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RESUMO

OLIVEIRA, Silvio Luiz. Qualidade do sémen de varroes alimentados com
racoes contendo diferentes tipos de éleo 2004. 74 p. Tese (Doutorado em
Zootecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Lavras-MG, com o objetivo de avaliar o desempenho reprodutivo de
varrdes hibridos alimentados com ragdes suplementadas com diferentes fontes
de 6leos, como fontes de 4cidos graxos da familia »-3. Foram utilizados 24
suinos hibridos, machos inteiros, procedentes da Agroceres-PIC de Patos de
Minas-MG, com peso inicial médio de 152,73 kg, em um delineamento
experimental em blocos ao acaso, com 04 tratamentos (T1=controle; T2=3%
6leo de linhaga; T3=3% O6leo comercial PUFA® e T4=3% de 6leo de peixe)
sendo as mesmas isoenergéticas e isoproteicas e 06 repeticdes, sendo cada
animal uma unidade experimental. As varidveis analisadas foram parametros
seminais como motilidade, vigor, volume, concentragdo, niimero total de células
e morfologia espermaticos. Também foram observados parametros histolégicos
e o perfil de 4cidos graxos dos espermatozdides no inicio e final das coletas de
sémen, que foram apds quatro e décima primeira semanas do inicio do
fornecimento das ra¢des aos animais. Foram avaliados a motilidade e o vigor
espermdticos apds o processamento de resfriamento do sémen, e logo apds
congelamento e descongelamento também analisou-se as alteracdes totais da
cabeca dos espermatozdides. Nesse experimento a motilidade espermadtica nio
apresentou significncia entre os tratamentos, porém com relacdo ao vigor
espermdticos o teste de Qui-quadrado (P=0,0392) mostrou ser significativo,
sendo que a adi¢do de 3% de 6leo de peixe mostrou os melhores resultados em
relacdo aos outros 6leos. O volume e o NTC foram significativamente maiores
(P<0,01) para o tratamento que recebeu o 6leo comercial PUFA®, porém a
concentracdo dos ejaculados mostrou-se semelhante entre os tratamentos. Nao
houve efeito significativo (P>0,10) dos tratamentos sobre os pardmetros
morfolégicos dos espermatozdides. Os tratamentos influenciaram o perfil de
deposicdo de dcidos nas membranas espermdticas (P<0,01) no inicio e final do
experimetno, sendo que o DHA foi o 4cido graxo mais modificado nos
tratamentos 3 e 4. Foi observado um significativo aumento no didmetro tubular

! Comité Orientador: Elias Tadeu Fialho — DZO-UFLA (Orientador); José Augusto de
Freitas Lima DZO- UFLA; Luis David Solis Murgas DMV-UFLA; Rilke Tadeu
Fonseca de Freitas DZO — UFLA e Maria Emilia de Souza Gomes Pimenta —
UNIFENAS.



(P<0,05) dos animais recebendo o 6leo comercial PUFA®. Apbs o resfriamento
do sémen nao foi observados diferengas significativas (P>0,10) na motilidade e
vigor espermdticos, mas foi observado que apds o descongelamento os animais
que receberam o O6leo de linhagca em suas dietas tiveram uma redugdo
significativa (P<0,05) nas alteracdes da cabega dos espermatozdides. Conclui-se
que nas avaliacdes do sémen “in natura” o uso de 6leo comercial PUFA® ¢ o
6leo de peixe nas racdes dos animais demonstrou ser mais eficiente para a
producdo de células espermdticas e para a viabilidade destas células,
respectivamente; e nas avaliagdes do s€émen apds o congelamento verificamos
que o uso dos 6leos comercial PUFA® e o 6leo de peixe resultou na piora da
integridade das membranas espermaticas.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Silvio Luiz. Quality semen of the boars fed with rations
containing different types of oil. 2004. 74 p. Thesis (Doctorate in Animal
Science) - Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

The experiment was conducted at Animal Science Department of University of
Lavras-MG, with the objective of evaluate the reproductive acting of hybrid
boars fed with rations supplemented with different sources of oils, as sources of
fat acids of the family ®-3. A total of 24 hybrid boars were used, coming from
Agroceres-PIC of Patos de Minas-MG, with medium initial weight of 152.73 kg,
were assigned to a randomized complete blocks, with 04 treatments
(T1=controle; T2=3% Linseed oil; T3=3% commercial oil PUFA® and T4=3%
of Fish oil) all rations were isoenergetic and isoproteic and 06 repetitions, being
each animal an experimental unit. The analyzed variables were seminal
parameters as mobility, vigor, volume, concentration, total number of cells and
morphology spermatics. Histologic parameters and the profile of fat acids of the
spermatozoids were also observed in the beginning and end of the semen
collections, that were after four and eleventh weeks of the beginning of the
supply of the rations to the animals. They were appraised the mobility and the
spermatcs vigor after the semen was submitted to cooler processing for 24 hours,
and soon the all alterations of the head of the spermatozoids after freezing
processing. In that experiment, the spermatic mobility didn't present significative
among the treatments, however the vigor showed to be significant (P=0.0392) in
the test of Qui-square, that the addition of 3% of fish oil showed the best results
in relation to the other oils. The volume and NTC were significantly larger
(P<0.01) for the treatment that received the commercial oil PUFA®, however the
concentration of those ejaculated was shown fellow creature among the
treatments. There was not significant effect (P>0.10) of the treatments on the
morphologic parameters of the spermatozoids. The treatments influenced the
deposition profile of fat acids in the spermatics membranes (P <0.01) in the
beginning and final of the experiment, and DHA was the fat acid more modified
in the treatments 3 and 4. Increase significatives was observed in the tubular
seminifirus testis diameter (P<0.05) of the animals receiving the commercial oil
PUFA®. It was not observed significant differences (P>0.10) in the mobility and

! Guidance Committee: Elias Tadeu Fialho — DZO-UFLA (Adviser); José Augusto de
Freitas Lima DZO- UFLA; Luis David Solis Murgas DMV-UFLA; Rilke Tadeu
Fonseca de Freitas DZO — UFLA e Maria Emilia de Souza Gomes Pimenta —
UNIFENAS.
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spermatics vigor after the to cooler processing of the semen but it was observed
that after the frozen processing that received the linseed oil in your diets had a
significant reduction (P<0.05) in the alterations of the head of the
spermatozoids. In conclusion, the evaluations of the semen " in nature" the use
of commercial oil PUFA® and the fish oil in the rations of the boars
demonstrated to be more efficient for the production of spermatics cells and for
the viability of these cells, respectively; and in the evaluations of the semen after
the freezing processing verified that the use of the oils commercial PUFA® and
the fish oil resulted in the worsening of the integrity of the spermatics
membranes.
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1 INTRODUCAO

A importancia do macho suino no contexto da atividade suinicola ndo se
resume apenas na sua utilizacdo nos diferentes setores do sistema de producdo
de suinos como estimulador para antecipa¢do da puberdade em leitoas, do estro
durante a lactac@o, na induc@o do estro pds desmame, na redugdo do intervalo
desmame-estro e na manutencdo dos ciclos estrais e prenhez, mas
principalmente como reprodutor e doador de sémen. O pleno desenvolvimento
da inseminagdo artificial na espécie suina, a exemplo do que j4 ocorre em outras
espécies animais de exploracdo econémica, depende basicamente da solug¢do dos
problemas relacionados com a qualidade e a conservagdo do sémen. Ha
necessidade do desenvolvimento de técnicas e solucdes que permitam a
utilizacdo do sémen resfriado e congelado sem alteragdes dos resultados de
fertilidade, sendo esta uma caracteristica importante na drea de reproducdo, em

particular na tecnologia do s€émen de suino.

O desempenho reprodutivo do varrdo pode ser avaliado a partir de trés
caracteristicas: a libido, a quantidade de espermatozdides produzidos por
unidade de tempo e a capacidade fecundante destes. Os fatores ambientais
parecem ser os principais responsaveis pelo desempenho reprodutivo do varrio,
merecendo destaque entre eles a nutricdo. Os estudos que utilizam avaliagdes do
sémen de machos em desenvolvimento para a recomendacio de suas exigéncias
nutricionais ainda sdo escassos, apesar de vdrios autores terem usado esses

parametros.

Na literatura, ainda s@o poucas as informagdes disponiveis sobre as
necessidades especificas de 4cidos graxos essenciais -3 e -6 para 0s
reprodutores suinos, principalmente os niveis adequados que determinam o

desempenho produtivo e reprodutivo mdximos, levando em consideragdo as



caracteristicas do sémen, a libido e o perfil hormonal. Considerando o exposto, o
presente trabalho objetivou avaliar os efeitos da utilizacdo de diferentes fontes
de 4cidos graxos na ragdo (Gleo de linhaca, Gleo comercial PUFA® e éleo de
peixe), como fonte de 4cidos linoléicos, a-linolénico, eicosapentandico (EPA) e
docosahexanéico (DHA) sobre o desempenho reprodutivo de suinos machos

inteiros e parametros seminais apds o resfriamento e congelamento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Acidos graxos essenciais e seu metabolismo no organismo

Os lipideos s@o constituintes orginicos importantes da racdo dos suinos,
ndo sé pelos seus elevados valores energéticos, como também pelos 4cidos
graxos essenciais contidos na gordura dos alimentos naturais. No organismo, a
gordura serve como fonte eficiente de energia direta, e indireta quando

armazenada no tecido adiposo (Mayes, 1990).

Os 4cidos graxos sdo 4cidos carboxilicos alifaticos obtidos, geralmente,
da hidrélise das gorduras e 6leos naturais. Sdo classificados, segundo a cadeia
carbdnica, em saturados, sem duplas ligacdes e insaturados, contendo uma ou

mais duplas ligacdes, estando, nesta ultima classe, os dcidos graxos 6mega-3.

A estrutura dos 4cidos graxos insaturados era mais comumente
representada como na do dcido o linolénico (C18:3,9,12,15), que indica o
nimero de carbonos da cadeia: nimero de duplas ligacdes, posicdo das duplas
ligacOes contadas a partir da terminagdo carboxilica. Por volta de 1980, as
pesquisas mostraram que, do ponto de vista bioquimico, era mais importante
considerar o que ocorria préximo do grupamento metila do carbono terminal da
cadeia, o que levou a propor a numeracdo da cadeia carbonica deste carbono
terminal, chamado de carbono 6mega (®). Assim, quando a primeira dupla
ligacdo ocorre entre os carbonos 3 e 4, contados a partir de dmega, temos um
composto ®3. Serd w6 quando ocorrer entre os carbonos 6 e 7 e ®9 quando
ocorrer entre os carbonos 9 e 10. Desta forma, o dcido o linolénico ficaria assim

representado: C 18:3 @3 (Belda & Pourchet-Campos, 1991).

A sintese organica dos 4cidos graxos saturados acontece no

compartimento extramitocondrial, por um sistema enzimdtico complexo cujo



ponto de partida € o acetil-CoA. A partir dos 4cidos graxos saturados formam-se
os monoinsaturados, no figado, por meio da reacdo catalizada por dessaturases
microssomais. Dos monoinsaturados, originam-se os poliinsaturados, por a¢ao
de dessaturases especificas para a posi¢ao da dupla ligacdo na cadeia (Belda &

Pourchet-Campos, 1991).

Nos animais, as duplas ligacdes sdo introduzidas somente entre a dupla
ligacdo existente e a terminagdo carboxilica do 4cido graxo. A primeira dupla
ligacdo a ser introduzida, na maioria das vezes, € a localizada entre os carbonos
9 e 10, contados a partir do grupo carboxilico. Devido a este fato, sdo incapazes
de produzir endogenamente as familias 6 e ®9 que, por isso, sdo consideradas
essenciais na alimentacdo. Conforme a Figura 1, a série w6 é derivada do acido
linoléico (C18:2 w6) e a série 3 do 4cido o-linolénico (Cl8:3 ®3). Os 4cidos
linoléico e o-linolénico sdo essenciais porque ndo podem ser sintetizados pelos

animais, sO pelos vegetais.

Nas plantas pode ocorrer adi¢cdo de dupla ligacdo entre uma dupla

ligacdo existente e o carbono 6mega.

Cada série compete pelo mesmo sistema enzimdtico e as afinidades
decrescem a partir da série @3 para a série ®9. Assim, o 4dcido oléico (CI8:1 ®9)
pode dar origem ao 4cido eicosatriendico (C20:3 ®9) e o acido araquiddnico
(C22:4 ®6) pode ser obtido do 4cido linoléico (C18:2 w6). Do dcido o linolénico
(ClI8:3 ®3) sdo obtidos os 4cidos eicosandides e docosandides da série 3. E
relevante salientar que a conversdao de membros de uma familia dmega em outra

familia ndo pode ocorrer em mamiferos.



Acidos graxos ® 6 Acidos graxos ©3

Acido linoléico Acido alfa-linoléico
(C18:216) (C18:3w3)

v v

Acido gama-linoléico

(C18:306) ¢

Acido diomo-gama-linolénico Acido eicosapentaenéico
(C20:306) (C20:503)
PGE, Acido Araquidénico TBX A, PGE, Acido docosaexaendico  TBX A,
(C20:406) (C22:603)
PGE, TBX A,

FIGURA 1. Sintese de PUFAs de cadeia longa e eicosandides (Adaptado de
Debra Krummel, in: VIII Curso Novos Enfoques na Producgado e
Reproducdo de Bovinos, 2004).

O 4cido a linolénico (18:3®w-3) de 6leos vegetais representa a fonte de
dcidos graxos de cadeia longa ®-3 (4cidos graxos poliinsaturados), como, por
exemplo, o dcido eicosapentandico (20:5w-3), dcido docosapentandico (22:5m-
3) e 4cido docosahexandico (22:6®-3) via sintese “de novo” por meio da
dessaturagdo e alongamento (Sprecher, 1981). Esses dcidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa ®-3 sdo importantes componentes dos
fosfolipideos das membranas bioldgicas, onde tém sido considerados como

essenciais para a manuten¢do das propriedades fisico-quimicas da membrana

(Stubss & Smith, 1984).



O 4cido linoléico estd presente, em concentracdes elevadas, em vérios
6leos vegetais alimenticios: milho, algoddo, amendoim, girassol, canola e soja;
porém, ndo ocorre no azeite de oliva nem na gordura de coco. O &cido
araquidonico estd presente nas gorduras animais, embora somente em pequenas
quantidades. Em animais experimentais, os sintomas de deficiéncia destes dcidos
graxos incluem reducdo do crescimento, dermatite, capacidade reduzida de
reproduzir, menor resisténcia ao estresse e comprometimento no metabolismo de

lipideos (Whittemore, 1993).

O 4cido araquiddnico pode ser sintetizado pelo organismo animal desde
que haja suficiente quantidade de linoléico na dieta. O araquidonico e o linoléico
possuem em comum uma dupla ligacdo situada entre os carbonos 6 e 7 (série
linoléica ou dmega-6), o que possibilita o araquiddnico ser sintetizado a partir do
linoléico, ndo ocorrendo o inverso. O linolénico possui duplas ligacdes entre os
carbonos 3-4; 6-7 e 9-10 (série linolénica ou dmega-3). A nivel metabdlico, o
animal ndo € capaz de dessaturar (adicionar duplas ligacdes) para a extremidade
metila; dai, que a série w6 permanece sempre assim, enquanto a série ®3
permanece sempre como ®3. Ambas as séries de dcidos graxos essenciais (06 e

®3) produzem quatro séries de eicosandides, isto €, substancias relacionadas

com os processos inflamatdrios (Harper et al., 1982)

O 4cido graxo mais comum na natureza € o oléico (ndo essencial), que
pertence a série ®9 (uma dupla ligacdo no C-9). As dessaturases animais t€m
maior afinidade pela série @3, seguida da w6 e, por dltimo, pela ®9. Quando
existe uma quantidade limitada de 4cidos linoléico e linolénico na dieta, hd um
actimulo de produtos da série oléica, e a relacdo w6: @9 tem sido utilizada para

diagnosticar deficiéncias de dcidos graxos essenciais (Harper et al., 1982).

Os 4cidos graxos essenciais linoléico e o alfa-linolénico sdo os

compostos de origem para outros dcidos graxos biologicamente ativos. O acido



linoléico, por meio da acdo das enzimas dessaturase, pode ser convertido em
4cido gama-linoléico e 4cido araquidonico e ambos podem desempenhar uma
funcdo no inicio do desenvolvimento cerebral (Horrobin, 1993). O 4&cido
araquidonico pode prevenir a dermatite encontrada na deficiéncia de 4cidos
graxos essenciais. Na familia do ®-3, o dcido docosaexaendico desempenha uma
funcdo principal no funcionamento da retina e desenvolvimento cerebral
(Connor et al., 1992; Simopoulos, 1994). Essas familias de 4cidos graxos sdo
também precursoras de eicosandides (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), compostos como hormoénios que ajudam no controle da pressio
sanguinea, freqliéncia cardiaca, dilatacdo wvascular, coagulacdo sanguinea,
lipdlise e resposta imunoldgica. Cada familia d4 origem a uma série diferente de

eicosandides como € mostrada na Figura 1.

Assim, o 4cido araquiddnico (familia ®-6) é um precursor de
prostaglandina tromboxano A,, que causa agregacdo plaquetdria, formacdo de
codgulo e vasoconstricdo. Em contraste, os 4dcidos graxos -3 favorecem a
producdo de prostaciclinas, que tém efeitos opostos, isto €, prevenir a formacao
de codgulo e causar vasodilatagdo. Os 4cidos graxos ®-3 também inibem a
enzima dessaturase, que diminui a producdo de dcido araquidbnico e,

conseqiientemente, de tromboxano A,

A utilizagdo de peixe na alimentacdo, como um possivel meio de evitar a
doenga das corondrias cardiacas e doencas cardiovasculares, originou-se, em
grande parte, dos estudos de Sinclair (1953), que estudou as intera¢des entre
dieta e satde nos esquimds norte-americanos. Nestes, segundo Dyeberg et al.,
(1975), o EPA forma um tromboxano A; (TXA;) que ndo induz a agregacdo das
plaquetas e uma prostaciclina I; (PFl;), que tem a mesma acdo da PFI,, ou seja,
inibe a agregacdo plaquetdria. Com isto, a baixa incidéncia de aterosclerose pode

ser conseqiiéncia de vdrios fatores, incluindo dieta de lipideos e uma baixa



agregacdo das plaquetas devido a presenca de PGI; e da baixa atividade do
TXA;. Além disso, nos esquimds, sdo mais baixas as concentracdes plasmaticas
de colesterol, triacilgliceréis e lipoproteinas de baixa e de muito baixa
densidade, enquanto os niveis de lipoproteinas de alta densidade sdo mais mais
elevados. Todos esses fatores considerados atuam contra a aterosclerose e o

infarto do miocardio.

Os alfa tocoferdis (vitamina E) inibem a oxidacdo dos acidos graxos
insaturados quando a fonte de gordura possui uma elevada concentracdo de
dcidos graxos poliinsaturados. A série linolénica é essencial para fungdes
cardiacas e vasculares, como também para o bom funcionamento dos sistemas

enddcrino e imunolédgico (Nunes, 1995).

O é4cido linoléico deve proporcionar, no minimo 4%, da energia total da
racdo para suinos em crescimento; para a fémea em lactacdo, deve ser de 8%.
Isto se deve ndo somente ao seu valor como precursor de componentes corporais
essenciais, mas também porque os dcidos graxos poliinsaturados da dieta sdo 20
vezes mais eficientemente incorporados no organismo animal e gordura do leite
do que se elaborados pelo organismo a partir de outros nutrientes fornecidos na

racdo (Whittemore, 1993).

Hwang & Carroll (1986) observaram um aumento significativo da
sintese de prostaglandinas (PGE, e PGF,,) no sangue de ratos, quando
alimentados com 6leo de milho e comparados com os que consumiram sebo na
racdo. Segundo esses autores, as prostaglandinas s@o reguladores extremamente
potentes do metabolismo, podendo as variagdes na sua regulacdo causarem
alguns efeitos fisiol6gicos importantes. Existem evidéncias de que maiores
quantidades de &4cido linoléico na ragdo sdo benéficas para a saide. Uma
concentracao relativamente elevada de dcido linoléico pode ser necessaria para a

manuten¢do do processo de meiose em ovdcitos bovinos (Homa & Brown,



1987). Outros autores tém sugerido que a incorporacdo de 4cidos graxos
poliinsaturados nos fosfolipideos da membrana aumenta a atividade da enzima

adenilato ciclase (Chambaz et al., 1983).

Dell & Seversan (1989) sugerem que o 4acido linoléico estimula a
proteina quinase C, desenvolvendo, desta maneira, um papel importante no
crescimento e diferenciagdo. Segundo Smith (1989), o acido linoléico pode
exercer esses efeitos por meio das prostaglandinas e ou leucotrienos, que tém
potentes efeitos sobre os hormodnios locais e, conseqiientemente na fungdo

ovariana.

Devido a grande importancia dos 4cidos graxos essenciais para um 6timo
desempenho reprodutivo dos animais, recentemente, uma série de trabalhos
sobre o uso destes nutrientes na dieta de vacas de alta lactacdo tém sido
avaliados. O 4cido linioléico (®-6) € convertido em 4cido araquiddnico, que € o
precursor imediato das prostaglandinas. No interior do aparelho reprodutivo das
vacas, o tecido uterino é uma fonte primdria de prostaglandinas da série F (por
exemplo, PGF,,) no inicio do periodo pds-parto. A concentragdo plasmdtica do
metabodlito 13, 14-diidro-15 ceto- PGF,, aumentou drasticamente até atingir
cerca de 2.200 pg/ml, por volta do dia 1 pds-parto (Mattos et al., 2001). Esse
aumento estd associado a regressdo do corpo liteo da prenhez e a regressdo do
utero pds-parto.

Filley et al. (2000) estudaram a adi¢do de gordura inerte no rimen a
novilhas (0,23 kg/novilha/dia), na forma de sais de célcio de 4cidos graxos (6leo
de palma com 4cido linoléico a 9,5%) nos primeiros 30 dias pds-parto e
observaram um aumento no percentual de 4cido linoléico no plasma do dia 1 até
o dia 7 pds-parto e um aumento temporario de PGF,, por volta do dia 7 € 9 pds-
parto, o que indica que a suplementacdo com gordura ndo degraddvel no rimen

pode aumentar os niveis de prostaglandinas.



Mattos et al. (2004) verificaram um efeito inibidor dos 4cidos graxos ®-3
na dieta reduzindo a producdo de PGF,,. Bezard et al. (1994) e Mattos et al.
(1999) verificaram que o aumento do EPA pode provocar a supressio da sintese
de PGF,, pelo ttero, competindo pelas enzimas sintase de prostaglandinas
(PGHS). Além disso, o aumento da presenca de EPA e DHA pode inibir a
sintese de araquidonico a partir do linoléico, por meio da inibi¢do das enzimas
de dessaturacdo e alongamento necessdrias para a conversdo. Portanto, o
aumento do consumo dos dcidos graxos ®-3 na dieta pode reduzir a produgado de
PGF,,, € esse efeito no pos-parto pode ser interessante pois propicia uma maior
concentracio de progesterona a partir do corpo liteo que pode disponibilizar um
melhor ambiente uterino para o desenvolvimento dos embrides pds-concepgao.
Burns et al. (2002), utilizando uma dieta a base de silagem de milho contendo
5% de farinha de peixe (contém EPA e DHA) ou 8,7% de farelo de gliten de
milho (linoléico) em 82 primiparas de corte em lactacio, fornecida 25 dias antes
da estacdo de monta até 90 dias apés este periodo, observaram uma maior taxa
de concepg¢do no primeiro servico (P=0,14) nas vacas que receberam farinha de

peixe.

2.2 Acidos graxos essenciais na composicao das biomembranas

Muitos, se ndo todos, os sinais de deficiéncia dos 4dcidos graxos
essenciais (anormalidades dermatolégicas, infertilidade, anormalidades renais,
anormalidades nas mitocondrias, diminui¢do da resisténcia capilar, aumento da
susceptibilidade a infec¢des, diminuicao da contratilidade cardiaca e fragilidade
dos eritrécitos, o que leva a hemdlise osmética) devem-se a mudangas nas
biomembranas e sintese de eicosandides, segundo Gurr (1992), citado por Peck
(1994). As mudangas nas mitocondrias hepdticas devem-se ao aumento da

permeabilidade da membrana mitocondrial a 4gua e fons, levando a degradacdo
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da mitocondria e diminuicdo da producdo de ATP. Isto leva a uma menor
eficiéncia da conversdo da energia da racdo em energia metabdlica, resultando
em reducdo do crescimento e comprometimento do desempenho produtivo dos
animais. O 4cido linoléico &, entretanto, superior ao alfa linolénico no tratamento
da dermatite, infertilidade e nefropatias. Nao se sabe se estas diferencas devem-
se a diferenca nos efeitos relativos dos dois dcidos graxos essenciais sobre a

estrutura da membrana e func¢do ou sobre a producdo de eicosanodides.

Embora com niveis particularmente ndo muito elevados, os &cidos
graxos essenciais de cadeia longa no testiculo sdo de grande importancia, pois
existem evidéncias de que esses dcidos graxos t€m um papel importante na
integridade das membranas testiculares (Coniglio, 1977 citado por Stubbs &
Smith, 1984).

Segundo Ayala & Brenner (1980), os testiculos de ratos sdo susceptiveis
de mudancgas degenerativas, quando ocorre deficiéncia de &4cidos graxos
essenciais na dieta, havendo uma acentuada inibi¢cdo da espermatogénese apds 5
semanas. A inclusdao de dleo de girassol ou 6leo de peixe na ragdo previne os
sintomas. Os lipideos dos testiculos de ratos consumindo rag¢do deficiente em
dcidos graxos essenciais, metilpalmitato e as dietas com 6leo de girassol ou de
peixe contém 17% de 4cido docosahexandico (22:6m-3). Comparando ratos que
consumiram 6leo de peixe com aqueles que receberam 6leo de girassol, o nivel
de 4cido araquiddnico (20:4®-6) € diminuido, 4cido docosahexandico (22:6®-3)
altera-se de 0,6 para 10,8% e da série linoléica (22: m5-6) de 19,9 para 8,6%,
existindo uma forte relacdo reciproca entre 22:5(w-6) e 22:6 (®-3) neste tecido,

talvez indicando que o 22:5(w-6) seja o principal no rato.

A maioria das pesquisas relacionadas com a fluidez e insaturacdo das
membranas celulares tem sido realizada com suplementacao celular de acidos

graxos ou outros componentes das membranas em cultura ou por meio da dieta.
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No passado, achou-se que a fluidez das membranas e 4cidos graxos
insaturados se relacionavam diretamente entre si. Um aumento na insaturacao
implicava em um aumento da fluidez das membranas. Entretanto, essa defini¢ao
ndo é geralmente aceita. O termo "fluidez das membranas " refere-se ao estado
fisico das ligagdes acil na estrutura bilateral das membranas. Os componentes
que afetam diretamente as propriedades fisicas das ligagdes acil sdo as
insaturacdes e o comprimento das cadeias acil, embora o componente das
cadeias acil seja também influenciado por outros componentes da membrana,

como o colesterol, proteinas e fosfolipides (Stubbs & Smith, 1984).

A inclusdo de semente de girassol na ra¢do de suinos até os 107 kg
aumentou as quantidades de &4cido linoléico na gordura da carcaca (21%
comparado com 14,4% nos animais controle). Esses resultados indicam que
elevado contetdo de acido linoléico pode ser encontrado na gordura de suinos
com elevada porcentagem de carne (58%), apesar do baixo contetido de dcido
linoléico da dieta (0,85%). A quantidade maxima de 4cido linoléico
recomendada nas dietas de suinos tipo carne é de 1,5% da rag¢ao (Courboulay &

Massabie, 1994).

Os fosfolipideos dos espermatozdides dos mamiferos t€m uma
composi¢do de dcidos graxos caracteristica, sendo mais marcante uma propor¢ao
muito alta de 4cidos graxos de cadeia longa (C22) altamente poliinsaturados. Na
maioria dos mamiferos, o dcido docosahexaendico (22:6m3) é o acido graxo
predominante, embora, em varias outras espécies, o dcido docosapentaendico
(22:5w6) também seja o componente principal (Neill & Masters, 1972; Poulos &
White, 1973; Poulos et al., 1973; Darin-Bennett et al., 1974; Jain & Anand,
1976; Salem et al., 1986; Lin et al., 1993 e Kelso et al., 1997a citados por Rooke
et al., 2001).
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Os testiculos de ratos (Chanmugam et al., 1991), coelhos e outros
roedores possuem alto contetido de 22:506m, enquanto no homem (Coniglio et
al., 1975; Nissen et al., 1978), nos macacos (Connor et al., 1997), nos touros
(Scott, 1973) e nos varrdes (Paulenz et al., 1995) a quantidade de 22:6 (03) é

maior.

Os espermatozdides dos varrdes compartilham as caracteristicas acima,
embora as proporcdes informadas de é&cidos graxos poliinsaturados nos
fosfolipideos e as quantidades relativas de 4cidos graxos (m6) e (®3) sejam
variaveis (Ahluwalia & Holman, 1969; Johnson et al., 1972; Evans & Setchell,
1979 e Paulenz et al., 1995, citados por Rooke et al., 2001).

Nos espermatozdides humanos, o DHA desempenha uma funcio
essencial, promovendo 6tima fertilidade, e redugdes destes 4cidos graxos nos
lipideos dos espermatozdides tém correlacio com reducdes na concentracio
espermdtica, e na motilidade progressiva e morfologia normal dos
espermatozoides (Nissen &nd Kreysel, 1983; Zalata et al., 1998 e Conquer et al.,
1999 citados por Rooke et al., 2001).

Acredita-se que mudangas na composi¢do lipidica das membranas
biologicas levem a mudangas na sua funcdo, lembrando que receptores
envolvidos nos sinais celulares, transportadores e enzimas estdo embebidos na
bicamada lipidica e qualquer mudanca na composicdo de &dcidos graxos das
membranas pode afetar esta funcdo (Sudheera et al., 1997). Esses autores
consideraram também que os dcidos graxos poliinsaturados ®-3 da dieta podem
influenciar a fluidez das membranas e a atividade de enzimas necessdrias para a
producdo de energia e de muitas funcdes de receptores dependentes de lipideos-
proteina. A atividade de Ca®/Mg®* ATPase do reticulo sarcoplasmético,
adenilciclase é marcadamente influenciada pelos niveis de 4cidos graxos

poliinsaturados ®-6 e ®-3 nos lipideos da membrana.
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A fluidez da membrana é grandemente relacionada ao material lipidico e
sua disposicdo. Pode ser alterada pela relacdo colesterol/fosfolipideos, grau de
insaturacdo dos dcidos graxos e propor¢do das duplas ligacdes cis e trans
(Hochgraf et al., 1997). A fluidez mantida em biomembranas na fase liquido
cristalina pode desenvolver as fungdes vitais; as membranas no estado gel ndo

mantém as reagdes bioquimicas.

Leibtseder (1997) faz referéncia a uma série de trabalhos em que se
consegue alterar a composi¢do de dcidos graxos de suinos e aves alimentados

com diversos 6leos.

Os lipideos mais resistentes a modificacdo na composicdo em dacidos
graxos em funcdo da dieta s@o os fosfolipideos de membrana do coragdo e

cérebro, os quais certamente exercem func¢des importantes (Yaqoob et al., 1995).

A conversdo de um 4cido graxo ®-3 de cadeia curta (18:3®3) para outro
da série ®-3 de cadeia longa é possivel, entretanto, em humanos esta
transformacdo € muito lenta, tendo como passo limitante a enzima delta-6-
dessaturase. Conseqiientemente, o dcido o-linolénico ndo tem sido considerado
uma significante fonte para a sintese dos dcidos graxos EPA e DHA, embora
seja precursor deles. Dietas enriquecidas com 4cido a-linolénico ndo produzem

os mesmos efeitos clinicos que os dcidos EPA e DHA produzem (Barlow et al.,

1990, citados por Barlow & Pike, 1991).

Juang & Sim (1991) obtiveram ovos com alto teor de 4cidos graxos ®-3,
colocando 20% de semente moida de linho na dieta de galinhas. Em seguida,
utilizaram 15% de gema desidratada destes ovos na racdo de ratos durante quatro
semanas, com o objetivo de verificar o efeito dos ovos enriquecidos com 4cidos
graxos ®-3 sobre o nivel de colesterol no figado e no plasma de ratos. Os
resultados mostraram que houve uma reducdo de 20% e 38% nos niveis de

colesterol do sangue e do figado, respectivamente e um aumento do conteido de
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dcidos graxos ®-3 nos tecidos dos ratos. Resultados semelhantes também foram

obtidos por Adams et al. (1989).

Segundo Warnants et al. (1999), o tempo necessario para a incorporagdo
méaxima de PUFA nos tecidos é de cerca de 6 semanas, podendo haver uma

incorporagao significativa com 4 semanas.

Estudos por Cheriam & Sim (1995) revelaram que um elevado nivel de
consumo de 4cido linolénico promoveu um aumento de linolénico e EPA nos

lipideos dos musculos, coracio e figado de suinos.

Sepecht-Overholt et al. (1997) verificaram que a adicdo de 15% de
semente de linhaca (35% de gordura) na dieta de suinos resulta em uma redugdo
da percentagem de 4cidos graxos saturados e monoinsaturados e em aumento da
percentagem dos polinsaturados, principalmente o a-linol€nico e dcidos graxos

®3 totais em todos os tecidos estudados.

Matheus et al. (2000) utilizando semente integral de linhaca em trés
niveis (0, 50 e 100 g/kg) nas dietas de suinos na fase de terminacio, observaram
que os niveis de a-linolénico foram aumentados em todos os tecidos analisados.
Foram observados aumento da concentracio EPA e DHA no plasma, musculo

longissimus tor4cico, figado e rins.

Paulenz et al. (1995), fornecendo 6leo de figado de peixe na dieta de
suinos, observaram mudancas nos 4cidos graxos dos fosfolipideos do plasma

seminal somente a partir de cinco semanas.

Maldjian et al. (2001) reportaram que mudancgas especificas de dcidos
graxos (PUFA) nas membranas espermaticas podem promover efeitos benéficos

ao sémen resfriado e congelado de suinos.
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Nas dietas de suinos, as relagdes de dcidos graxos (06):(w3) geralmente
sdo superiores a 6:1 e praticamente ndo contém &cidos graxos (®3) de cadeia

longa polinsaturados.

Sprecher (1981) relata que baixa quantidade ou a deficiéncia de 4cidos
graxos (®3) reduzem a sintese de 22:6 (®w3) a partir de 18:3 (®3), devido a

competi¢do das enzimas de dessaturacio de dcidos graxos entre (m6) e (03).

2.3 Avaliacio histolégica dos testiculos de suinos

2

A quantificagdo do processo espermatogénico € essencial para a
avaliacdo dos efeitos do ambiente, de drogas ou de outros agentes sobre a funcio
testicular das espécies de interesse econdmico e também sobre a fertilidade
potencial de machos normais. Também é importante o conhecimento dos niveis
de producdo espermdtica para se estabelecerem procedimentos eficientes na

exploracgdo do potencial genético de reprodutores de exceléncia.

O processo espermatogé€nico consiste, sinteticamente, na formacdo de
espermatozdides a partir de espermatogonias. Estas se multiplicam por meio de
divisdes mitéticas e acabam dando origem a espermatdcitos primdrios, os quais
passam por duas divisdes meidticas, resultando, da primeira divisdo, os
espermatdcitos secunddrios e, da segunda divisdo, as espermdtides arredondadas.
Estas ultimas ndo mais se dividem: elas passam por uma série de transformacgdes
morfolégicas e fisioldgicas, convertendo-se assim nos espermatozoides.
Teoricamente, em cada divisdo meidtica, ou mitdtica o ndmero de células €
duplicado. Todavia, a divisdo dessas células ndo € cem por cento eficiente, uma
vez que ocorrem degeneragdes ao longo de todo o processo, degeneragdes essas

que podem afetar qualquer uma das células germinativas.
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Além das células germinativas, estdo presentes, nos tibulos seminiferos,
células somaticas denominadas células de Sertoli, que desempenham inimeras
funcdes consideradas essenciais para a aquisi¢do de uma eficiéncia maxima de
producdo espermdtica. Na maioria das espécies domésticas, o niimero de células
de Sertoli supostamente mantém-se estivel no animal adulto e elas sdo
extremamente resistentes aos efeitos de drogas ou agentes toxicos. Desse modo,
as células de Sertoli podem ser utilizadas como base de referéncia (indice de

célula de Sertoli) na quantificacdo da eficiéncia espermatogénica.

Nos tibulos seminiferos, as células espermatogénicas estdo organizadas
em camadas dispostas desde a membrana basal até o lume tubular, cada camada
correspondendo a uma determinada geragdo de células germinativas (Castro et
al., 1991). As geracdes menos diferenciadas (espermatogdnias) situam-se junto a
membrana basal, enquanto as geracdes mais diferenciadas (espermatides)
localizam-se préximo do lume. Considera-se uma associacao celular ou estigio
do ciclo do epitélio seminifero (CES) o conjunto definido de geracdes de células
germinativas encontrado, em determinado momento, num tdbulo seminifero

seccionado transversalmente.

As avaliacOes da produgdo espermdtica podem ser de ordem subjetiva ou
objetiva. As avalia¢des subjetivas s@o utilizadas na caracterizagdo, ainda que
imprecisa, de eventos espermatogénicos decorrentes da acdo de algum agente
nocivo, como alteracdes do epitélio seminifero como degeneracdes celulares,
descamacao de células germiantivas no lume, espessamento da membrana basal,
necrose focal, etc. As avaliacdes objetivas incluem os métodos de quantificagao
da produgdo espermdtica, tais como o nimero de células germinativas e de
Sertoli por seccdo tranversal de tibulo seminifero e suas razdes, que possuem a
vantagem de permitir andlise estatisticas mais acuradas, possibilitando a

realizacdo de experimentos de maior poder conclusivo.
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2.4 Peroxidaciao de membranas celulares

A peroxidacdo (auto-oxidacdo de lipideos expostos ao oxigénio) ¢é
responsdvel ndo somente pela deterioracdo de alimentos (rancificagdo) mas
também por danos aos tecidos in vivo, onde eles podem causar o cancer, as
doencas inflamatdrias, a aterosclerose e o envelhecimento. Os efeitos deletérios
sdo iniciados por radicais livres (ROO’, RO, OH’) produzidos durante a
formacao de peréxidos a partir de dcidos que contém duplas ligacdes metileno-
interrompidas, isto €, aquelas presentes nos dcidos graxos poliinsaturados

encontrados na natureza.

A peroxidacdo € uma reacdo em cadeia que fornece um suprimento

continuo de radicais livres que iniciam uma peroxidagdo subsequente.

Uma vez que o processo molecular do processo de iniciacdo é,
geralmente, o produto hidroperéxido ROOH, a peroxidagdo de lipideos € uma
reacdo em cadeia com efeitos, potencialmente, devastadores. Para controlar e
reduzir a lipoperoxidacao, tanto o homem, em suas atividades, quanto a natureza

utilizam os antioxidantes.

7

O sistema antioxidante da célula é composto por substincias naturais
soliveis em gordura, como € o caso da vitamina E, carotendides e ubiquinonas e
por substdncias soldveis em dgua, como &4cido ascérbico, glutationa e 4cido
urico, além dos antioxidantes enzimdticos, como a glutationa peroxidase,
catalase e a superdxido dismutase (Yu, 1985). Também sdo incluidos nessa
ultima categoria os antioxidantes da mitocondria; a superéxido dismutase
dependente de manganés (Mn-SOD) e do citoplasma as formas superéxido
dismutase dependentes de cobre e de zinco (Cu, Zn-SOD), segundo Michalski,
(1992).

Os antioxidantes utilizados como aditivos de alimentos, sdo: o galato de

propila, o hidroxianisol butilato (BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT). Os
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antioxidantes incluem: a vitamina E (tocoferol), que é lipossolivel, o urato e a
vitamina C, que s@o hidrossoliveis. O beta caroteno € um antioxidante quando o
valor do PO, é baixo. Os antioxidantes pertencem a duas classes: (1)
antioxidantes preventivos que reduzem a velocidade de iniciagc@o da cadeia e (2)
antioxidantes que quebram a cadeia e que interferem com a propagacdo da
cadeia. Os antioxidantes preventivos incluem: a catalase e outras peroxidases
que reagem com o ROOH e quelantes de fons metélicos, tais como o DTPA
(dietilenotriaminopentaacetato) e o EDTA (etilenodiaminotetraacetato). Os
antioxidantes que provocam, freqiientemente, a quebra da cadeia, sdo os fendis e
as aminas aromdticas. In vivo, o principal antioxidante, desta categoria é a
superdxido-dismutase, que atua na fase aquosa, aprisionando radicais super6xido
livres (O,) e, talvez, o urato e a vitamina E, que atuam na fase lipidica,

aprisionando radicais ROO".

A peroxidacdo também € catalisada “in vivo” por compostos que contém

heme e por lipoxigenases, encontradas nas plaquetas, nos leucdcitos, etc.

Grandes quantidades de 4cidos graxos poliinsaturados nos
espermatozodides os tornam mais susceptiveis a peroxidagdo, com conseqiientes
riscos de danos na estrutura celular (Niki et al., 1993). Isto pode,
conseqiientemente, causar baixa fertilidade nos machos (Aitken, 1994; Sikka et

al., 1995).

Atingir o potencial mdximo de fertilidade requer a combinagdo 6tima de

fosfolipideos e uma prote¢do adequada com antioxidantes (Kelos et al., 1996).

Dietas com altos niveis de dcidos graxos poliinsaturados em combinacao
com elevados niveis de vitamina E promovem melhoria da atividade enzimadtica
antioxidante, assegurando o sistema de integridade da membrana celular

(Cerolini et al., 2003).
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2.5 Caracteristicas seminais dos suinos

A producido e a qualidade do sémen do macho suino s@o influenciadas
por diversos fatores, tais como a idade (Kennedy & Wilkins, 1984), peso
corporal (Einarson et al., 1979), genética (Kennedy & Wilkins, 1984; Knap,
1987; Buchanan, 1988; Borg et al., 1993), nutricdo (Kemp, 1991), temperatura
(Larson et al., 1988) e fotoperiodo (Claus & Weiler, 1985).

Os valores quantitativos e qualitativos espermaticos sdo importantes no
estabelecimento do nimero e da qualidade das doses inseminantes que podem
ser preparadas a partir de um ejaculado (Bonet, 1990). A avaliacdo da
morfologia espermdtica fornece um bom indicativo da capacidade reprodutiva
no macho suino. Essa varidvel assume um carater particularmente importante
quando se trata da utilizacdo de machos jovens. No entanto, é importante
ressaltar que a avaliacdo de um tnico ejaculado ndo fornece uma indicacdo da

capacidade de produgdo e da qualidade do s€émen de um macho.

A qualidade do sémen em animais puberes € relativamente baixa quando
comparada a de animais adultos. O volume e a concentracio aumentam
gradativamente no periodo pés-puberal, acompanhados de um aumento no
nimero de espermatozdides vivos e morfologicamente normais e,
conseqilentemente, na motilidade, levando a um aumento no potencial

fertilizante do sémen (Morrow, 1986).

Segundo Ferreira (1995), a maturidade sexual se dd na fase pds-puberal
quando os testiculos ainda se encontram em desenvolvimento e a
espermatogénese se assemelha a do animal adulto. Embora os suinos estejam
aptos a reproducgdo por ocasido da puberdade, a maturidade sexual s6 ocorre um
pouco mais tarde, quando o sémen por eles produzido ji estard dentro dos

padrdes normais para suinos.
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As principais caracteristicas seminais s3o: o volume de sémen
produzido, motilidade e concentragdo espermdtica, anormalidades espermaticas

e membrana espermdtica.

O volume do ejaculado varia de acordo com a espécie animal
considerada, sendo a variagdo dentro da mesma espécie muito ampla, devido ao
individuo, a raca, ao nimero de ejaculacdes sucessivas e a alimentacdo a que se
submete o animal. O volume médio de um ejaculado suino € de cerca de 250 ml

(Sheid, 1993).

A motilidade espermadtica reflete a saide e a condi¢do do animal no
momento da coleta e deve ser monitorada no exame de um s€men para avaliacdo
de sua capacidade fecundante. Os espermatozdides se movimentam de vérias
maneiras: linha reta ou movimento progressivo, em circunferéncia (movimento
circular) ou em movimento oscilatério ou local (Mies Filho, 1982). A
determinacdo da motilidade do sémen ¢ realizada de maneira subjetiva, por meio
de observacdo a microscopia Optica (Moss et al, 1978). A motilidade
espermatica ndo deve ser o Unico fator empregado para se determinar a
qualidade do sémen, servindo apenas como um bom indicador da viabilidade
espermatica geral (Gomes, 1970). Rooke et al. (2001), estudando os efeitos da
suplementacdo do racdo com Odleo de atum nos espermatozdides de suinos,
notaram que houve um aumento da propor¢do de espermatozdides com

motilidade progressiva.

Outro fator que merece destaque € a concentracdo espermatica, ou seja, a
quantidade de espermatozéides por unidade de volume seminal. A concentra¢io
espermatica e o volume de sémen sio utilizados para se calcular o nimero total
de espermatozdides em um ejaculado. Este fator € influenciado por

caracteristicas individuais e época do ano em que se realizou a coleta.
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As anormalidades esperméticas estdo presentes em todas as amostras de
sémen em propor¢des variadas (Moss et al., 1978). As anormalidades sdo
divididas em primarias (origem durante o desenvolvimento dos espermatozéides
nos tdbulos seminiferos) e secunddrias (alteracdes adquiridas durante a
passagem ou armazenamento no epididimo ou apds a passagem pelo epididimo).
Nos ejaculados suinos de boa qualidade, ndo ha mais que 20% de anormalidades
espermaticas, existindo diferengas significativas entre racas e individuos
(Scheid, 1993). Estudo relacionado ao efeito da suplementacdo da racdo de
reprodutores com Oleo de atum nos espermatozdides suinos demonstrou que
houve um aumento do nimero de acrossomos com escore normal e reducio na

propor¢do de espermatozéides com morfologia anormal (Rooke et al., 2001).

A membrana espermdtica é uma bicamada lipidica que regula a
movimentacdo de fons e moléculas. As biomembranas estdo envolvidas em
diversos processos bioquimicos, como, por exemplo, biossintese e secre¢io
protéica, reacdes bioenergéticas e respostas hormonais. Esta diversidade de
funcdes da membrana ocorre em decorréncia das diferentes proteinas presentes
nesta estrutura (Stubbs & Smith, 1984). A membrana plasmética € essencial para
a manutencdo da motilidade espemdtica e também para a inducdo da reacdo
acrossOmica e, possivelmente, para outros eventos relacionados com a

fertilizacdo (Jeyandran et al., 1984).

Além de ser a principal fonte de energia, a racdo deve possuir lipideos de
qualidade, uma vez que os dcidos graxos essenciais para o crescimento normal
da membrana dos novos tecidos sdo oriundos da dieta (Arbuckle et al., 1992). A
principal fracdo dos lipideos da membrana plasmética dos espermatozoéides
envolve os glicolipideos, esterdis, 4cidos graxos livres, di e triglicerdis e

pequenas quantidades de gangliosideos (Nikolopoulous et al., 1986).
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O balanco dietético entre 4cidos graxos @6 e @3 é um determinante da
composicdo de 4cidos graxos da membrana, sendo o organismo dos animais
capaz de dessaturar e alongar os dois 4cidos graxos essenciais, linoléico e a-
linolénico, dando origem a duas familias distintas de 4cidos graxos
poliinsaturados: 4dcidos graxos w6 derivados do 4cido linoléico e dcido graxo 3,
cujo precursor € o acido linolénico. Nao existe interconversdo entre essas duas
familias de 4cidos graxos no organismo (Gadella, 1996). A essencialidade do
dcido linoléico em muitas espécies de animais tem sido amplamente
documentada, podendo o crescimento e a reprodugdo ser sustentados somente
pelo linoléico. Esses trabalhos tém sido realizados com ratos e porquinhos da
india (Gadella, 1996). O &4cido graxo linolénico é considerado como um

regulador do metabolismo dos 4cidos linoléico e araquidonico.

As mudancas na ingestao de dcidos graxos poliinsaturados podem ter um
impacto marcante sobre a produgdo de prostaglandina sob circunstincias
fisiol6gicas e patoldgicas, sem necessariamente alterar a composicdo de dcidos
graxos da membrana. As mudangas nos dcidos graxos da dieta podem resultar
em transicdo na composicao de lipideos e, possivelmente, no estado fisico das

membranas testiculares (Sebokova et al., 1988).

2.6 Sémen suino resfriado e congelado

Os primeiros relatos sobre IA na espécie suina no Brasil datam do final
da década de 1940 (Fazano, 1978, citado por Bortolozzo, 1995), entretanto, estas
primeiras tentativas estiveram restritas a um plano experimental (Bortolozzo &
Wentz, 1995). Somente no ano de 1975 houve um desenvolvimento efetivo com
a criagdo de centrais de IA na regido sul e, em 1990, cerca de 2% do rebanho
nacional j& estava sendo inseminado (Scheid, 1991, citado por Reis, 1997).

Hoje, estima-se que cerca de 14 a 16% das matrizes suinas sdo inseminadas
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artificialmente, enquanto que, em outros paises, especialmente os europeus, hd
rebanhos em que esta biotecnologia alcanca 80% das fémeas suinas em

reproducdo (Nascimento, 1997).

Um beneficio da IA, além do melhoramento genético, é a possivel
avaliacdo da performance reprodutiva do varrdo. A fertilidade de um rebanho,
apresentada freqiientemente pela taxa de parto e tamanho da leitegada, é uma
funcdo de trés fatores: fertilidade da porca, fertilidade do varrdo e manejo
reprodutivo. Na teoria, estes trés componentes influenciam na mesma
intensidade. No entanto, o varrdo determina quase 33% da fertilidade total do
rebanho, sendo 15 vezes mais importante que a fertilidade de uma porca
isoladamente e representando metade da influéncia do manejo reprodutivo em

geral (Reis, 1997).

Existe uma grande variabilidade no emprego de diferentes machos em
programas de IA, principalmente no que se refere a taxa de parto e tamanho da
leitegada das fémeas inseminadas. Aspectos referentes a alteracdo da morfologia
espermatica do sémen desses varrdes assumem, ao que parece, uma maior
influéncia nos resultados observados do que a motilidade avaliada (Dirksen,
1991). Estas diferencas entre machos podem estar relacionadas também com
uma variabilidade dos diferentes ejaculados frente as técnicas de processamento

€ armazenamento.

O desenvolvimento de uma técnica que permita uma longa conservacdo
do poder fecundante do sémen poderd facilitar a sua utilizacdo na IA,
proporcionando uma utilizagdo mais racional dos reprodutores (Paquignon et al.,
1980, citados por Toniolli, 1998). As primeiras técnicas usando s€émen a fresco
foram primeiramente reconhecidas por Ito et al. (1943) e Polges (1956), citados
por Murgas (1999). Desde entdo, a producdo de suinos aumentou no mundo todo

e, como resultado, aumentou a necessidade de criopreservar o s€men suino.
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Os primeiros trabalhos de congelagdo do sémen suino foram realizados
nas décadas 1950 e 60. Entretanto, as taxas de recuperacdo de espermatozdides
mdveis apds a descongelacdo eram fracas, variam entre 25 e 50%, segundo os
autores e as técnicas utilizadas (Ray, 1956; Poige, 1956; Rohloff, 1967, citados
por Toniolii, 1993). As taxas de fertilidade eram ainda mais fracas, sempre

abaixo de 50%.

Consideraveis esforcos de pesquisas vém sendo aplicados, nas tultimas
décadas, na solugdo da problemética da conservacdo do s€men suino. A elevacdo
dos resultados de fertilidade com o uso do s€men congelado depende da geracdo
de novos conhecimentos em um vasto campo da ciéncia, que incluem desde
dreas como a bioquimica e a criobiologia, até aspectos aplicados as
metodologias de congelamento e a determinagdo do momento ideal de

inseminac¢do (Murgas, 1999).

Dentre as mudancas estruturais resultantes da conservacdo do sémen
suino (congelado ou resfriado), as lesdes da membrana plasmatica e do
acrossoma espermatico servem como indicadores de injtria celular, juntamente

com as liberacdes de enzimas liberados pelas células.

A avaliagdo “in vitro” da viabilidade espermdtica pds-congelamento
deve ser realizada por meio de uma bateria de exames, visto que qualquer teste,
isoladamente, ¢ insuficiente para identificar varrdo ou ejaculados com baixa
congelabilidade. Motilidade e morfologia espermatica (Paquignon et al., 1980;
Johnson et al., 1981), concentracdo extracelular de enzimas e teste de
termorresisténcia, entre outros, podem ser usados para avaliar “in vitro” a

viabilidade do espermatozoéide suino pés-congelamento (Murgas, 1999).

A membrana espermética estd envolvida nas trocas metabdlicas com o
meio ambiente (Correa et al., 1997), com o processo de capacitagdo, reacao

acrossOmica e a ligacdo do espermatozodide a superficie do odcito a qual requer
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uma membrana bioquimicamente ativa (Jeyandran et al., 1984). A integridade da
membrana ¢ um importante indicador da habilidade fertilizante do

espermatozdide.

A composicdo das membranas que recobrem o espermatozéide é
diferente entre as vdrias partes (cabega, peca intermedidria e cauda) (Jones &
Stewart, 1979). Por isso, elas respondem diferentemente ao estresse causado
pelo processo de congelacdo e descongelagdo (Watson et al., 1988). Sendo
assim, os espermatozdides podem estar com a motilidade diminuida, mas sem
perder a viabilidade (Blach et al., 1989), ou podem apresentar uma boa
motilidade pds-descongelacio, mas com danos de acrossomo e,
conseqiientemente, com a viablidade diminuida (Christensen et al., 1994, citados
por Murgas, 1999). Estes danos do acrossomo também estdo relacionados com a
concentracdo de glicerol presente no meio diluidor (Christensen et al., 1994,

citados por Murgas, 1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, animais experimentais e tratamentos

O experimento foi conduzido no Setor de Suinocultura da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), durante o periodo de marco a dezembro de 2003. A
UFLA esté localizada no municipio de Lavras, regido Sul do estado de Minas
Gerais, latitude 21°14' 30" (S), longitude de 45° (O) e altitude de 910 metros. O
clima da regido, segundo a classificacio Koppen, é do tipo CWB, tropical
Umido, com duas estacdes definidas: chuvosa (novembro a abril) e seca

(maio/outubro).

Foram utilizados 24 suinos hibridos, machos inteiros, procedentes da
Agroceres-PIC, com peso inicial médio de 152,73 + 3,7 kg, em um delineamento
experimental de blocos ao acaso (peso inicial dos animais), num total de seis
blocos e quatro tratamentos (T1= controle + vitamina E; T2=ra¢ao com 3,0% de
6leo de linhaca + vitamina E; T3= racdo com 3,0% de 6leo PUFA® + vitamina E
e T4= racdo com 3,0% de dleo de figado de peixe + vitamina E), sendo cada
animal uma unidade experimental. As racdes experimentais isoprotéicas (13,5%)
e isoenergéticas (3.350 kcal de ED/kg) foram formuladas a base de milho e
farelo de soja e suplementadas com minerais e vitaminas (Tabelas 1 e 2). As
ragdes foram fornecidas para os animais até a fase final do experimento (durante
12 semanas), quando os animais obtiveram o peso final médio de 189,27 + 6,2
kg.

Os animais foram alojados em baias individuais localizadas em galpao

de alvenaria com piso de concreto e cobertura de telhas de cimento amianto.
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TABELA 01. Composi¢do quimica dos ingredientes usados nas racdes (UFLA,
Lavras, MG, 2004)

1 Ingredientes

Composicao
Milho F.soja O.linhaca O.PUFA® 0. peixe

MS (%) 87,10 88,10 99,50 99,40 99,40
PB (%)’ 8,57 45,54 - - -
ED (kcal/kg)® 3476 3421 8630 8200 8200
AG (%) - -
(Ac. oléico) - - 22,23 22,44 17,00
(Ac. linoléico) - - 20,51 22,40 2,00
(Ac. linolénico) - - 33,45 30,68 2,00
(EPA) - - - 1,06 9,00
(DHA) - - - 1,04 9,00

!'Valores expressos na matéria natural.

* Valores segundo Rostagno et al. (2000).
3 Valores segundo Fialho et al. (1998).

* Valores segundo Rosa (1999).

3.2 Avaliacao das caracteristicas seminais dos suinos

Os animais foram treinados para coleta de sémen a partir dos cinco
meses de idade, com a utilizacdo de um manequim mével, sendo submetidos a
um total de sete coletas durante o periodo experimental em intervalos de uma
semana. A coleta do sémen foi realizada na prépria baia do animal, pelo método
da mio enluvada (King & Macpherson, 1973), em frasco graduado, pré-
aquecido a 38 °C e protegido por recipiente isotérmico. A separacdo da fracao
gelatinosa do ejaculado foi realizada durante a coleta, através de tripla camada

de gaze adaptada ao frasco coletor.
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TABELA 02. Composi¢do percentual das racdes utilizadas no experimento
(UFLA, Lavras, MG, 2004).

. Tratamentos
Ingrediente
T1 T2 T3 T4
Milho 82,500 77,090 77,090 76,090
F. soja 14,170 14,000 14,000 14,000
O. linhaga - 3,000 - -
0. PUFA® - - 3,000 -
O. peixe - - - 3,000
C. calcitico 0,794 0,827 0,827 0,827
F. bicdlcico 1,552 1,485 1,486 1,486
Sal comum 0,368 0,370 0,370 0,370
S. vitaminico' 0,100 0,100 0,100 0,100
Vit. B 0,010 0,010 0,010 0,010
S. mineral® 0,100 0,100 0,100 0,100
BHT 0,020 0,020 0,020 0,020
Caulim 0,386 3,000 3,000 4,000
Total 100,000 100,000 100,000 100,000
PB (%) ® 13,500 13,500 13,500 13,500
ED (kcal/kg)’ 3.350 3.350 3.350 3.350
Ac. oleico (%)* 0,000 0,667 0,673 0,510
Ac. linoléico (%)* 0,000 0,615 0,672 0,060
Ac. linolénico (%)* 0,000 1,003 0,920 0,060
EPA - - 0,032 0,270
DHA - - 0,031 0,027
Cilcio total (%)’ 0,760 0,760 0,760 0,760
Fésforo disp (%)’ 0,380 0,380 0,380 0,380

! Suplemento vitaminico contendo: vitamina A, 250.000 UI; vitamina D3, 42.000 UI;
vitamina E, 500 mg; vitamina K3, 67 mg; vitamina B1, 50 mg: vitamina B2, 100 mg;
vitamina B6, 67 mg; vitamina B12, 400 mcg; niacina, 667 mg; pantotenato de cdlcio,
417 mg; colina, 10.000 mg; antioxidante, 2.500 mg.

2 Suplemento mineral contendo: célcio, 245 g; fésforo, 75 g; ferro, 2.333 mg; cobre, 333
mg; manganés; 1.333 mg; iodo, 20 mg; selénio, 5 mg; zinco, 2.667 mg; fldor, 1g;
cobalto, 15,33 mg.

? Anilise realizada no Laboratério de Nutri¢io do Departamento de Zootecnia da UFLA.

*Valores segundo Rostagno et al. (1992).
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No laboratério, foram avaliados semanalmente, apds quatro semanas do
inicio do experimento, os pardmetros de motilidade e vigor espermdticos,
volume do ejaculado, concentragdo espermdtica, nimero total de células e
anormalidades espermaticas até a décima primeira semana de fornecimento das
racdes aos animais. Para a realizacio do perfil de dcidos graxos nos
espermatozoides foram utilizadas somente amostras das coletas de sémen dos
animais realizadas na quarta e na décima primeira semanas apds o inicio do

experimento.

A motilidade geral e o vigor foram avaliados segundo escalas de 0 a 100
e 0 a 5, respectivamente, segundo metodologia proposta por Scheid (1993). Para
tal andlise, retirou-se uma gota de sémen imediatamente apds a coleta, sendo
esta colocada sobre lamina, recoberta por laminula previamente aquecida a
temperatura de 37°C, para leitura ao microscépio Optico (40x). As avaliacdes
foram realizadas em triplicata, independentemente, por dois avaliadores e

expressas em percentual de células mdveis da amostra.

O volume do ejaculado foi medido diretamente pela graduacdo do copo

coletor, sendo a porcdo gelatinosa retirada para ndo mascarar os resultados.

Para anélise de concentracdo espermdtica, foi retirada uma amostra de
s€men, com auxilio de uma pipeta automatica de 0,01 ml, para ser adicionado a
1 ml de solugdio de NaCl a 10%. A contagem foi realizada por meio de
hemocitdmetro (cdmara de Newbauer) na diagonal, com o resultado expresso em
nimero de células/mm’ de sémen. O nimero total de células foi calculado por
meio da multiplicacio da concentracdo e volume do ejaculado segundo a

metodologia de Martin Rillo et al. (1996).

Para a verificacdo de anormalidades dos espermatozéides foi utilizado
01 ml de solucdo de formol citrato, ao que foram adicionadas gotas de sémen até

a turvacdo da solugdo. Desta solugdo, homogeneizada, elaborou-se a preparagao
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Umida sem corante para a leitura das alteracdes morfolégicas dos
espermatozdides, em microscépio de contraste de fase com aumento de 1000X,
por meio da contagem diferencial de 200 células, segundo Scheid (1993). As
alteracdes morfolégicas dos espermatozéides observadas nesse experimento
foram alteragdes de cabeca, da peca intermedidria, da cauda, presenca de gota e

alteracdes totais.

3.3 Analise dos acidos graxos

Para a andlise do perfil de 4cidos graxos incorporados nas células
espermaticas, foi feita a centrifugacdo do sémen a 1.500 g, por 10 minutos,

sendo o precipitado preparado para dosagem em cromatdgrafo gasoso.

Os procedimentos para extracdo e esterificacdo dos 4cidos graxos

seguiram o protocolo descrito por Guevara (2003), como ¢ relatado a seguir.

No Laboratério de Quimica Analitica e Inorginica da UFLA
preservaram-se as amostras congeladas a -18°C e realizaram-se a extracdo dos
lipideos e a transmetilacdo e extracdo dos metil-éster dos dcidos graxos das
diferentes amostras. O laboratério dispde dos equipamentos necessdrios: freezer,
balanca eletronica (Mark Bel), vortex (Biomatic - tipo 10005/3500rpm), banho
ultra-sonico com controle de temperatura (ThomtonlUnique) centrifuga

eletronica (Sigma - tipo 2-5/3900 rpm).

O contetdo de lipideos das membranas dos espermatozéides dos varrdes
recebendo ragdes com diferentes fontes de 6leo foi determinado usando uma
versdo modificada da metodologia de Isik et al. (1999). Foram pesados cerca de
0,330 g de amostra imida disposta em tubos de ensaio de 20 ml, adicionando-se
1,0 ml de 4gua, 3,0 ml de metanol e 1,5 ml de cloroférmio. A solucido foi

misturada usando um vortex durante 30 segundos e, depois, os tubos foram
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colocados em banho ultra-sénico, com temperatura regulada a 40°C durante 15

minutos.

Em seguida, foram adicionados 1,5 ml de cloroférmio e 1,5 de dgua, e o
contetido dos tubos foi agitado via vortex por 30 segundos. Os tubos de ensaio
foram centrifugados a 3.500 rpm, durante 15 minutos. O sobrenadante (dgua +
metanol) foi retirado com pipeta pasteur e a fase inferior com cloroférmio
contendo o extrato de lipidios foi transferida a um tubo de ensaio de 30 ml. O
residuo sélido no tubo foi trabalhado com o processo de extragdo por mais duas
vezes e as fases de cloroférmio foram juntadas e filtradas em papel de filtro
molhado com cloroférmio. O filtrado foi concentrado mediante evaporagdo com

nitrogénio em banho-maria (45-55°C) até obter os lipidios secos.

A composi¢do de dcidos graxos das diferentes amostras de lipidios secos
foi determinada aplicando-se a versdo do método de Hartman & Lago (1973),
citado por Rosa (1999), que consiste na preparacdo do material por
homogeneizacdo e saponificagdo para conversido dos dcidos graxos em ésteres
metilicos. A extracdo dos metil-éster dos acidos graxos, em diferentes passos
incluiu a saponificacdo em banho fervente por 5 minutos, com 4 ml de NaOH
0,5M em metanol, esterificacio em banho fervente por 5 minutos com reagente
esterificante (10 g cloreto de amdnia + 300 ml metanol + 15 ml H,SO,), adi¢do
de 4 ml de NaCl saturado, extracdo dos ésteres metilicos com 5ml de hexano,
evaporac¢do com gas N, em banho-maria (55°C) e, finalmente, adi¢do de 1 ml de

hexano para a sua determinag@o cromatografica.

As anélises cromatogréficas foram realizadas no Laboratério de Pesquisa
Animal/Zootecnia, utilizando-se um cromatdgrafo gasoso CP 3800, Varian,
equipado com injetor automdtico CP 8200, detector por ionizacdo em chama,
injetor split/splitless, coluna capilar de silica fundida DB-W AX (30m x 0,25
mm x 0,25f'm) (J&W Scientific, USA). Os dados foram coletados e tratados
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com uma estacdo de trabalho Varian Star, acoplada a um software (Borwin,
JMBS Developpements). As condi¢des cromatograficas foram: temperatura da
coluna 150°C a 230°C. 10°C/minuto (isotérmica); gds de arraste nitrogénio
numa vazao de 2,0 ml.min-1, temperatura do detector em 280°C e do injetor em

250°C e split na razdo 1:25.

Os picos dos 4cidos graxos foram integrados usando um software de
cromatografia Varian Star e a identificacdo dos 4cidos foi feita por comparacio
dos tempos de retengdo com referéncia a padrio interno trabalhado e padrdes
certificados (PUFA 1 e 37 Component FAME Mix, Supelco), assim como por

comparacao com espectro de massa das diferentes amostras.

3.4 Sémen resfriado

Utilizou-se o sémen dos animais coletados na décima semana apds o
inicio do experimento para o processamento de resfriamento. Logo apds a coleta
e avaliacdo do sémen, este foi diluido com diluente Beltsville Thawing Solution
(BTS) comerciado pela Minitub do Brasil®, cuja férmula estd apresentada na

Tabela 3.

TABELA 03. Composi¢do quimica do diluente BTS (UFLA, Lavras, MG,

2004)

Ingredientes BTS
Glicose (g) 37,00
Citrato de s6dio (g) 6,00
Bicarbonato de sédio (g) 1,25
EDTA (g) 1,25
Cloreto de potéssio (g) 0,75
Penicilina G potéssica (UI) 500.000
Sulfato de estreptomicina (g) 0,50
Agua destilada q.s.p. (ml) 1000
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Realizou-se uma dilui¢do de 1:1 (sémen/diluente), acrescentando sempre
o diluente ao sémen, vagarosamente, com agitacdo constante do frasco de s€émen
até completa mistura do diluente. O diluente foi preparado meia hora antes da
diluicdo e mantido em banho-maria a uma temperatura de 32°C. O sémen
diluido foi armazenado em tubos de vidro a temperatura de 15 a 17°C. Apés 24
horas de armazenamento, amostras de sémen diluido com diluente BTS foram
aquecidas a 37°C durante 20 minutos e avaliadas com relagdo a motilidade e ao

vigor dos espermatozdides.

3.5 Sémen congelado

Na décima primeira semana apds o inicio do experimento, foram
coletados s€émen dos animais para o processamento de congelamento seminal. O
sémen congelado usado neste experimento foi processado segundo a técnica

Hulsemberg/Hannover (Westendorf et al., 1975, citados por Gomes, 1979).

Feitas as avaliacdes microscopicas e fisico-quimicas, como descrito para
sémen resfriado, seguiu-se a dilui¢do (1:1) com diluente BTS (Tabela 03). A

sequéncia metodoldgica foi a seguinte, como relatado por Murgas (1999).

O sémen pré-diluido foi colocado num ambiente a temperatura de 20 a

24° C, durante duas horas.

Resfriou-se o s€émen e o diluente de refrigeracio D2 (Tabela 04) a uma

temperatura de 15°C, durante duas horas.
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TABELA 04. Diluente de refrigeragdao (D2), usado no congelamento do s€émen
(UFLA, Lavras, MG, 2004)

Ingredientes Quantidades
Lactose 11g
Gema de ovo 25 ml
Agua destilada q.s.p. 125 ml

A seguir, o sémen foi centrifugado a 1.500 G, durante 10 minutos. Foi
retirado o sobrenadante do centrifugado por pipetagem, centrifugando-se
novamente por mais 10 minutos. Encerrada a centrifugagdo, o s€émen, entio
concentrado, foi diluido com o diluente de refrigeracdo (D2) na proporcao de
1:1. Imediatamente, o sémen foi colocado a temperatura de 5°C em geladeira
juntamente com os diluentes D2 e D3 (Tabela 05) e as palhetas a utilizadas no

envasamento.

TABELA 05. Diluente de congelamento (D3), usado no congelamento do
sémen (UFLA, Lavras, MG, 2004)

Ingredientes Quantidades
Diluente D2 93,5 ml
Glicerol 4,5 ml

Depois de permanecer por uma hora e trinta minutos na geladeira a 5°C,

o sémen foi diluido novamente com diluente D2 na proporgao 1:1.
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Ap6s a redilui¢do com diluente D2, foi realizada a dilui¢gdo com diluente
de congelamento (D3) a 5° C na propor¢do de 1:1. O sémen foi envasado em
palhetas de 0,55 ml. O congelamento em vapor de nitrogénio liquido foi
realizado utilizando-se uma caixa de isopor contendo, em seu interior, uma
grade de arame a 6 cm do nivel de nitrogénio liquido. As palhetas foram
colocadas sobre a grade, ai permanecendo por 20 minutos e, em seguida,

transferidas para um botijdo contendo nitrogénio liquido.

3.6 Avaliacao testicular histolégica

Todos os animais de cada tratamento foram castrados apds a décima
primeira semana do inicio do experimento, para posterior avaliagdo dos
pardmetros histolégicos, seguindo a metodologia adotada por Trudeau et al.
(1986). Imediatamente apds a castragdo, os testiculos foram pesados e medidos

com auxilio de paquimetro.

Foram coletados fragmentos de parénquima testicular a castragdo,
segundo metodologia utilizada por Silva (1997), os quais foram desidratados em
séries crescentes de dlcoois, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e
seccionados a 5 um de espessura. Os cortes foram corados segundo a técnica de
hematoxilina-eosina, de acordo com a técnica de Behmer et al. (1976), no
Laboratério de Histopatologia do Departamento de Medicina Veterinaria da

UFLA.
A andlise histoldgica dos testiculos constou dos seguintes parametros:

- o didmetro dos tibulos seminiferos (DTS), medido em 10 seccdes
transversais de tibulos escolhidos ao acaso, apresentando contorno o mais
circular possivel, considerando-se sempre seu menor didmetro, conforme

recomendacdes de Berndtson & Picket (1987);
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— aespessura do epitélio seminifero (EES), medida nas mesmas 10 sec¢Oes em
que se obteve o didmetro tubular, a qual foi obtida de uma média de quatro
medidas, desde a membrana basal até a borda luminal, separadas entre si por

um angulo de 90°.

3.7 Delineamento experimental e analise estatistica
3.7.1 Parametros seminais

Para as varidveis motilidade, vigor, alteragdes de cauda e presenca de
gota citoplasmdtica proximal dos espermatozéides, foi adotado o teste de qui-
quadrado para verificar as diferengas entre os tratamentos, ji que estes dados
ndo foram significativos ao teste de normalidade e nem passiveis de

transformacao.

Para as varidveis de volume, concentracdo e nimero total de células

espermdticas dos ejaculados, adotou-se o seguinte modelo estatistico:

Yijk =u+ Ti + Bj + Lk + (FL)ik + eijk

em que:
Yijx = caracteristica avaliada, referente ao tratamento i na data j;
u = média geral da caracteristica;
Ti = efeito do tratamento 1, sendo1=1, 2, 3 e 4;
Bj = efeito do bloco j, sendoj=1,2,3,4,5¢ 6;
L, = efeito do semana k, sendok=1,2,3,4,5,6¢7;

(TL)ik = efeito da interagc@o do tratamento i com a semana k;
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ejk = erro aleatdrio associado a cada observacdo, considerado normal e

independentemente distribuido com média 0 e varidncia 6.

Para as varidveis alteracdes morfologicas totais e de cabeca dos

espermatozodides dos ejaculados, adotou-se o seguinte modelo estatistico:

Yijk =u+ Ti + Bj + Pk + (CP)ik + eijk

em que
Yijx = caracteristica avaliada, referente ao tratamento i na data j;
u = média geral da caracteristica;
Ti = efeito do tratamento 1, sendo1=1, 2, 3 e 4;
Bj = efeito do bloco j,sendoj=1,2,3,4¢e5;
P, = efeito da semana k, sendok=1,2,3,4,5,6¢e7;
(TP)ik = efeito da intera¢do do tratamento i com a semana k;

ejx = erro aleatério associado a cada observacdo, considerado normal e
independentemente distribuido com média 0 e varidncia 6.
3.7.2 Histologia testicular

Para a andlise de variancia do diametro e da espessura do epitélio dos
tdbulos seminiferos dos testiculos apds a castragdo dos animais no final do

experimento, seguiu-se seguinte modelo estatistico:
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Yi=p+Ai+B;+e;
em que
Yij = caracteristica avaliada, referente ao tratamento i na bloco j;
u = média geral da caracteristica;
Ai = efeito do tratamento 1, sendoi=1,2,3 e 4;
Bj = efeito do bloco j, sendo j=1,2,3 e 4;

ej = erro aleatério associado a cada observacdo, considerado normal e

_ o (1 AL D
independentemente distribuido com média O e variancia 6"

3.7.3 Perfil de acidos graxos

Para a andlise de varidncia do perfil de 4cidos graxos estudados, o

modelo estatistico adotado foi:

Yij =u-+ Ti + Dj + (TD)ij + €j

em que

Y;j = caracteristica avaliada, referente ao tratamento i na data j;
u = média geral da caracteristica;

Ti = efeito do tratamento 1, sendoi1=1, 2, 3 e 4;

Dj = efeito da data j, sendo j = 1 (inicio) e 2 (final);

(TD)ij = efeito da interacdo do tratamento i com a data j;

ej = erro aleatério associado a cada observacdo, considerado normal e

independentemente distribuido com média 0 e varincia 6.
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3.7.4 Sémen resfriado

Para as varidveis motilidade e vigor espermdticos apds 24 horas sob

resfriamento a 15-18°C aplicou-se o teste de qui-quadrado.

3.7.5 Sémen congelado

Para a varidvel de alteracdes totais de cabeca dos espermatozdides apés

descongelamento adotou-se o seguinte modelo estatistico:

Yij=p+Hi+Mj+eij

em que:
Y;j = caracteristica avaliada, referente ao tratamento i na bloco j;
u = média geral da caracteristica;

Hi = efeito do tratamento i, sendoi=1, 2,3 e 4;

M;j = efeito do bloco j, sendo j =1, 2,3 e 4;

ej = erro aleatério associado a cada observacdo, considerado normal e

independentemente distribuido com média 0 e varincia 6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracteristicas seminais

Os valores obtidos para as caracteristicas fisicas motilidade e vigor do
sémem dos animais que receberam as ragdes tratamentos estdo dispostos nas
Tabelas 06 e 07. Para a motilidade espermatica nao foi observada significancia
entre os tratamentos, porém, com relacdo ao vigor espermatico o teste de qui-
quadrado (P=0,0392) mostrou ser significativo, sendo que a adi¢cdo de 3% de
6leo de peixe mostrou os melhores resultados em relagdo aos outros o6leos,
quando adicionado as dietas dos reprodutores. Rooke et al. (2001), fornecendo
3% de 6leo de atum na dieta de varrdes, observaram aumentos significativos da
motilidade progressiva. Os resultados mostram que, embora a motilidade dos
espermatozoides ndo sofressem melhora, a intensidade de movimentacdo destes,
representada pelo vigor aumentado significativamente, pode melhorar a

fertilidade destes animais recebendo o 6leo de peixe em suas dietas.
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TABELA 06. Motilidade espermatica total (%) dos ejaculados dos reprodutores
recebendo diferentes fontes de 6leo (UFLA, Lavras, MG, 2004)

Tratamentos Avaliagdo Total
50 60 70 75 80 8 90 95 100

1 N 1 6 4 1 8 7 7 8 0 42
% 0,60 3,57 238 0,60 4,76 4,17 4,17 4776 0,00 25,00

2 N 2 6 4 3 6 4 9 8 0 42
% 1,19 3,57 2,38 1,79 357 238 536 4,76 0,00 25,00

3 N 0 2 9 2 11 9 6 2 1 42
% 0,00 1,19 536 1,19 6,55 536 3,57 1,19 0,60 25,00

4 N¢ 0 1 5 1 10 7 10 8 0 42
% 0,00 0,60 298 0,60 595 4,17 595 476 0,00 25,00

Total 3 15 22 7 35 27 32 26 1 168
% 1,79 8,93 13,10 4,17 20,83 16,07 19,05 15,48 0,60 100,00

Teste de qui-quadrado (P=0,3613)

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaga + vitamina E;
3 =ragéo com 3% de 6leo de PUFA + vitamina E; 4 = racdo com 3% de 6leo de peixe + vitamina
E.

TABELA 07. Vigor espermédticos dos ejaculados dos reprodutores recebendo
diferentes fontes de 6leo (UFLA, Lavras, MG, 2004)

Avaliacao

Tratamentos Total
1 2 3 4 5

1 N® 0 6 9 14 13 42
% 0,00 3,57 5,36 8,33 7,74 25,00

) e 1 7 4 13 17 42
% 0,60 4,17 2,38 7,74 10,12 25,00

3 e 0 3 13 18 8 42
% 0,00 1,79 7,74 10,71 4,76 25,00

4 e 0 0 6 19 17 42
% 0,00 0,00 3,57 11,31 10,12 25,00

Total 1 16 32 64 55 168
% 0,60 9,52 19,05 38,10 32,74 100,00

Teste de qui-quadrado (P=0,0392)

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca + vitamina E;
3 =ragdo com 3% de 6leo de pufa + vitamina E; 4 = racdo com 3% de éleo de peixe + vitamina E.
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Nas Tabelas 08, 09 e 10 estdo mostrados os valores médios para o
volume, a concentracdo e o nuimero total de células (NTC) do ejaculado,
respectivamente. O volume e o NTC foram significativamente maiores (P<0,01)
para o tratamento que recebeu o 6leo comercial PUFA®, porém, a concentragio

dos ejaculados mostrou-se semelhante entre os tratamentos.

TABELA 08. Valores médios para o volume (ml) do ejaculado dos suinos
recebendo diferentes fontes de d6leo na dieta (UFLA, Lavras,
MG, 2004).

Tratamentos
Dias 1 2 3 4
NT T NT T NT T NT T NT T
7 134,35 490 111,64 4,72 206,06 533 154,80 5,04 147,90 5,00
14 158,28 5,06 141,92 496 267,71 5,59 179,17 5,19 181,18 5,20
21 137,78 493 17548 5,17 189,38 5,24 175,73 5,17 168,42 5,13
28 142,62 4,96 152,44 5,03 204,86 5,32 163,21 5,10 164,20 5,10
35 20992 535 131,03 4,88 246,66 5,51 166,76 5,12 183,40 5,21
42 222,38 540 154,90 5,04 204,24 5,32 169,32 5,13 185,78 5,22
49 184,18 5,22 232,90 545 22390 541 173,23 5,15 201,97 5,31
Média 166,80 5,12b 153,45 5,03b 218,97 5,39 a 168,71 5,13 b

Meédias seguidas de letras distintas na linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Média

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca + vitamina E;
3 = ragdio com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = raciio com 3% de Gleo de peixe + vitamina E.

NT = dados nZo transformados; T = dados transformados através da raiz quadrada dos dados
coletados
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Murgas (1999), trabalhando com 6leo de soja na dieta de reprodutores,
também encontrou aumento do volume espermdtico quando adicionou 4,2% do

6leo na alimentacdo.

TABELA 09. Valores médios para concentracio espermatica (x10’/mm®) dos
suinos recebendo diferentes fontes de Oleo na dieta (UFLA,
Lavras, MG, 2004).

Tratamentos
Dias 1 2 3 4
NT T NT T NT T NT T NT T
7 330 1,19 2,60 095 2,89 1,06 235 0,85 2,76 1,02
14 325 1,18 3,58 1,28 2,54 093 3,77 133 3,25 1,18
21 382 1,34 317 1,15 2,19 0,78 4,87 1,58 3,37 1,22
28 281 1,03 3,13 1,14 1,88 0,63 282 1,04 2,61 0,96
35 3,27 1,18 4,10 141 427 145 2,63 097 3,50 1,25
42 427 145 4,04 140 518 1,64 3,24 1,18 4,12 1,42
49 333 1,20 423 144 2,69 099 396 138 3,50 1,25
Média 341 1,23 3,50 1,25 292 1,07 3,28 1,19

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca +
vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = ragdo com 3% de 6leo
de peixe + vitamina E.

Média

NT = dados ndo transformados; T = dados transformados através da raiz quadrada dos
dados coletados.

Maldjian et al. (2001), fornecendo um suplemento especifico
(PROSPERM) de 4cidos graxos poliinsaturados para varrdes, observaram
aumentos dos niveis de DHA e diminuicio de EPA, ambos Omega-3,
proporcionado aumento da concentracdo espermdtica dos ejaculados em relacdo

ao grupo controle que ndo recebia 6leo em sua dieta. Porém, Murgas (1999),
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usando 6leo de soja, que é mais rico em fontes de 4cidos graxos 6mega-6, nao

encontrou melhora neste parametro.

TABELA 10. Valores médios para o ntmero total de células espermadticas
(x10°) dos suinos recebendo diferentes fontes de 6leo na dieta
(UFLA, Lavras, MG, 2004).

Tratamentos
Dias 1 2 3 4

Média

NT T NT T NT T NT T NT T

7 40,71 371 42,64 375 7120 427 6562 4,18 53,37 3,98
14 48,66 3.88 39,63 3,68 10536 466 4747 386 5573 402
21 3604 358 5537 401 8644 446 3611 3,59 49,96 391
28 50,62 3,92 4871 3,89 108,83 469 5747 405 62,66 4,14
35 6420 4,16 31,92 346 5747 405 6304 4,14 5220 3,96
42 51,57 394 3805 364 39,15 3,67 5190 395 44,68 3,80
49 5503 401 53,74 398 8251 441 43,15 376 56,96 4,04

Média 48,79 3.89b 43,56 3,77b 74,80 431a 51,12 393b

Meédias seguidas de letras distintas na linha, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaga + vitamina E;
3 =racio com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = racio com 3% de 6leo de peixe + vitamina E.

NT = dados nZo transformados; T = dados transformados através da raiz quadrada dos dados
coletados.

Embora a concentracdo espermdtica ndo tenha sido alterada
significativamente pelos tratamentos, observou-se uma queda da concentragio
em decorréncia da maior produ¢do de liquido seminal pelas glandulas acessérias
pelo uso do 6leo comercial PUFA®, sendo que o maior nimero de células no
ejaculado foi proporcionado pelo maior volume espermdtico destes animais.

Também destaca-se que o maior didmetro dos tibulos seminiferos dos testiculos
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dos animais recebendo o 6leo comercial PUFA® observado na histologia
testicular possa explicar o maior volume e nimero de células produzidas no

ejaculado desse grupo de animais em relacdo aos outros tratamentos.

Na Tabela 11 estdo mostrados os valores médios das alteracdes
morfoldgicas totais dos ejaculados dos reprodutores recebendo as dietas com

diferentes fontes de dleos.

TABELA 11. Valores médios das alteragdes morfoldgicas totais (%) dos
espermatozdides dos varrdes recebendo suplementacdo de
dcidos graxos nas dietas (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Tratamentos
Dias 1 2 3 4

Média

NT T NI T NI T NT T NI T

7 18,75 433 20,07 448 16,08 401 13,10 3.62 16,89 4,11
14 1325 364 961 3,10 10,82 3,29 1521 3,90 12,13 3,48
21 388 197 548 234 424 206 11,02 332 588 243
28 801 2,83 2,82 1,68 1043 323 894 299 723 2,69
35 6,15 248 11,83 344 918 3,03 870 295 885 297
42 801 283 992 3,15 520 228 847 291 7,80 2,79
49 412 2,03 11,70 342 1,77 133 7,13 267 562 2,37

Média 8,29 288 955 3,09 7,56 2,75 10,24 3,20

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca +

vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = racdo com 3% de 6leo
de peixe + vitamina E.

NT = dados ndo transformados; T = dados transformados através da raiz quadrada dos
dados coletados
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Nao houve efeito significativo (P>0,10) dos tratamentos sobre este
pardmetro. Murgas (1999) trabalhando com animais puberes e coletando sémen
apds fornecimento de O6leo de soja até os 120 kg também ndo encontrou
diferenca nas alteragdes morfolégicas com a adi¢do do d6leo em relacdo ao
controle (sem o6leo). No entanto, os valores médios observados foram bem
superiores aos encontrados neste trabalho com 6leos dmega-3. Talvez a melhor
explicacdo seja a de que os animais deste experimento apresentaram uma maior
maturidade sexual, devido a maiores idade e peso, o que refletiu em menores

alteracdes morfoldgicas.

As alteragdes morfoldgicas totais diminuiram significativamente
(P<0,01) a medida que foram sendo realizadas as coletas (Figura 02). Esses
resultados indicam que os animais, ao longo do experimento, ainda apresentaram
melhora na qualidade espermatica, em funcdo da maturidade sexual ndo

totalmente estabelecida.
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FIGURA 02. Morfologia espermitica total dos ejaculados dos varrdes
recebendo dietas com diferentes fontes de 6leos (UFLA,
Lavras, MG, 2004).
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Segundo Bortolozzo (1999), os suinos, ao passar da idade dos 4 aos 7
meses, apresentam aumentos gradativos no volume e concentragdo espermaticos
e, ao mesmo tempo, reducdo do nimero de células espermadticas

morfologicamente alteradas.

Os valores médios para as alteragdes morfoldgicas de cabega e da cauda
dos espermatozdides estdo demonstrados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente.
O efeito dos tratamentos nao foi observado, mas também foi observada uma
reducdo nas alteracdes de cabeca do espermatozéide ao longo do periodo de
realizacdes das coletas (Figura 03). Com relagdo as alteragdes de cauda, foi
possivel observar significancia (P=0,055) pelo teste de qui-quadrado, devido ao
fornecimento dos 6leos aos animais, sendo que o tratamento sem a adig¢do de
6leo apresentou os melhores resultados, principalmente quando confrontado com

os valores médios com a adi¢@o do 6leo de peixe.

TABELA 12. Valores médios das alteracdes morfolégicas da cabega (%) dos
espermatozoides dos varrdes recebendo suplementacdo de 4cidos
graxos nas dietas (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Tratamentos

Dias 1 2 3 4 Média
NT T NI T NI T NI T NI T
7 6.67 258 460 214 719 2068 212 146 493 222
14 147 121 078 088 125 112 200 141 135 116
21 059 077 138 1,7 008 028 047 068 052 072
28 278 167 008 028 156 125 078 0838 104 1,02
35 279 167 212 146 210 145 136 1.17 207 144

42 087 093 047 068 056 075 149 122 081 090

49 0,23 048 032 0,57 0,08 028 0,04 020 0,14 0,38
Média 1,77 1,33 1,06 1,03 1,25 1,12 1,00 1,00

Tratamentos: 1 = Controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca +

vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = racdo com 3% de 6leo
de peixe + vitamina E.

NT = dados ndo transformados; T = dados transformados através da raiz quadrada dos
dados coletados
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Em suinos, as alteracdes do acrossoma podem passar facilmente
desapercebidas se o observador ndo estiver atento. O acrossoma pode
apresentar-se de vdrias maneiras, isto €, enrugado, condensado, dobrado, solto

ou vesiculoso (Ferreira, 1995).
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FIGURA 03. Alteragdes morfoldgicas da cabeca dos espermatozdides dos
ejaculados dos varrdes recebendo dietas com diferentes fontes
de 6leos (UFLA, Lavras, MG, 2004).
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TABELA 13. Valores médios das alteracdes morfoldgicas da cauda (%) dos
espermatozdides dos varrdes recebendo suplementacdo de dcidos
graxos nas dietas (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Tratamentos Classes Total
<5 6-10 11-15 16-20 21-30 31-35
1 N2 33 0 2 0 0 0 35
% 23,57 0,00 1,43 0,00 0,00 0,00 25,00
’ e 26 5 0 3 1 0 35
% 18,57 3,57 0,00 2,14 0,71 0,00 25,00
3 e 28 5 1 1 0 0 35
% 20,00 3,57 0,71 0,71 0,00 0,00 25,00
4 e 22 8 2 1 0 2 35
% 15,71 5,71 1,43 0,71 0,00 1,43 25,00
Total 109 18 5 5 1 2 140
% 77,86 12,86 3,57 3,57 0,71 1,43 100,00

Teste de qui-quadrado (P=0,0550)

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca +
vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = ragdo com 3% de 6leo
de peixe + vitamina E.

Com relagdo a presenga de gota citoplasmdtica proximal, ndo observou-
se diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,10). Os dados estdo

demonstrados na Tabela 14.

Segundo Hafez (1982), nos animais, a gota citoplasmatica, que é um
resto de citoplasma da espermdtide, normalmente se desloca ao longo da peca
intermedidria durante a passagem dos espermatozdides através do epididimo.
Assim, os tratamentos ndo mostraram haver interferéncia nesta eliminacido de

membranas durante a maturagdo espermatica.
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TABELA 14. Valores médios das alteragdes morfoldgicas de gota proximal (%)
dos espermatozéides dos varrdes recebendo suplementacdo de

dcidos graxos nas dietas (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Tratamentos Classes Total
< 6-10 11-15 16-20 21-30

1 N2 32 0 1 1 1 35
Yo 22,86 0,00 0,71 0,71 0,71 25,00

5 ¢ 32 2 0 0 1 35
% 22,86 1,43 0,00 0,00 0,71 25,00

3 ¢ 33 2 0 0 0 35
% 23,57 1,43 0,00 0,00 0,00 25,00

4 ¢ 33 2 0 0 0 35
% 23,57 1,43 0,00 0,00 0,00 25,00

Total 130 6 1 1 2 140

% 92,86 4,29 0,71 0,71 1,43 100,00

Teste de qui-quadrado (P=0,6133)

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca +
vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = ragdo com 3% de 6leo
de peixe + vitamina E.

As caracteristicas do s€men, observadas neste experimento, podem ser

consideradas satisfatérias, uma vez que coincidem com os valores considerados

normais para o suino adulto, de acordo com Owsianny et al. (1998).

4.2 Histologia testicular

Na Tabela 15 estdo evidenciados os valores médios para os pardmetros

histolégicos de espessura do epitélio e didmetro dos tibulos seminiferos. Foi
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observado um significativo aumento no didmetro tubular (P<0,05) dos animais

recebendo o 6leo comercial PUFA® .

TABELA 15. Valores médios (x10° wm) para espessura do epitélio e didmetro
dos tibulos seminiferos em suinos alimentados com diferentes
fontes de 6leo (UFLA, Lavras, MG, 2004).

e . Tratamentos
Variaveis
1 2 3 4
Diametro tubular 0,209 ab 0,207 b 0,243 a 0,220 ab
Espessura tubular® 0,064 0,069 0,092 0,070
Espessura tubular® 2,754 a 2,684 a 2,430 a 2,658 a

Meédias seguidas de letras distintas na linha, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca +
vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = racdo com 3% de 6leo
de peixe + vitamina E.

A = dados néo transformados; B = dados transformados através de —log;oy

Murgas (1999) ndo encontrou diferenca significativa entre os

tratamentos com diferentes niveis de soja e sem a adicao deste 6leo.

4.3 Perfil de acidos graxos dos espermatozoides

Os resultados da andlise de variancia ndo mostraram efeito significativo
(P<0,05) para os 4cidos graxos o<-linolénico e EPA, entretanto, as alteracdes de
DHA na membrana dos espermatozdides foram significativas (P<0,01),
conforme mostrado nas Tabelas 16, 17 e 18, respectivamente. Entretanto, foi
observada uma interacdo entre os efeitos dos tratamentos e data de observacio

do perfil dos 4cidos graxos nos espermatozodides.
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TABELA 16. Valores médios para o acido o<-linolénico nos ejaculados dos
reprodutores suinos recebendo diferentes fontes de 6leo no inicio
e final do experimento (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Data

Tratamentos — - Média
Inicio Final

1 0,41 Ab 2,91 ABa 1,66 A

2 0,28 Ab 2,22 ABa 1,25 A

3 0,45 Ab 3,35 Aa 1,90 A

4 0,19 Ab 1,73 Ba 0,96 A
Média 0,35b 2,63 a

Meédias seguidas de letras distintas mindsculas na linha, diferem pelo teste de “F”.
Médias seguidas de letras distintas maidsculas na coluna, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = ra¢do com 3% de 6leo de linhaga + vitamina E; 3 =
racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = racio com 3% de 6leo de peixe + vitamina E.

Inicio: apds quatro semanas de fornecimento das ragdes experimentais; Final: apGs onze semanas
de fornecimento das ragdes experimentais;

TABELA 17. Valores médios para o EPA nos ejaculados dos reprodutores
suinos recebendo diferentes fontes de 6leo no inicio e final do
experimento (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Tratamentos — Data - Média
Inicio Final

1 0,51 Ab 2,10 Aa 1,30 A

2 0,25 Ab 1,61 Aa 0,93 A

3 0,26 Ab 2,18 Aa 1,22 A

4 0,13 Ab 1,20 Aa 0,67 A
Média 0,30 b 1,82 a

Meédias seguidas de letras distintas mindsculas na linha, diferem pelo teste de “F”.
Meédias seguidas de letras distintas maidsculas na coluna, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tratamentos: 1 = Controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de dleo de linhaga + vitamina E; 3 =
Ragdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = racio com 3% de Gleo de peixe + vitamina E.

Inicio: apds quatro semanas de fornecimento das ragdes experimentais; Final: apés onze semanas
de fornecimento das ragdes experimentais.
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TABELA 18. Valores médios para o DHA nos ejaculados dos reprodutores
suinos recebendo diferentes fontes de d6leo no inicio e final do
experimento (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Data ..

Tratamentos Média
Inicio Final

1 11,22 ABa 9,36 Ba 10,29 B

2 8,43 Bb 14,34 Ba 11,39 B

3 17,58 Aa 16,42 ABa 17,00 A

4 10,57 ABb 23,29 Aa 16,93 A
Média 12,30 b 1543 a

Meédias seguidas de letras distintas mintisculas na linha, diferem pelo teste de “F”.

Meédias seguidas de letras distintas maitsculas na coluna, diferem pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaca +
vitamina E; 3 = racdo com 3% de dleo PUFA® + vitamina E; 4 = racdo com 3% de dleo
de peixe + vitamina E.

Inicio: apds quatro semanas de fornecimento das ragdes experimentais; Final: apds onze
semanas de fornecimento das ra¢des experimentais.

Na Figura 04 € ilustrada o comportamento de deposicdo dos dcidos ao

longo do experimento.

Na quarta semana de fornecimento das diferentes fontes de 6leo aos
animais, quando foi realizada a primeira andlise do perfil de dcidos graxos dos
espermatozdides notou-se que somente o DHA aumentou significativamente
(P<0,01) na membrana dos espermatozdides, sendo este efeito mais pronunciado
quando da utilizagio do 6leo comercial PUFA ® e do 6leo de peixe. No entanto,
no final do experimento, ou seja apds onze semanas de fornecimento dos 6leos
aos animais, observou-se um aumento significativo dos &4cidos graxo oc-

linolénico (P<0,05), do EPA (P<0,05) e do DHA (P<0,01). Esses resultados
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estdio de acordo com Warnants et al. (1999) que relataram que o tempo
necessdrio para incorporacdo maxima de PUFA nos tecidos € de cerca de 6
semanas, podendo haver uma incorporacdo significativa com 4 semanas.
Paulenz et al. (1995), fornecendo dleo de figado de peixe na dieta de suinos
observaram mudancgas nos dcidos graxos dos fosfolipideos do plasma seminal

somente a partir de cinco semanas.

18

16

14

12

10

Porcentagem

Tratamentos

E Linolénico HEPA CODHA

FIGURA 04. Perfil dos acidos graxos ®3 encontrados nas membranas dos
espermatozdides dos varrdes recebendo diferentes fontes de dleo
na alimentacdo (UFLA, Lavras, MG, 2004).
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Durante o experimento foi observado que os animais recebendo somente
farelo de soja e milho juntamente com a suplementacdo de vitamina E (controle)
mudaram o perfil de dcidos graxos, sendo evidenciado aumentos significativos
para o <-linolénico e EPA. Com relacdo ao fornecimento do 6leo de linhaga aos
animais, foi observado um aumento significativo (P<0,01) dos 4cidos graxos o<-

linolénico e EPA e também do DHA (P<0,01).

No tratamento 3 (uso do éleo comercial PUFA®), somente 0 DHA ndo
teve condi¢des de sofrer maior incorporagdo até a fase final do experimento, ou
seja, obteve uma grande incorporacio j4 nas primeiras quatro semanas € 0 seu

perfil seguiu de forma constante até as onze semanas de uso dos 6leos.

Finalmente, com a suplementacdo de 6leo de peixe nas ragdes dos
varrdes, observamos que os dcidos graxos o<-linolénico e EPA aumentaram
significativamente (P<0,05) durante o experimento, sendo que também o DHA
apresentou um acréscimo (P<0,01), sendo este bem mais pronunciado, talvez em

funcdo da sua maior percentagem na composi¢ao quimica do dleo de peixe.

4.4 Parametros seminais apos resfriamento

Os valores médios dos parametros de motilidade e vigor espermaticos

estao representados nas Tabelas 19 e 20, respectivamente.
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TABELA 19. Valores médios para motilidade espermética total (%) do s€émen
resfriado a 15-18°C durante 24 horas em diluente BTS de varrdes
consumindo dietas contendo diferentes fontes de d6leo (UFLA,

Lavras, MG, 2004)

Avaliacao

Tratamentos Total
45 50 55 60 70 75 80 85

1 N¢ 0 0 0 1 1 1 0 1 4
% 0,00 0,00 0,00 6,25 6,25 6225 0,00 6,25 25,00

5 N® 0 0 0 1 2 0 1 0 4
% 0,00 0,00 0,00 6,25 12,50 0,00 6,25 0,00 25,00

3 N¢ 1 1 2 0 0 0 0 0 4
% 6,25 6,25 12,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 25,00

4 N¢ 0 0 0 1 0 1 2 0 4
Yo 0,00 0,00 0,00 6,225 0,00 6,25 12,50 0,00 25,00

Total 1 1 2 3 3 2 3 1 16
Yo 6,25 6,25 12,50 18,75 18,75 12,50 18,75 6,25 100,00

Teste de qui-quadrado (P=0,2330)

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaga +
vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = ragdo com 3% de 6leo
de peixe + vitamina E.

Os animais consumindo a dieta com 6leo de peixe tiveram uma maior

freqiiéncia com valores de motilidade maiores que os outros tratamentos, no

entanto, ndo diferiram estatisticamente pelo teste de qui-quadrado. Em um outro

trabalho pouco semelhante, Murgas (1999), usando 6leo de soja em diferentes

propor¢des, também ndo conseguiu observar diferencas quanto a motilidade

espermatica.
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TABELA 20. Valores médios para vigor espermaticos do s€émen resfriado a 15-
18°C durante 24 horas em diluente BTS de varrdes consumindo
dietas contendo diferentes fontes de dleo (UFLA, Lavras, MG,

2004)
Tratamentos Avaliagdo Total
2 3 4
1 N¢ 1 2 1 4
% 6,25 12,50 6,25 25,00
5 e 0 2 2 4
% 0,00 12,50 12,50 25,00
3 e 2 2 0 4
% 12,50 1250 0,00 25,00
4 e 1 2 1 4
%0 6,25 12,50 6,25 25,00
Total 4 8 4 16
% 25,00 50,00 25,00 100,00

Teste de qui-quadrado (P=0,6767)

Tratamentos: 1 = controle + vitamina E; 2 = racdo com 3% de 6leo de linhaga +
vitamina E; 3 = racdo com 3% de 6leo PUFA® + vitamina E; 4 = ragdo com 3% de 6leo

de peixe + vitamina E.

Também ndo foi observada influéncia dos tratamentos sobre o vigor

espermdtico dos ejaculados apds conservacdo em geladeira por 24 horas. Isto

demonstra que os dcidos graxos fornecidos ndo melhoram a qualidade do s€émen

armazenado, talvez por nio alterar a integridade das células espermaticas.
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4.5 Parametros seminais apés congelamento

Na Tabela 21 estam representados os valores médios das alteracdes
estruturais de cabeca dos espermatozdides dos ejaculados dos reprodutores

recebendo as diferentes fontes de 6leo, apds 20 dias de congelamento.

TABELA 21. Valores médios para alteracdes totais da cabeca dos
espermatozdides do ejaculado de suinos recebendo diferentes
fontes de 6leo em suas dietas (UFLA, Lavras, MG, 2004).

Tratamentos Alteracoes
1 30,38 ab
2 24,13 a
3 42,63 b
4 39,63 ab

Meédias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tratamentos: 1 = Controle + vitamina E; 2 = Rag¢do com 3% de 6leo de linhaca +
Vitamina E; 3 = Ragdo com 3% de dleo PUFA® + Vitamina E; 4 = Ragdo com 3% de
6leo de f + Vitamina E.

Ap6s o descongelamento, 0s animais que receberam o 6leo de linhaca
em suas dietas tiveram uma reducdo significativa (P<0,05) nas alteragcdes da

cabeca dos espermatozdides.

Coincidentemente, os tratamentos 3 e 4, que obtiveram uma maior
percentagem de alteracdes da cabeca dos espermatozodides, foram aqueles que
apresentaram uma maior percentagem do 4cido graxo poliinsaturado DHA. Este
comportamento pode ser explicado por alteracdes fisico-quimicas que a

membrana dos espermatozdides podem experimentar quando a propor¢ao dos
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4cidos graxos de suas membranas forem alteradas, como ja foi sugerido por

Sudheera et al. (1997).

Coniglio (1977), citado por Stubbs & Smith (1984), destaca que, embora
com niveis particularmente ndo muito elevados, os 4cidos graxos essenciais de
cadeia longa no testiculo sdo de grande importincia, uma vez que existem
evidéncias de que esses dcidos graxos tém um papel importante na integridade

das membranas testiculares.

Também, como o EPA € um 4cido graxo altamente poliinsaturado, pode-
se imaginar que a vitamina E utilizada ou os niveis empregados nas ragdes
destes animais ndo foram totalmente suficientes para evitar lesdes celulares por
ocasido de peroxidacdes, conforme observacdes descritas Niki et al. (1993).
Segundo Aitken (1994) e Sikka et al. (1995), estas lesdes podem,

conseqiientemente, causar baixa fertilidade nos machos.

Embora Maldjian et al. (2001) tenham descrito que mudancas especificas
de 4cidos graxos (PUFA) nas membranas espermdticas podem promover efeitos
benéficos ao sémen resfriado e congelado de suinos, nas condicdes em que este
experimento foi realizado nao foipossivel observar melhora na qualidade dos

ejaculados processados.
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que se realizou este experimento, pode-se concluir

que:

1. os suinos podem alterar o perfil de 4cidos graxos de suas membranas

espermadticas, em func¢do da dieta fornecida a estes animais;

2. nas avaliacdes do sémen “in natura”, o uso de 6leo comercial PUFA® e o
6leo de peixe nas ragdes dos animais demonstraram ser mais eficientes para
a producdo de células espermdticas e para a viabilidade destas células,

respectivamente;

3. nas avaliacdes do s€men apds resfriamento, o uso das fontes de 6leos nio

mostrou capacidade de alterar a qualidade;

4. nas avaliagdes do sémen apds o congelamento, verificou-se que o uso dos
6leos comercial PUFA® e o 6leo de peixe resultou na piora da integridade

das membranas espermaticas.
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TABELA 01A. Resumo da andlise de variancia do perfil de acidos graxos dos
ejaculados dos suinos (o-linolénico, EPA e DHA) (UFLA,
Lavras, MG, 2004).

Quadrado médio

FV GL —
o—Linolénico EPA DHA
Tratamento (T) 3 1,204279 N8 0,573879 N 91,293014 **
Data (D) 1 36,548575 **  16,233657 **  68,609604 *
T*D 3 0,615656 ™ 0,224503 ™ 78,831168 **
Erro 20 0,511586 0,223628 11,397506
CV (%) 47,99 44,49 24,35

** - P<0,01; * - P<0,05; NS — ndo significativo.

TABELA 02A. Resumo da andlise do desdobramento da interagdo entre os
efeitos do uso dos dleos nas dietas e da época de andlise do
perfil de acidos graxos nos ejaculados (UFLA, Lavras, MG,

2004).

FV GL Quadrado médio

o-Linolénico EPA DHA

Tratamento/1 3 0,049695 N 0,090674 N 56,691163 **
Tratamento/2 3 1,770240 * 0,707709 * 113,433020 **
Data/1 1 12,475013 *x* 5,056200 ** 6,937813 N
Data/2 1 5,645400 ** 2,760817 ** 52,510417 *
Data/3 1 16,733112 ** 7,372800 ** 2,702812 N
Data/4 1 3,542017 * 1,717350 * 242,952067 **
Erro 20 0,511596 0,223628 11,397506

CV (%) 47,99 44,49 24,35

*#* - P<0,01; * - P<0,05; NS — ndo significativo.
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TABELA 03A. Resumo da andlise de varidncia dos parametros histolégicos dos
reprodutores suinos alimentados com diferentes fontes de 6leo

(UFLA, Lavras, MG, 2004).

Quadrado médio

FvV GL

Didmetro Espessura
Tratamento 3 0,001575 * 0,117942 ™
Bloco 5 0,000322 0,011850
Erro 15 0,000430 0,048114
CV (%) 9,43 8,34

** - P<0,01; * - P<0,05; NS — ndo significativo.

TABELA 04A. Resumo da andlise de varidncia para os parametros seminais de
volume, concentragio e NTC dos reprodutores suinos
alimentados com diferentes fontes de 6leo (UFLA, Lavras,

MG, 2004).
FV GL Quadrado médio
Volume Concentracao NTC
Tratamento (T) 3 0,996010 ** 0,271561 ™ 2,311745 *x*
Bloco 5 0,514383 ** 1,424118 * 2,431947 **
Dias (D) 6 0,245315 ™ 0,571150 ™ 0273213 ™
T*D 18 0,146308 ™ 0,298687 ™ 0,412923 ™
Erro 135 0,115314 0,349443 0,352757
CV (%) 53,14 49,89 14,93

** - P<0,01; * - P<0,05; NS — ndo significativo.
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TABELA 05A. Resumo da andlise de variancia para as alteragdes morfoldgicas
total e de cabeca dos espermatozéides dos ejaculados de
reprodutores suinos alimentados com diferentes fontes de dleo
(UFLA, Lavras, MG, 2004).

FV GL Quadrado médio
Total Cabeca

Tratamento (T) 3 1,4355943 NS 0,7774315 ™
Bloco 4 2,6870990 ™ 0,2916036 ™
Dias (D) 6 7,7654218 ** 6,8750714 **
T*D 18 1,6086734 N 0,6763639 ™
Erro 108 1,6114619 0,9607726

CV (%) 42,63 87,59

** - P<0,01; * - P<0,05; NS — ndo significativo.

TABELA 06A. Resumo da andlise de variancia para alteragdes totais da cabega
apds descongelamento do sémen de reprodutores suinos
alimentados com diferentes fontes de 6leo (UFLA, Lavras,

MG, 2004).

FV GL Quadrado médio
Tratamento 3 288,729167*
Bloco 3 22.854167
Erro 9 56,743056

CV (%) 22,03

** - P<0,01; * - P<0,05; NS — ndo significativo.
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