46+0.13 0.44+0.13 0.38
IP 0.67+0.16 0.71+0.35 0.87%0.61 0.86
VPS 5.87+3.66 5.54+2.31 5.85+1.93 0.81

(cm/s)

VDF
Artéria (cms) 3.36+1.39 3.01+1.26 3.62+0.83 0.57
intratesticu

lar IR 0.38+0.18 0.46+0.07 0.36%0.09 0.21
IP 0.67+0.26 0.76%0.23 0.63%0.26 0.50

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferengas significativas entre os
periodos (DO, D30, D60, D90, D120, D150 e D 180) (p < 0,05).
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Figura 2. Efeito da suplementagdo de oleo de salmdo em 8 caes, nos indices
VPS e VDF da artéria supratesticular (AST) e artéria marginal (AM) do testiculo

direito ao longo de 150 dias.
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Figura 3. Efeito da suplementagdo de oleo de salmdo em 8 caes, nos indices
VPS e VDF da artéria supratesticular (AST) e artéria marginal (AM) do testiculo
esquerdo ao longo de 150 dias.

Tabela 3. Média e desvio padrao de ecogenicidade, heterogeneidade, volumes
testicular e da cauda do epididimo dos testiculos direito e esquerdo de 8 caes,
submetidos a suplementagéo oral de dleo de salmao por 90 dias (D0-D90) e pos
suplementagao (D90-D150).

Caracteristicas DO D90 D150 P
valor
Ecogenicidade 226.75+36. 194.87+13.
testiculo direito (%) 01 224.15£34.57 40 0.86
Ecogenicidade 233.15+35. 214.12+26.
testiculo esquerdo (%) 20 237.18+45.62 16 0.82

Heterogeneidade
testiculo direito (%)
Heterogeneidade
testiculo esquerdo (%)
Volume testiculo
direito (cm?)

Volume testiculo
esquerdo (cm3)
Volume cauda do
epididimo direito (cm?3)
Volume cauda do
epididimo esquerdo 0.49+0.34 0.68+0.32 0.79+40.40 0.22
(cm?)

12.92+2.21 12.47+1.25 11.44£1.45 0.57

12.52+0.64 12.67+1.34 11.83+1.37 0.32

10.08+3.29 11.19+£3.83 9.96%4.99 0.57

11.03+4.39 12.68+5.57 9.96+4.60 0.48

0.58+0.23 0.97+0.46 1.04+0.53 0.69
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4. Discussao

Este estudo avaliou a ecogenicidade do parénquima testicular pela medida da
intensidade de pixel em varias regides (excluindo o mediastino testicular),
comparada a um ponto de referéncia ecogénico anatomicamente consistente
como proposto por MOXON et al. (2015), ja que a ecogenicidade da tunica
albuginea ndo se altera ao longo do tempo. Este método possui vantagens sobre
a simples medicdo da intensidade de pixel realizada em experimentos de outros
autores (DIAS et al., 2017; OLIVEIRA PINHO et al., 2013; TOMLINSON et al.,
2017). A utilizagdo de 10 areas (quadrados) amostrais foi suficiente e
representativo para a mensuragao dos dados, pois segundo Pozor et al. (2017),
nao ha diferenga entre areas amostrais e a selegédo de todo o 6rgéo.

E importante ressaltar que a heterogeneidade foi medida como a variacéo da
intensidade do pixel dentro de pequenas areas de amostragem de modo que os
testiculos que tinham um parénquima menos ecogénicos, foram registrados
como de alta heterogeneidade. Presumivelmente, as regides focais de maior
homogeneidade refletem uma densidade aumentada, que para nés, se referem
a um maior numero de células da espermatogénese (GIFFIN et al., 2014) e
consequentemente maior produgdo espermatica. Camela et al. (2018),
documentaram uma diferengca de ecotextura testicular em carneiros, onde os
animais pré-puberes apresentaram uma maior heterogeneidade em relagao aos
pos-puberes, devido as diversas mudangas histomorfologicas testiculares,
sobretudo na fase pds-mitética proliferativa das células formadoras dos tubulos
seminiferos.

England et al. (2017) encontraram relagdo entre a ecogenicidade e a
motilidade progressiva de espermatozoides. Contudo, outros autores nao
encontraram correlagao entre a intensidade de pixel e produgéo de gametas ou
na qualidade seminal (DIAS et al., 2017; PINHO et al., 2012; TOMLINSON et al.,
2017). A ecogenicidade testicular aumentada durante o desenvolvimento sexual
se da em funcéo do crescimento dos tubulos seminiferos (BRITO et al., 2012;
CAMELA et al., 2018; HAMM e FOBBE, 1995; POZOR et al., 2017). Como todos
nossos animais eram adultos, tal argumento reforga a nossa constatagcéao de que
a diminuicdo da heterogeneidade foi em fungdo do maior numero de células
espermatogénicas produzidas.

Uma importante constatagdo para o uso clinico da medida quantitativa da
intensidade de pixel e o calculo desta intensidade é que elas s&o feitas a nivel
do parénquima testicular, tornando-se uma avaliagdo muito precisa, onde a
homogeneidade do parénquima € desejada. De fato, os testiculos que tém uma
aparéncia geral heterogénea, caracterizada por estruturas ecogénicas
irregulares e difusas dentro do parénquima, sao frequentemente associados a
baixo débito de espermatozoides (VENCATO et al., 2014).

A analise dos dados coletados sobre volume testicular ndo diferiu entre os
testiculos esquerdo e direito como descrito por outros autores (DE SOUZA et al.,
2015b; ENGLAND, 1991; MOXON et al., 2015; PUGH et al., 1990), mas em
contraste com o estudo de Souza et al.(2014). Com relagédo ao volume da cauda
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do epididimo, ndo foi constatada diferenga ao longo do periodo do experimento,
corroborando com Moxon et al. (2015).

Na imagem com Doppler colorido, as artérias testiculares investigadas neste
estudo, exibiram um padréo anatdomico semelhante ao descrito em caes (DE
SOUZA et al., 2014; GUMBSCH et al., 2002; GUNZEL-APEL et al., 2001), no
qual a artéria do cordao espermatico exibe um perfil tortuoso e a artéria marginal
exibe um curso mais linear, seguindo a curvatura do polo testicular cranial para
o caudal. Resultados parecidos também foram relatados em garanhdes (POZOR
e MCDONNELL, 2004). Em imagens de Doppler espectral, as artérias
testiculares exibiram padrao semelhante ao descrito em humanos (MIDDLETON
et al., 1989) e em cées (CARRILLO et al.,, 2012; DE SOUZA et al., 2014;
GUMBSCH et al., 2002), em que as ondas medidas no corddo espermatico, de
localizagdo marginal ao testiculo e as intratesticulares, exibem um padréo de
onda monofasica nao-resistente. Resultados diferentes foram relatados em
garanhdes, com um padrao de onda resistente no cordao espermatico (POZOR
e MCDONNELL, 2004).

Nao foi detectada diferenga significativa dos indices dopplervelocimétricos
entre os testiculos direito e esquerdo corroborando com os achados de
ENGLAND et al. (2017), mas discordando de DE SOUZA et al. (2014).

Os valores encontrados dos indices Doppler velocimétricos das artérias AST,
AM e AIT foram similares aos que reportaram TRAUTWEIN et al. (2019),
ENGLAND et al. (2017) e CARRILLO et al. (2012).

Guzel-Apel et al. (2001) reportaram que os vasos intratesticulares nao eram
adequados para a medida do fluxo sanguineo por ultrassonografia com Doppler
pulsatil. Em nosso estudo, as artérias intratesticulares puderam ser detectadas
em todos os exames ultrassonograficos. Entretanto, Gumbsch et al. (2002)
relataram que os vasos intratesticulares ndo foram encontrados em 41,5% dos
casos.

A de se notar que a maioria dos valores dopplervelocimétricos das artérias
supratesticular e marginal, destacados nos graficos, se comportaram de modo
ascendente, ou seja, que inicialmente (D0) eram baixos e depois aumentaram
(D90) e permanecendo até D150. A justificativa para essa constatagao poderia
ser pela oscilagdo da pressao arterial ao longo do dia, contudo, estudo de
Miyazaki et al. (2002) observaram que o ciclo circadiano em caes varia pouco
em 24 horas devido aos ciclos de vigilia-sono serem curtos, e os parametros de
pressao arterial e frequéncia cardiaca sdo maiores proximo ao periodo da
alimentacao. Além do mais, todos os animais do nosso estudo foram avaliados
no mesmo horario (manha), excluindo efeito da ritmicidade cardiaca (PICCIONE
et al., 2005).

Sabe-se que o uso de PUFAs, sobretudo o DHA na dieta, acarreta
alteracgdes dos padrdes do fluxo sanguineo (CASANOVA et al., 2017; FISCHER
e GLEI, 2015; SINGH et al.,, 2016), reduzindo a adesdo de moléculas ao
endotélio vascular (HUANG et al.,, 2015) e pela diminuicdo de substancias
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inflamatorias como a IL-1 (interleucina tipo 1) (ALFAIDI et al., 2018) e
acarretando diminuicdo da pressao arterial em pessoas hipertensas. Varios
estudos demonstraram que a suplementacdo de PUFAs com omega-3 pode
melhorar a dilatagado mediada pelo fluxo (FMD), uma medida da fungéo endotelial
sistémica (WANG et al., 2012; XIN et al., 2012), j4 que um endotélio saudavel é
vital para a manutengado da circulagdo sanguinea; modula a fluidez, o ténus
vascular e a integridade dos vasos sanguineos produzindo e secretando
numerosos compostos vasoativos como oxido nitrico (NO) (SINN e HOWE,
2008). Varios autores reportaram efeito vasodilatador e melhoras na perfuséo
sanguinea cerebral correlacionados com o uso de émega 3 em humanos
(KUSZEWSKI et al., 2017; SCHWARCZ et al., 2018). Entretanto, nenhum estudo
foi encontrado sobre a atuagdo de 6mega 3 na perfusado sanguinea testicular.
Acreditamos que em nosso experimento, o uso do 6leo de peixe atuou na
dilatacdo mediada pelo fluxo evidenciado pelo aumento dos paradmetros Doppler
velocimétricos e, portanto, acarretou na melhora da fungédo endotelial testicular
e seu efeito perdurou por 2 meses apos cessada suplementacao.

Nossos resultados sugerem que a ingestao de dmega 3 altera a expressao e
afinidade de ligagao dos receptores de LH a membrana das células de Leydig,
resultando numa maior produgao da testosterona (SEBOKOVA et al., 1990). No
D150, os niveis da concentragdo sérica de testosterona (figura 1) eram
semelhantes ao inicio do tratamento (D0), evidenciando que este hormdnio foi
afetado pela ingestéao de 6leo de salmao.

5. Conclusao

A suplementagcao de 6leo de salmao por 90 dias, influenciou a motilidade
espermatica e niveis séricos de testosterona de forma positiva. Os parametros
VPS e VDF das artérias supratesticulares e marginal foram afetados pela
suplementagao, sendo observado alteragdo de seus fluxos sanguineos. A
diminuicdo da heterogeneidade foi associada com aumento da producgéo
espermatica. O volume do testiculo e epididimo nido foram afetados pela
suplementacao do 6leo de salméao.
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6. ARTIGO - Efeito da suplementagao na dieta com 6leo de salmao sobre a
congelabilidade de sémen canino: avaliagao durante e apés tratamento.

Effect of dietary supplementation with salmon oil on the freezing of canine
semen: evaluation during and after treatment.

M.C. Santos1, C. Milani2, P.Zucchini2, S. Romagnoli2, C.R. Quirino1, I.C.N.
Cunha1

1 — Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes, RJ,
Brasil.
2 — Universidade De Padova, Legnaro, PD, ltalia.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do uso do d6leo de salmao nos
parametros seminais e niveis séricos de testosterona em cées, realizando-se
mensuracdes durante e apods tratamento. Foram utilizados 9 cdes machos
saudaveis de diferentes ragas, pesando entre 10 a 36 Kg com idades variando
de 2 a 11 anos e com historico de fertiidade comprovada. As avaliagdes
ocorreram no inicio (DO0), aos 90 dias (D90) e no final do experimento (D180). Os
animais foram suplementados até 90 dias com 6leo de salmao na dosagem
recomendada pelo fabricante (Grizzly Salmon Oil, Grizzly Pet Products, LLC,
Woodinville, Washington, USA). Apds este periodo o tratamento foi suspenso,
porém as avaliagdes continuaram por mais 90 dias. Uma amostra do sémen
coletado foi congelada e estocada em botijao criogénico por pelo menos 30 dias.
Apo6s descongelado, o sémen foi subdividido em 3 aliquotas. Na primeira aliquota
foram avaliados: motilidade, vigor, integridade de membrana (HOST), relagao
entre vivos/mortos e integridade acrossomal pela coloragdo rosa bengala-fast
green. A segunda e terceira aliquotas foram submetidas ao teste de
termorresisténcia (TTR) a 37°C por duas e 4 horas, respectivamente, e ao final
do teste foram avaliados motilidade (%), vigor (0-5) e percentual de
espermatozoides vivos/mortos pela coloragcdo de eosina/nigrosina. Ndo foram
observadas alteragdes na integridade acrossomal. Ainda durante tratamento,
observou-se redugdo do percentual de defeitos de cabega (p=0.04). Apds
interrompida a suplementacao, os parametros seminais permaneceram elevados
por mais 60 dias. Em conclusao, a suplementacao de 6leo de peixe por 90 dias
influenciou a qualidade do sémen congelado. Os efeitos dos parametros
destacados foram mantidos por mais 3 meses apos cessado o tratamento, com
excecao da testosterona. A suplementacdo de 6leo de salmao influenciou a
congelabilidade do sémen canino.

Palavras-chave: Omega 3, acidos graxos poliinsaturados, congelamento de
sémen, criopreservagao.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of the use of fish oil on seminal
parameters and serum levels of testosterone in dogs, with assessments being
taken during and after treatment. Nine healthy male dogs of different breeds with
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weighed between 10 and 36 kg with ages varying from 2 to 11 years and with a
proven fertility record. Evaluations occurred at the beginning (DO0), at 90 days
(D90) and at the end of the experiment (D180). The animals were supplemented
to 90 days with fish oil at the dosage recommended by the manufacturer (Grizzly
Salmon Oil, Grizzly Pet Products, LLC, Woodinville, Washington, USA). After this
period the treatment was suspended, but the evaluations continued for another
90 days. A sample of the collected semen was frozen and stored in a cryogenic
cylinder for at least 30 days. After thawing, the semen was subdivided into 3
aliquots. In the first aliquot were evaluated: motility, vigor, membrane integrity
(HOST), relationship between live / dead and acrosomal integrity by rose bengal-
fast green staining. The second and third aliquots were submitted to the
thermoresistance test (TTR) at 37 ° C for two and four hours, respectively, and at
the end of the test were evaluated maoitility (%), vigor (0-5) and percentage of live
spermatozoa / killed by eosin / nigrosin staining. No changes in acrosomal
integrity were observed. Also during treatment, a reduction in the percentage of
head defects was observed (p = 0.04). After discontinuation of supplementation,
the seminal parameters remained elevated for a further 60 days. In conclusion,
fish oil supplementation for 90 days influenced semen quality and serum
testosterone levels. The effects of the highlighted parameters were maintained
for a further 3 months after cessation of treatment. The supplementation of fish
oil influenced positively the freezing of canine semen.

Key words: omega 3, polyunsaturated fatty acids, semen freezing,
cryopreservation.

1. INTRODUCAO

O congelamento dos espermatozoides canino permite seu armazenamento a
longo prazo. Desde a introdugao do glicerol como agente crioprotetor por Polge
et al. (1949) e a descoberta de dimetil sulfoxido (DMSOQO) por Lovelock e Bishop
(1959), muitas técnicas de criopreservagao foram desenvolvidas, principalmente
por métodos empiricos. A criobiologia, como uma ciéncia fundamental, apareceu
de uma necessidade para entender os efeitos de temperaturas abaixo de zero
graus Celsius em sistemas celulares e usar este conhecimento no
desenvolvimento de técnicas de criopreservacdo e descreve os efeitos de
temperaturas subzero em organismos vivos (POLGE et al.,, 1949). Uma
importante complicagdo da criobiologia € a inevitavel variagdo que interfere na
determinagcdo de um protocolo ideal de congelamento, devido as diferencas
entre uma ideal otimizacdo e as propriedades especificas da célula que esta
sendo congelada. Apesar disso, o desenvolvimento da criobiologia resultou na
compreensao de propriedades fundamentais que interferiram no processo de
criopreservagao dos espermatozoides caninos, permitindo que resultados
fossem melhorados. Os principais fatores que influenciam a sobrevivéncia dos
espermatozoides criopreservados sao: propriedades osmoticas do gameta,
taxas de resfriamento e aquecimento e formagdo de cristais de gelo
intracelulares (HEZAVEHEI et al., 2018).

A criopreservacao expde os espermatozoides ao estresse fisico e quimico, e
menos de 50% sobrevivem com a capacidade de fertilizagdo mantida. Os efeitos
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negativos do resfriamento, congelamento/descongelamento sdo causados
principalmente por transicbes da fase lipidica, cristalizagdo da agua (formacéo
do gelo) e fluxos de agua induzidos osmoticamente e as subsequentes
reorganizagdes de membrana influenciam a integridade, estrutura e fungao da
membrana (HAMMERSTEDT et al., 1990).

Efeitos benéficos dos acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) émega-3
especificamente, o acido docosahexaendico (DHA) e o acido eicosapentaendico
(EPA) foram relatados em melhoria da membrana plasmatica, da qualidade
espermatica e do sémen em diferentes espécies (CONQUER et al., 2000;
MASOUDI et al.,, 2016; NISSEN e KREYSEL, 1983). Em mamiferos, a
composicao da membrana espermatica € caracterizada por uma alta proporgao
de é&cidos graxos émega-3 (DIAZ et al., 2016; GAVAZZA, 2009; PARKS e
LYNCH, 1992; RAMOS ANGRIMANI et al., 2017).

A composigéo lipidica do sémen tem sido associada a integridade e fluidez
da membrana, motilidade dos espermatozoides e sensibilidade ao frio
(HOSSAIN et al., 2007; MOCE et al., 2010; WHITE, 1993). PUFAs sdo
sintetizados no corpo usando seu precursor, que € o acido alfa-linolénico (ALA)
(CALDER, 2018; GULLIVER et al., 2012). Portanto, a inclusédo das fontes de ALA
ou o fornecimento direto de DHA e EPA na dieta podem melhorar a qualidade
espermatica (BRINSKO et al., 2005; GONZALEZ-RAVINA et al., 2018).

O d6leo de peixe € uma das fontes mais ricas de DHA e EPA e sua eficacia foi
avaliada para a melhora dos parametros seminais em touros (KHOSHVAGHT et
al., 2016), caes (SANTOS et al., 2016), carneiros (MASOUDI et al., 2016), aves
(SAFARI ASL et al., 2018), cavalos (KHERADMAND GARMSIR et al., 2014).
Durante o processo de resfriamento, a membrana plasmatica precisa ser mais
flexivel e, portanto, o enriquecimento da dieta com fonte de EPA e DHA, que
induzem mais flexibilidade, poderia aumentar a protegcao dos espermatozoides
contra os danos causados pelo congelamento.

Os efeitos positivos dos acidos graxos poliinsaturados na dieta também foram
descritos em relagao ao resfriamento (AURICH et al., 1997; CASTELLANO et
al., 2010; SCHMID-LAUSIGK e AURICH, 2014; STRZEZEK et al., 2004) e
congelamento de sémen (ESMAEILI et al., 2012), embora a auséncia de efeitos
sobre a congelabilidade espermatica também foi observada (CASTELLANO et
al., 2010).

Assim, o objetivo deste estudo foi em avaliar o efeito da suplementagéo de
Oleo de salmao na congelabilidade do sémen canino.

2. Materiais e Métodos
2.1. Animais e desenho experimental

Os dados foram coletados entre setembro de 2017 até marco de 2018. Este
estudo foi aprovado no comité de ética da UENF (CEUA-UENF) sob o protocolo
de numero 393. Foram utilizados 9 cdes machos saudaveis de diferentes racas,
pesando entre 10 a 36 Kg com idades variando de 2 a 11 anos e com historico
de fertilidade comprovada. Os caes permaneceram com seus proprietarios
durante todo o estudo. Os animais foram avaliados em trés momentos: DO —
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inicio do tratamento; D90 e D180 — ultima avaliagdo. Os primeiros 90 dias os
animais receberam suplementacdo de O6leo de salmdo na dosagem
recomendada pelo fabricante (Grizzly Salmon Oil, Grizzly Pet Products, LLC,
Woodinville, Washington, USA), onde a cada 3,5 ml do produto continha: &mega
3 — 935 mg; 6mega 6 — 95 mg; DHA — 355 mg; EPA — 320 mg. Passados os 90
dias iniciais (D90), a suplementagao foi suspensa, contudo as avaliagdes
permaneceram até 180 dias (D180).

2.2. Coleta de sémen e avaliagao espermatica

O sémen foi coletado por estimulacdo manual. Apds a coleta, o volume de
sémen (mL) foi determinado na fragdo espermatica usando um tubo graduado.
A motilidade (MOT) (%), foi obtida imediatamente apds a coleta, retirando-se
10uL de sémen em uma gota de sémen e depositado entre lamina e laminula e
visualizada por microscopia de luz com aumento de 400x em 10 campos, em
placa aquecida a 37°C. A concentragdo espermatica (sptz x106/ mL) foi
determinada em uma camara de Burker (WHO, 2010), seguida de um calculo da
contagem total de espermatozoides (sptz x 106mL x volume espermatico = sptz
totais). O vigor, subjetivo, definido como a linearidade e a qualidade do
movimento espermatico, foi avaliado com escore de 0 a 5, conforme descrito
anteriormente (CBRA, 2013). A relag&o de vivos/mortos (%) foi determinada pelo
teste supravital (coloragdo eosina/nigrosina) e a integridade da membrana
citoplasmatica dos espermatozoides (%) pelo teste hiposmoético (HOST),
utilizando 100 pL de uma solugéo hiposmaética de 150 mosM (0,735 g de citrato
de sédio e 1,351 g de frutose e 100 mL de agua destilada). A morfologia
espermatica foi classificada como normal ou com defeito maior ou menor (BLOM,
1972) utilizando microscopia de contraste de fase (1000x de magnitude).

2.3. Congelamento do sémen

O sémen foi centrifugado a 700 x g por 6 min. O sobrenadante foi removido
e ao pellet formado foi acrescido, a temperatura ambiente, diluidor Tris-glicose-
acido citrico contendo 3% de glicerol (ROTA et al., 2006) para uma concentragao
de 200 x 106 sptz / mL. Apés uma hora de equilibrio a 4°C, a amostra foi diluida
uma segunda vez com um volume igual de um diluidor (também a 4°C) contendo
1% Equex STM Paste® (Nova Chemicals Sales, Scituate, MA, EUA) e 7%
glicerol. Depois disso, um volume igual do segundo extensor (também a 4 ° C),
contendo 7% de glicerol e 1% de pasta Equex STM (Nova Chemicals Sales,
Scituate, MA, EUA) foi adicionado, para obter uma concentragao final de 5% de
glicerol, 0,5% de pasta Equex STM e 100 x 106 espermatozoides/ mL. Apds 10
min a 4 ° C, palhetas de 0,5 mL foram preenchidas com o sémen diluido e
seladas com Seal-Ease® (Becton Dickinson e Company, Franklin Lanes, NJ,
EUA), colocadas horizontalmente 4cm acima da superficie de nitrogénio liquido
por 10 min e entdo imersos nele.

24. Avaliacdo do sémen pds- descongelamento
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As palhetas congeladas foram imersas em banho-maria a 37°C por 1 mine o
conteudo foi esvaziado em um tubo de ensaio onde um tampéo Tris (ROTA et
al., 1999) foi adicionado a 37°C em uma relagao 1:2 (sémen: tampao Tris). Uma
pequena gota de sémen foi usada para avaliar subjetivamente a motilidade total
sob microscopia de luz (400 x).

Imediatamente apds descongelado, o sémen foi dividido em trés aliquotas. A
primeira aliquota foi avaliada para motilidade, vigor, integridade de membrana
(HOST), relagao entre vivos/mortos pela coloragdo de eosina/nigrosina (WHO,
2010), integridade acrossomal pela coloragao rosa bengala-fast green (POPE et
al.,, 1991). A segunda e terceira aliquotas foram submetidas ao teste de
termorresisténcia a 37°C por duas e 4 horas, respectivamente, e ao final do teste
foram avaliados motilidade (%), vigor (0-5) e percentual de espermatozoides
vivos/mortos pela coloragédo de eosina/nigrosina.

2.5. Analise estatistica

A analise estatistica foi conduzida (SAS 9.4 version - SAS Institute Inc., Cary,
NC) utilizando modelo ANOVA — SNK, sendo efeito devido ao periodo e a hora.
Os dados foram apresentados como a média e desvio padrdo. O nivel de
significancia de P<0.05 foi utilizado em todos os casos.

3. Resultados

Um total de 27 analises foram realizadas. Na tabela 1, encontram-se os
parametros utilizados na avaliagdo pos descongelamento de sémen. Os
resultados mostraram aumento da motilidade espermatica em D90. Houve
diferengas significativas de todos os parametros, exceto na integridade do
acrossoma.

A tabela 2 nos mostra o comportamento da motilidade, pos-
descongelamento, ao teste de termo resisténcia, entre os momentos DO, D90 e
D180. Nota-se que a zero hora do TTR dos periodos DO e D90 foi diferente
estatisticamente em relacéo a 2 e 4 horas. Entretanto, tal comportamento nao foi
observado ao periodo D180. Destaca-se a maior porcentagem da motilidade do
periodo D90 ao momento de zero hora do TTR, porém ao passar das horas, tal
diferenca nao foi mais evidenciada.

Dados relativos ao vigor encontram na tabela 3 que nos evidenciou uma
queda progressiva no decorrer das horas. Nos 3 periodos (DO, D90 e D180)
foram encontradas diferengas significativas entre os trés momentos (0, 2 e 4
horas) de avaliagdo do TTR, exceto em D180 que entre 2 e 4 horas ndo houve
diferenca estatistica.

Ja na tabela 4, encontram-se os valores do percentual de vivos/mortos.
Destaca-se a maior percentagem de espermatozoides vivos no periodo D90 em
relacdo a DO e D180, logo apds o descongelamento. Entretanto tal diferenga n&o
€ mais notada para 2 e 4 horas do TTR entre os periodos.

Resultados da morfologia espermatica sao ilustrados na tabela 5.
Observou-se diferenca do percentual de espermatozoides normais entre DO e
D90, porém nao mais entre D90 e D180. Da mesma maneira se comportou a
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porcentagem de espermatozoides com defeitos menores, onde uma queda dos
valores foi verificada entre DO e D90, contudo sem diferencga estatistica entre
D90 e D180. Para a caracteristica defeito maiores, ndo foram observadas
diferencas.

Tabela 1. Média e desvio padrao de parametros seminais de sémen congelado
de 9 cées, submetidos a suplementacgédo oral de 6leo de salm&o por 90 dias (DO-
D90) e pds suplementagao (D90-D180).

PARAMETRO DO D90 D180 P valor
e o

?ng'?'f_'gg;é)/") 34,80+22,11b 52,03+23,17a 40,11+17,28b  0,0014
Vigor (0-5) 0,0006
(2,0-5,0)

Vivos e mortos
(%) 52,3315,94ab  64,221594a 40,7715,94b 0,036
(28,17-76,82)

Integridade

acrossomal (%) 54,5545,75 59,4445,75 49,22+5,75 0,18
(37,04-71,62)
HOST (%)
(33,21-77,0)
Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferencgas significativas entre
os periodos (D0, D90, D180).

2,66+0,43a 2,83+0,56a 1,88+0,33b

62,0+5,45ab  65,441+545a 44,77+5,45b 0,02

Tabela 2. Média e desvio padrdao de motilidade (%) de sémen congelado,
submetido ao teste de termo resisténcia ao tempo de 2 e 4 horas, de 9 caes
tratados com 6leo de salmao por 90 dias (D0-D90) e pds suplementagéo (D90-

D180).

PERIODO\

TTR 0 hora 2 horas 4 horas

DO 56,66+14,57aB  30,62+16,13bB  16,66+12,75bB
D90 71,66+14,79aA  46,66+19,70bA  37,77+21,95bA
D180 4555+504aB  38.88+18,83aA 35,88+17,01aA

*dentro de periodo e entre horas: médias seguidas de letras minusculas na
mesma linha apresentam diferengas ao 5% pelo teste snk; médias seguidas de
letras maiusculas na mesma coluna apresentam diferengas ao 5% pelo teste
snk.

Tabela 3. Média e desvio padréo de vigor (0-5) de sémen congelado, submetido
ao teste de termo resisténcia ao tempo de 2 e 4 horas, de 9 caes tratados com
oleo de salméao por 90 dias (D0-D90) e pds suplementagao (D90-D180).

PERIODO\
TTR

0 hora 2 horas 4 horas
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DO 2 66+0.43aA 1,87+0,58bA 1,27+0 44cA
D90 2.83+0,562aA 1,72+0,87bA 1,0+0,0cA
D180 1,88+0,33aB 1,27+0 44bA 1,11+0,33bA

*dentro de periodo e entre horas: médias seguidas de letras minusculas na
mesma linha apresentam diferengas ao 5% pelo teste snk; médias seguidas de
letras maiusculas na mesma coluna apresentam diferengas ao 5% pelo teste
snk.

Tabela 4. Média e desvio padrdo de vivos/mortos (%) de sémen congelado,
submetido ao teste de termo resisténcia ao tempo de 2 e 4 horas, de 9 caes
tratados com 6leo de salmao por 90 dias (D0-D90) e pds suplementagéo (D90-
D180).

PERIODO\

TTR 0 hora 2 horas 4 horas

DO 52,33+12,19aB  33,87+9,83bA  29,25+11.80bA
D90 64,22420.27aA  38,33+16,25bA  32.66+21.8bA
D180 40,77+19,87aB  36,0+17,58aA  38,11+18 25aA

*dentro de periodo e entre horas: médias seguidas de letras minusculas na
mesma linha apresentam diferencas ao 5% pelo teste snk. dentro de periodo e
entre horas: médias seguidas de letras maiusculas na mesma coluna
apresentam diferencas ao 5% pelo teste snk.

Tabela 5. Mediana e intervalo interquartil de morfologia espermatica em 9 caes
suplementados com 6leo de salmao por 90 dias (D0-D90) e pds suplementagao
(D90-D180).

PARAMETRO DO D90 D180 P valor
Espermatozoides 57,5 (45- 80 (75- 84 (83- 0.005
normais (%) 65)b 86)a 87)a ’
Defeitos maiores (%) 6’528‘;’5' 42-7)  6(3-8) 0,32
. 36 (26- 13 (11-
o -
Defeitos menores (%) 40.5)a 19)b 10 (9-11)b 0,003

*médias seguidas de letras minusculas na mesma linha apresentam diferengas
ao 5% pelo teste snk;

4. Discussao

No presente estudo, nds investigamos os efeitos benéficos do uso do dleo
de salmé&o na criopreservacdo de sémen canino. A motilidade foi influenciada
pela suplementacdo de oleo de peixe, com aumento de seu valor no periodo em
que os animais foram suplementados.

A membrana plasmatica dos espermatozoides € composta por uma
bicamada de fosfolipidios, com os acidos graxos saturados ou insaturados sendo
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estes as unidades funcionais (PARKS e HAMMERSTEDT, 1985). A origem do
conteudo lipidico da membrana plasmatica deriva da célula espermatogonial, no
entanto, pode ser modificada durante a espermatogénese e a maturagéo
espermatica (REJRAJI, 2006). Ao passar pela primeira regidao epididimal
(cabega), a membrana plasmatica dos espermatozoides é flexivel, facilitando a
remodelagao lipidica (CHRISTOVA et al., 2002). No entanto, através dos outros
segmentos epididimarios (corpo e cauda), o espermatozoide torna-se mais
estavel e capaz de suportar os danos durante o armazenamento, situado na
cauda dos epididimos (AMANN et al., 1993). A organizagao lipidica dos
espermatozoides durante a maturacio no epididimo € mediada por constituintes
proteicos e lipidicos do liquido epididimal (BELLEANNEE et al., 2011; LENZI et
al., 1996; PARKS e HAMMERSTEDT, 1985). Assim, a membrana plasmatica do
espermatozoide muda de acordo com o ambiente no qual o espermatozoide esta
localizado. Apenas no estagio final de maturagdo no epididimo, a membrana
plasmatica atinge sua composigao final, que consiste, geralmente, em 70% de
fosfolipidios, 25% de lipidios neutros (principalmente colesterol) e 5% de
glicolipidios (AWANO et al., 1993; JONES, 1971; LUCIO et al., 2016). Entre os
acidos graxos poliinsaturados, o acido docosahexaenoico (DHA) representa
cerca de 48-52% do conteudo total de células espermaticas com morfologia
normal (LENZI et al., 1996). Um estudo realizado em macacos constatou que o
DHA é significativamente mais concentrado na cauda do espermatozoide
(19,6%) em comparagdo com a cabeca (1,1%) (CONNOR et al., 1998),
sugerindo que o DHA esta envolvido no movimento espermatico.

Segundo Martinez-Soto et al. (2013), acidos graxos poliinsaturados
(PUFAs), especialmente DHA, estdo diretamente correlacionados com a
motilidade e viabilidade espermatica apds o congelamento/descongelamento, e
que acidos graxos monoinsaturados (MUFA) foram inversamente
correlacionados, sugerem ainda que a composi¢ao de acidos graxos poderia ser
usada como um preditor da capacidade de criopreservagao. Entretanto, outros
autores nao observaram influéncia de PUFA na congelabilidade espermatica de
cées, sobretudo no que diz respeito a motilidade (RODRIGUES et al., 2017).

No teste de termo resisténcia, a motilidade se comportou de modo elevado
nos animais suplementados (D90) que permaneceu com valores superiores em
2 e 4 horas de TTR, quando comparados aos periodos ndo suplementados (DO
e D180). Portanto, presumimos que os niveis de PUFA, sobretudo de DHA
presente na membrana espermatica, tenham sidos elevados, e
consequentemente proporcionaram uma melhor protecdo aos ataques da
peroxidagao lipidica, evitando a agao dos radicais livres (NISSEN e KREYSEL,
1983) que por conseguinte acarretou na melhora da motilidade espermatica.
Masoudi et al. (2016), reportaram, em carneiros, aumento da motilidade de
sémen congelado apds suplementagao de oleo de peixe.

Com relacédo a viabilidade, ou seja, a relagao de vivos e mortos, néo foi
alterada em nosso experimento, diferentemente de Khoshvaght et al. (2016), que
encontraram aumento do percentual de espermatozoides vivos, sendo este
percentual potencializado, quando a suplementacao foi adicionada vitamina E
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(HABIBI et al., 2017). Para garanhdes, além da vitamina E, a suplementagéo
com L-carnitina e selénio em combinagdo com 6mega-3 e —6 resultou em
aumento da motilidade e integridade do acrossoma e da membrana plasmatica
de sémen fresco e congelado/descongelado (FREITAS et al., 2016). Além disso,
os autores concluiram que o aumento da motilidade espermatica esta
relacionado ao uso de antioxidantes, enquanto a melhoria na integridade da
membrana foi atribuida principalmente a maior concentracéo de acidos graxos
poliinsaturados associados a antioxidantes. Assim, em garanhdes, o0 uso isolado
de dmegas nao resultou em grandes efeitos na qualidade do sémen (FREITAS
et al.,, 2016). Estes efeitos foram atribuidos apenas a suplementagdo de
antioxidantes (SCHMID-LAUSIGK e AURICH, 2014).

Em caes, a infertilidade pode estar relacionada a porcentagem de defeitos
espermaticos, portanto, 80% ou mais dos espermatozoides no ejaculado devem
estar sem defeitos morfoldgicos (OETTLE, 1993; ROOT e JOHNSTON, 1994).
Tanto a porcentagem de defeitos menores bem como o numero de
espermatozoides normais, aumentaram no D90 e permanecendo até D180,
demonstrando que a suplementacdo de 6leo de peixe acarretou na melhora
desses pardmetros. A diminuicdo de defeitos espermaticos também foi
documentada por Attaman et al. (2012), em humanos que ingeriram uma dieta
suplementada com émega-3.

Morfologia e integridade acrossdmica dos espermatozoides apos o
congelamento, ndo foram afetados pelas dietas deste estudo. O acrossomo e a
morfologia dos espermatozoides podem mudar durante o armazenamento de
resfriamento devido a alteragdo da membrana (JOHN MORRIS et al., 2012).
Devido ao efeito positivo de PUFAs na motilidade, integridade da membrana e
atividade das mitocdndrias, esperavamos que o Oleo de peixe na dieta
melhorasse a morfologia e sobretudo a integridade do acrossoma dos
espermatozoides de caes no congelamento. No entanto, em nosso estudo, a
integridade do acrossoma nao foi afetada pelo tratamento, corroborando com
Masoudi et al. (2016), porém discordando de Panida et al. (2012).

5. Conclusao

A suplementagcdo de oleo de salmdo por 90 dias, influenciou a
congelabilidade de sémen canino, com énfase no aumento da motilidade
espermatica, elevagcdo do percentual de vivo/mortos e redugcdo de defeitos
menores. As caracteristicas: percentual de espermatozoides normais e defeitos
menores permaneceram elevados, apos cessado tratamento, por mais 3 meses.
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