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RESUMO

Avaliou-se o efeito da adigdo de diferentes fontes de 6leo e niveis de suplementacdo de vitamina E na racéo
sobre as caracteristicas do sémen in natura de suinos reprodutores. Foram utilizados 24 reprodutores Dalboar
85, com idades entre 12 e 18 meses, distribuidos em delineamento inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2
x 3, com duas fontes de 6leo, soja e salmdo, e trés niveis de antioxidantes, 150, 300 e 450mg de vitamina E/kg.
Volume, motilidade espermatica total, teste hiposmatico, porcentagem de espermatozoides vivos e morfologia
espermética ndo diferiram (P>0,05) entre os tratamentos. Oleo de salmio (P<0,05) melhorou o vigor
espermatico. A inclusdo de vitamina E na ragdo melhorou (P<0,05) a concentragdo espermatica, e nao foi
observada diferenca entre as fontes de 6leo (P>0,05). Os animais tratados com 6leo de salméo apresentaram
menor (P<0,05) concentracdo de antioxidantes totais no sémen do que os tratados com 6leo de soja. Observou-
se efeito linear da vitamina E sobre a concentracdo de antioxidantes totais (P<0,05). A fonte de 6leo de salméo
da racdo melhora o vigor espermatico e a concentragdo de antioxidantes totais no sémen.
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ABSTRACT

The addition of oil sources and dietary vitamin E supplementation was evaluated on the characteristics of fresh
boar sperm. Twenty-four mature Dalboar 85 boars of proven fertility and in routine semen production for
artificial insemination were randomly distributed in a factorial arrangement 2 X 3, with two oil sources, soy
and salmon, and three antioxidant levels: 150, 300, and 450mg/kg of vitamin E. Volume, total motile sperm,
hyposmotic swelling test, percentage of live cell, and morphology did not differ (P<0.05) between the animals
from the treatments. Salmon oil improved (P<0.05) sperm vigor. The vitamin E added to the diet improved
(P<0.05) the sperm concentration, and there was no difference between the oil sources (P>0.05). Salmon oil
treatment showed the lowest (P<0.05) concentration of total antioxidants in the semen. Vitamin E and
concentration of total antioxidant showed a linear effect (P<0.05). The semen vigor and the concentration of
total antioxidants were improved by oil sources, but the sperm concentration was dependent on the levels of
vitamin E. Therefore, salmon oil can be used in the diet of male pigs.
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INTRODUCAO espermatozoides, caracterizados por terem

grande quantidade de acidos graxos poli-

Na membrana das células, os acidos graxos sao insaturados. Em alguns mamiferos, o acido
elementos estruturais e compostos bioativos. Em docosa-hexanoico é o 4&cido graxo poli-
muitas espécies, os fosfolipidios sdo os insaturado dominante, embora em outras
principais componentes lipidicos dos espécies o 4&cido docosapentanoico seja o
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principal componente da membrana espermatica.
O sémen suino apresenta ambos os &cidos graxos
em grande quantidade (Penny et al., 2000). Com
relacdo a constituicdo da membrana celular, o
aumento na proporgdo de poli-insaturados nos
espermatozoides, durante sua fase de maturagéo
no epididimo, pode ter efeito pronunciado nas
propriedades fisicas e quimicas da membrana.
Desse modo, a inclusdo de 6leos na ragdo pode
modificar o perfil de é&cidos graxos dos
espermatozoides e, consequentemente, melhorar
a qualidade espermatica (Scott, 1973). Os acidos
graxos poli-insaturados da série 6mega 3 (w3)
predominam nos fosfolipidios das membranas
celulares de cuja permeabilidade e flexibilidade
dependem (Sirri et al. 1995).

Mesmo apresentando efeitos benéficos nos
acidos graxos 3, a presenca de alta
concentragdo de &cidos graxos poli-insaturados
dentro das fracdes lipidicas dos espermatozoides
torna-os altamente susceptiveis a peroxidacéo,
com consequente risco de danos a estrutura
celular (Niki et al., 1993). Portanto, ha
necessidade de um sistema antioxidante para
protegé-los contra danos peroxidativos bem
como contra uma possivel disfuncdo dessas
ceélulas (Cecil e Bakst, 1993; Aitken, 1994).
Acredita-se que 0s danos causados pela
peroxidacdo dos lipidios dos espermatozoides
sejam a principal causa de subfertilidade dos
machos (Hammerstedt, 1993). Assim, este
trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito de
diferentes fontes de Oleo e de niveis de
suplementacdo de vitamina E sobre as
caracteristicas do sémen in natura de suinos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado de setembro de 2005
a janeiro de 2006. Foram utilizados 24 suinos
machos reprodutores Dalboar 85, com idades
entre 12 e 18 meses, alojados em baias
individuais com agua ad libitum e suplementacéo
concentrada didria, segundo as exigéncias
estabelecidas pelo NRC (Nutrient..., 1998). Os
animais foram distribuidos em um delineamento
inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 3,
com duas fontes de 6leo, soja e salmdo, e trés
niveis de antioxidantes, 150, 300 e 450mg de
vitamina E/kg de ragdo, durante 10 semanas.
Foram adicionados 3,5% de oleo,
independentemente da fonte utilizada. A
composicdo centesimal da ragdo, baseada nas
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exigéncias nutricionais do NRC (Nutrient...,
1998), encontra-se na Tab. 1.

As amostras de sémen foram coletadas,
semanalmente, uma coleta/macho/semana, pelo
método da méo enluvada (King e MacPherson,
1973), em sala apropriada com um manequim. O
sémen foi coletado em copo térmico, com agua a
37°C. Imediatamente ap6s a coleta do sémen, 0
ejaculado foi analisado quanto ao volume (mL),
a concentracdo espermatica (x10°mL), &
motilidade  esperméatica  total, ao vigor
espermatico, a porcentagem de espermatozoides
vivos e mortos, a morfologia espermatica e ao
teste hiposmético, conforme normas do CBRA
(Manual..., 1998).

O volume espermatico foi determinado por meio
da pesagem do ejaculado sem a fragdo
gelatinizada, em que 1mL do ejaculado pesa,
aproximadamente, 1g.

Tabela 1. Composicdo centesimal da ragéo
experimental disponibilizada para reprodutores
suinos

Ingrediente Quantidade (kg)
Milho 66,05
Farelo de soja 19,40
Casca de soja 7,38
Oleo’ 3,50
Foscalcio 1,63
Calcario 0,87
Sal 0,45
Premix vitamina e mineral® 0,40
Adsorvente Mycofix 0,20
Lisina 0,13
Total 100,00
Composicéo calculada

Matéria seca (%) 87,53
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.555
Proteina bruta (%) 17,3
Fibra (%) 4,60
Célcio (%) 0,79
Fdsforo disponivel (%) 0,45
Gordura (%) 6,59
Metionina (%) 0,237
Metionina + cistina (%) 0,503
Lisina (%) 0,799

IOleos de soja e de salmdo foram adicionados na
mesma proporgao.

2premix vitaminico e mineral suino reproducéo 0,4%
(Perdigdo S/A — Cascavel, Brasil).

A concentracdo espermatica foi determinada pelo
aparelho espectrofotémetro SpermaCue (Minitub
do Brasil Ltda.), que utiliza um filtro de 570nm
para medir o grau de opacidade da amostra. Para
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a analise, 20uL da amostra do sémen foram
retirados e colocados na microcuveta, que
apresenta a superficie interna revestida com um
reagente seco, e a contagem foi realizada pelo
nimero de células por unidade de volume
estimado pela opacidade do ejaculado, a qual foi
medida pela porcentagem de transmissdo ou
absorbancia da amostra.

A avaliacdo da motilidade total (%) e do vigor
espermatico foi examinada em microscopia de
contraste de fase em aumento de 200x,
utilizando-se uma aliquota de 10uL de sémen,
depositada entre ldmina e laminula, ambas
mantidas a 37°C. O vigor foi classificado de
acordo com Ferreira Neto et al. (1977), variando
de zero (0) a cinco (5), sendo o escore 0
equivalente a total imobilidade espermaética, e o
escore 5 & movimentacdo intensa, vigorosa,
progressiva e com formacéo de ondas.

A coloragéo foi realizada imediatamente ap6s a
coleta. Foram misturadas sete gotas de corante
eosina-nigrosina com trés gotas de sémen in
natura em um tubo pequeno (Murgas et al.,
2001). O esfregaco foi feito em lamina aquecida
e examinado em microscopio com aumento de
400x para identificar os espermatozoides vivos
(aparecendo sem coloragcdo) e os mortos que
absorveram o corante e se tornaram vermelhos,
segundo metodologia de Barth e Oko (1989).
Foram contadas 100 células espermaticas de cada
amostra.

Para a avaliagdo da morfologia espermatica,
utilizou-se a técnica de preparacdo Umida.
Aliquotas de 10puL de sémen foram adicionadas
em 1mL de formol-salino tamponado e estocado
a temperatura ambiente até analises. Foram
contadas 100 células no microscépio dptico de
contraste de fase no aumento de 1000x para a
determinacdo do percentual de anormalidades
espermaticas, classificadas segundo CBRA
(Manual..., 1998), e dividiram-se as
anormalidades em defeitos maiores e menores.

O teste hiposmotico (HOST), que avalia a
integridade da membrana plasmaética, foi usado
no sémen in natura, conforme a técnica da
preparacdo Umida. Na solucdo a base de citrato
de sadio e frutose (0,9mL), com osmolaridade de
150mOsmol/L (Vazquez et al., 1997), foram
adicionados 10puL de sémen diluido, e a mistura
foi incubada por 30 minutos, em banho-maria a
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37°C. Apos esse periodo, aliquotas de 15ulL da
mistura foram colocadas entre 1dmina e laminula,
para a contagem de 100 células de cada solucéo
em microscopia de contraste de fase com
aumento de 400x. As células foram classificadas
quanto a presenga ou ndo da cauda enrolada,
segundo Kumi-Diaka (1993).

A avaliagdo in vitro da concentracdo de
antioxidantes totais (AOT) no sémen foi feita em
ejaculados de suinos na primeira, quarta, sétima e
décima semanas, utilizando-se kits (Randox
Limited, Crumlin) apropriados. Foram avaliadas
100 amostras, distribuidas entre os tratamentos.

As anélises foram realizadas com a utilizacdo do
programa SAEG (Sistema..., 1997). As variaveis
foram submetidas aos testes de normalidade e
homocedacidade e, posteriormente, & anélise de
variancia e ao teste de SNK para comparacao de
médias entre as fontes de 6leo, com nivel de
significancia de 5%, e a andlise de regressdo para
0s niveis de antioxidantes usados. Quando houve
interacdo, foi determinado o efeito do nivel de
antioxidante dentro de cada fonte. As varidveis
gue ndo atenderam as premissas para a analise de
variancia, mesmo apds as transformagdes, foram
submetidas ao teste ndo paramétrico de
Wilcoxon (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram observados efeitos da fonte de 6leo e
do nivel de vitamina E nem de sua interagdo
sobre o volume do sémen, a motilidade
espermatica total e a porcentagem de
espermatozoides vivos (Tab. 2), sobre a
porcentagem de espermatozoides reativos ao
HOST (Tab. 3) e sobre a morfologia
espermatica (Tab. 4) (P>0,05). Os valores
médios das caracteristicas seminais observadas
aproximam-se dos padrfes de normalidade
considerados para a espécie estudada (Henry e
Neves, 1998). Zanini et al. (2003a) testaram
diferentes fontes de éleo na dieta de galos, cuja
membrana espermatica é rica em 6mega 6, €
observaram aumento no volume do sémen dos
galos suplementados com o6leo de soja, ndo
diferindo dos tratados com 6leo de peixe.

Os resultados de motilidade espermatica total,
porcentagem de espermatozoides vivos e
morfologia anormal diferem dos observados por
Maldjian et al. (2005), que verificaram o efeito
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da suplementacdo na racdo de suinos com &cido
docosa-hexanoico (DHA) versus outra sem
DHA. Observou-se que a correlacdo entre a
motilidade espermatica e o teor de DHA nos
espermatozoides ndo foi alta nos tratamentos
com 6leo de soja (r=0,61) e 6leo de salmao
(r=0,53). Nissen e Kreysel (1983), Gulaya et al.
(1993) e Conquer et al. (2000) relataram que o
teor de DHA nos espermatozoides humanos esta
correlacionado com a motilidade espermatica.
N&o se sabe como o DHA pode estar envolvido

na regulacdo da motilidade espermatica em
humanaos, talvez por estar envolvido na regulacéo
de é&cidos graxos livres utilizados pelo
espermatozoide (Jones e Plymate, 1988; 1993)
ou na metabolizacdo de outros compostos
lipidicos (Oliw e Sprecher, 1991). As
propriedades biofisicas do DHA contribuem com
a fluidez e a flexibilidade da membrana
necessarias para a motilidade da cauda (Connor
etal., 1998).

Tabela 2. Volume do sémen, motilidade e porcentagem de espermatozoides vivos no sémen in natura de
suinos, de acordo com a fonte de 6leo e o nivel de suplementago de vitamina E

Fonte de 6leo

Nivel de vitamina E (mg/kg)

150 300 450 Média CV (%)
Volume de sémen

Soja 200,6 249,7 205,9 218,7

Salmédo 223,9 227,5 219,4 223,6

Média 212,3 238,6 212,7 38,3
Motilidade espermética

Soja 83,7 85,0 85,1 84,6

Salméo 85,0 84,4 85,2 84,9

Média 84,4 84,7 85,2 3,63
Espermatozoides vivos

Soja 85,3 86,1 85,7 85,7

Salméo 85,8 85,9 85,7 85,8

Média 85,5 86,0 85,7 2,26

N&o houve diferenca entre as médias pelo teste SNK (P>0,05).

O HOST avalia a integridade funcional da
membrana plasmatica (baseado nas propriedades
osméticas da membrana plasmaética), enquanto o
teste de colora¢do mostra a integridade estrutural
da membrana espermética (baseado na
impermeabilidade de grandes moléculas de
corantes). Espermatozoides vivos podem ter a
membrana ndo funcional, incapaz de reagir
(dobramento da cauda), ainda que suas estruturas
estejam intactas. Por isso, 0 HOST pode ser um
teste mais sensivel do que o teste de coloracéo.
Em ambas as fontes de Oleo adicionadas as

racbes, 0s espermatozoides foram altamente
reativos ao teste hiposmatico, mostrando que nao
hd perda da funcionalidade na membrana
plasmética com o uso desses 0leos.

Os valores registrados para o HOST (Tab. 3)
corroboram com os de Vazquez et al. (1997), que
adaptaram o HOST para espermatozoides de
suino, e reportaram ser este um teste de alta
sensibilidade e repetibilidade para avaliar a
integridade funcional da membrana plasmatica
de suinos.

Tabela 3. Valores do teste hiposmotico no sémen in natura de suinos, de acordo com a fonte de 6leo e 0

nivel de suplementacéo de vitamina E

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de 6leo

150 300 450 Média CV (%)
Soja 82,8 86,0 83,9 84,2

Salmdo 83,5 86,2 88,8 86,2

Média 83,2 86,1 86,4 144

N&o houve diferenca entre as médias pelo teste SNK (P>0,05).
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Para vitaminas lipossollveis, a vitamina E pode
estar envolvida na protecdo direta das células
espermaticas de danos morfoldgicos
(Brzezinska-Slebodzinska et al., 1995). De fato,
a morfologia e a motilidade espermatica total dos
espermatozoides podem ser preservadas por
meio da ligagdo dessas vitaminas a
endoperdxidos (Marin-Guzman et al., 1997;

2000). A porcentagem maxima de anomalias
espermaticas em espermatozoides de
reprodutores suinos é de 20% (Manual..., 1998),
portanto as adi¢Bes de 6leo de soja ou de salmao
e a de vitamina E a racdo ndo afetaram a
qualidade do sémen, ou seja, a morfologia
espermatica (Tab. 4).

Tabela 4. Defeitos maiores e menores observados nos espermatozoides no sémen in natura de suinos, de
acordo com a fonte de 6leo e o nivel de suplementacdo de vitamina E

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de 6leo

150 300 450 Média CV (%)

Defeitos maiores (%)

Soja 2,56 2,50 2,62 2,56

Salméo 2,62 2,56 2,87 2,68

Média 2,59 2,53 2,75 15,0
Defeitos menores (%)

Soja 1,87 1,81 1,06 1,58

Salmao 1,87 1,12 1,00 1,33

Média 1,87 1,46 1,03 8,4

Néo houve diferenca entre as médias pelo teste SNK (P>0,05).

Foi observado efeito da fonte de 6leo (P<0,05)
sobre o vigor espermatico (Tab. 5), sendo maior
no sémen dos animais suplementados com 6leo
de salmdo do que no dos tratados com 6leo de
soja.

Houve efeito (P<0,05) da adicdo de vitamina E a
racao sobre a concentragdo espermética (Tab. 5),
e ndo foi observada diferenca quanto a fonte de
6leo  (P>0,05). As maiores concentraces
ocorreram quando se utilizaram 6leos com niveis
de 150 e 450mg de vitamina E/kg de ragdo (Tab.
5). Em suinos, o efeito de micronutrientes sobre
0 desempenho reprodutivo ndo esta esclarecido.
Os resultados registrados neste  estudo
confirmam os obtidos por Marin-Guzman et al.
(1997), que observaram melhora na qualidade
espermatica apds a suplementacdo da dieta de
suinos com selénio e vitamina E. Também
Brzezinska-Slebodzinska et al. (1995)
observaram  aumento da  concentragdo
espermatica no sémen de suinos suplementados
com vitamina E. Este foi um efeito,
possivelmente, ligado as  propriedades
antioxidantes da vitamina E.

Vale ressaltar que a vitamina E, lipossoluvel, é
absorvida no intestino delgado juntamente com
os lipidios da dieta e outras vitaminas
lipossoltveis. A principio, ela tem o papel de
prote¢do do epitélio germinativo dos testiculos
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contra degeneragdo, entretanto a suplementagdo
dessa vitamina pode ocasionar reducdo das
reservas de outras vitaminas lipossolGveis, por
reduzir sua absorcdo e, consequentemente,
prejudicar o desempenho reprodutivo animal
(Zanini, 2001). A suplementagdo da vitamina E
talvez possa ter dado protecdo antioxidante aos
espermatozoides de ambos os tratamentos. Estes
resultados confirmam os ja obtidos por Maldjian
et al. (2005), que reportaram aumento da
concentragdo espermatica do sémen de animais
suplementados com DHA, sem qualquer adigéo
extra de antioxidante, quando comparado com o
sémen dos animais que ndo receberam
suplementacéo.

Com relagdo a concentragdo de antioxidantes
totais (AOT) no sémen, foi constatado efeito da
fonte de dleo e dos niveis de vitamina E
(P<0,05). Apo6s o desdobramento da interacdo,
constatou-se que nao houve diferenca dos

contrastes observados dentro da interagdo
(P>0,05). Os animais suplementados com éleo de
salmédo apresentaram menor (P<0,05)

concentragdo de AOT no sémen do que oS
tratados com Oleo de soja. Os resultados
corroboram com os registrados por Zanini et al.
(2003b), que, ao trabalharem com diferentes
fontes de 6leo na dieta de galos, constataram que
0 uso de racdo com Oleo de peixe resultou em
menor AOT no sémen.
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Tabela 5. Vigor espermatico, concentracdo espermatica e concentracdo de antioxidantes totais (AOT) nos
espermatozoides no sémen in natura de suinos, de acordo com a fonte de 6leo e o nivel de suplementagao
de vitamina E

Nivel de vitamina E (mg/kg)

Fonte de 6leo

150 300 450 Média CV (%)
Vigor espermatico
Soja 3,92 3,70 4,00 3,87
Salméo 4,00 4,00 4,07 4,02°
Média 3,96 3,85 4,04 8,75
Concentragao espermatica (x10° células/mL)
Soja 424.6 401,5 439,2 421,7
Salméo 468,3 393,1 457,3 439,6
Meédia 446,5A 397,3B 448,2A 21,04
Concentracdo de AOT (mmol/L)
Soja 21,66 21,79 22,24 21,89
Salméo 21,18 21,14 21,12 21,14b
Média® 21,42B 21,46B 21,68A 11,54

Meédias seguidas de letras distintas minusculas na coluna ou mailsculas na linha diferem entre si pelo teste SNK

(P<0,05).
YEfeito linear (P<0,05).

Oleos de origem animal, como o de peixe,
contém elevado teor de PUFAs e baixo teor de
vitamina E (tocoferol), e isto faz com que seja
mais dificil a sua conservacdo mesmo em
condigdes de refrigeracdo (Aradjo, 1999). Bell et
al. (1993) reportaram existir correlagdo negativa
entre motilidade espermatica total e peroxidagdo
lipidica. Foi verificada correlagdo negativa entre
motilidade e AOT nos espermatozoides nos
tratamentos com éleo de soja (r=-0,39) e 6leo de
salmdo (r=-0,45). Isto demonstra que o0s
espermatozoides dos animais tratados com éleo
de salmdo, por serem ricos em PUFA e mais
susceptiveis a peroxidacdo, apresentaram maior
grau de peroxidacdo, consequentemente menor
AQT (Tab. 5).

Maldjian et al. (2005) ndo encontraram melhora
na qualidade dos pardmetros analisados dos
espermatozoides de sémen in natura apés a
suplementacdo com 6leo de peixe na ragdo de
suinos, sem qualquer adicdo extra de
antioxidantes. Contudo, observaram-se
resultados significativos do sémen in natura e,
com isso, pode-se aferir que parece existir um
sinergismo entre antioxidantes e 6leos de origem
animal quando estes sdo adicionados a racao, €
que, por isso, significantes melhoras da
qualidade dos espermatozoides no sémen in
natura tém sido relatadas (Maldjian et al., 2003;
Speake et al., 2003).
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CONCLUSOES

A adigdo de 6leo de salmdo na racdo de suinos
reprodutores ndo alterou os pardmetros fisicos e
morfol6gicos do sémen in natura, com excecéo
do vigor, portanto esse 6leo pode ser utilizado
nas racdes de suinos machos. Niveis de vitamina
E de 150 e 450mg/kg de racdo aumentaram a
concentragdo espermatica.
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