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1. INTRODUCAO

O uso de sémen congelado é atrativo para a inddstria, visto que permite uma
difusdo mais intensa do material genético. Entretanto, o sémen suino é
expressamente sensivel a danos funcionais promovidos pelo processo de
congelamento e descongelamento.(PURSE L& JOHNSON, 1975). Além do mais,
a avaliacdo da fertilidade de machos reprodutores ndo é precisa, pois além da
variagdo entre os individuos nas analises convencionais que qualificam o sémen,
como motilidade e morfologia espermatica, ndo se tem até o presente momento
uma associacdo consistente dessas andlises com o potencial reprodutivo dos
machos.

Na espécie suina, devido as peculiaridades das células esperméticas, se
preconiza o uso de sémen refrigerado na técnica de inseminacao artificial (1A).
Atualmente, a pesquisa para maximizagdo do uso de machos suinos na IA esta
direcionada para a conservacao da célula esperméatica e a reducdo do nimero de
espermatozoides/fémea/ano (BORTOLOZZO, 2005). A nutricdo de reprodutores
pode influenciar a quantidade de sémen (niumero de espermatozoides e volume
do ejaculado), especialmente em animais jovens e sob condi¢cdes desfavoraveis
de ambiente (HUGONIN, 2001). Dessa forma, a manipulacdo da dieta também
tem se mostrado uma importante ferramenta para maximizar a produtividade,
melhorando a qualidade do ejaculado.

Os lipidios presentes na racdo sdo importantes constituintes organicos,
devido aos seus elevados valores energéticos e também pela presenca de acidos
graxos essenciais. Alguns trabalhos tém relacionado a adigdo de acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs), principalmente édmega 3 e 6, na alimentagdo dos
reprodutores, podendo exercer uma melhora nas caracteristicas seminais destes
animais. Isto se daria pela composicdo lipidica da membrana espermatica
(OLIVEIRA, 2006).

Sabe-se que a reducdo de PUFAs em relagdo aos demais lipidios na
membrana do espermatozoide reduziu significativamente a qualidade espermatica
(CEROLINI, 2001). STRZEZEK (2004) observou que a adicdo de acido
docosahexaendico (DHA) e de acido eicosapentaendico (EPA) na dieta de
machos suinos proporcionou melhoria na qualidade espermatica do sémen in
natura. Assim, a inclusdo de PUFAs na racdo poderia ocasionar melhorias nas
caracteristicas reprodutivas dos varrdes.

Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi determinar a influéncia da
suplementacdo com DHA extraido de microalgas heterotroficas sobre a qualidade
do sémen de machos suinos refrigerado por 72 horas.

2. METODOLOGIA
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Foram utilizados seis machos suinos de linhagem comercial, com idade
entre 16 e 30 meses, alojados em baias individuais em um mesmo galpao
provenientes do Nucleo de Ensino e Pesquisa em Reproducdo Animal- ReproPel.
Os animais se encontravam sob as mesmas condi¢cdes ambientais e de manejo,
recebendo uma dieta isoenergética, duas vezes ao dia totalizando 2,5
Kg/animal/dia (NRC,1998). Trés machos compuseram o grupo controle ndo sendo
ofertado suplementacdo, enquanto os demais machos receberam a mesma
racao suplementada com 150 g de farinha de alga contendo 6mega-3, totalizando
uma suplementacéao diaria de 18% de DHA. O suplemento foi fornecido uma vez
ao dia, durante 75 dias.

A coleta dos ejaculados foi realizada pelo método da mé&o enluvada,
utilizando frascos de 300 mL aquecidos a 38° C e cobertos com filtro, a fim de
separar a fracdo gelatinosa do restante do sémen. Seguindo um regime de duas
coletas de sémen por semana, foram coletados 16 ejaculados de cada macho
(n=216). Imediatamente apds a coleta, o0 sémen era diluido em meio Beltsville
Thawing Solution (BTS) (PURSEL & JHONSON, 1975) sendo a concentracdo
final de 3x10° espermatozoides méveis em 100 mL (CBRA, 2013). As amostras
foram armazenadas em refrigerador a 17°C durante 72 horas, realizando-se as
analises espermaticas nos periodos de 0, 24, 48 e 72h. As coletas e analises
ocorreram a partir da primeira semana de suplementacao e foram concluidas dois
meses apos a finalizacao da suplementacéo.

Para a avaliacdo das estruturas espermaticas foi utilizada a citometria de
fluxo (Attune®). A integridade da membrana espermatica foi avaliada através da
associacao entre as sondas diacetato de carboxifluoresceina e iodeto de propidio
(Harrison, 1990), com a classificacdo dos espermatozoides em nao lesionados ou
lesionados. A integridade do acrossoma foi avaliada com o uso do conjugado
Arachis hypogaea - FITC (Tabuchi, 2008) e a fluidez da membrana plasmatica
com o uso das sondas Merocianina 540 e Hoechst 33342. As células foram
classificadas como apresentando alta fluorescéncia (alta fluidez) ou baixa
fluorescéncia (baixa fluidez) (FERNANDEZ-GAGO, 2013). A avaliacdo de
funcionalidade de mitocondria foi realizada utilizando a sonda fluorescente
Rodamina 123. Os espermatozoides foram classificados como apresentando
elevada (alta fluorescéncia, maior acimulo de Rodamina) ou baixa funcionalidade
de mitocondrias (baixa fluorescéncia, menor acumulo de Rodamina) (GILLAN et
al., 2005).

Os resultados destas avaliacbes espermaticas foram analisados pelo
software Statistix® (2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O percentual de espermatozoides com alta fluidez de membrana foi maior
no grupo tratado com DHA (P<0,01) comparado ao grupo controle. Entretanto, o
percentual de funcdo mitocondrial foi menor (P<0,01) no mesmo grupo. Nos
demais parametros ndo foram observados efeitos (P>0,05) da suplementacao,
como pode-se observar na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros de estrutura espermatica do sémen suino no grupo controle
e no grupo suplementado com DHA.

Variavel Controle DHA
Integridade do acrossoma (%) 37,5+1,6 36,6 £1,7
Integridade da membrana (%) 81,4+1,8 779+18
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Fluidez da membrana (%) 42,1+1,8~ 47,9+ 1,98
Funcgé&o mitocondrial (%) 52,2 +1,8A 42,3+1,78

ABDiferencas estatisticas nas linhas (P<0,05)

O presente trabalho demonstrou que a fluidez de membrana foi maior no
grupo suplementado em relagdo ao grupo controle. Pode-se inferir que houve
incorporacdo de fosfolipidios na membrana espermatica, aumentando sua
concentragdo na mesma e alterando sua relagéo com o colesterol. O aumento da
fluidez na membrana pode explicar porque o0 grupo suplementado apresentou
também uma maior queda na funcionalidade da mitoc6ndria, uma vez que a
célula aumenta seu metabolismo utilizando mais energia, afetando diretamente a
mitocéndria que € a geradora de ATP no espermatozoide (YANAGIMACHI, 1994).
Diferentemente, STRZEZEK (2004) apds suplementar suinos da raca Large White
com Omega-3, obteve incremento de células com membranas e acrossoma
integros, e com maior resisténcia osmatica.

Ha diferencas na composicao de fosfolipidios encontrados na membrana
dos espermatozoides. Dessa forma, sugere-se que essa desigualdade seja um
fator para os resultados das andlises dos parametros de fluidez e integridade da
membrana, sendo ambos fatores cruciais para a fertilidade do ejaculado
(YANAGIMACHI, 1994). AITKEN (1993) observou que espermatozoides humanos
expostos ao DHA apresentaram maiores danos no DNA e um maior nivel de
peroxidacgéo lipidica, enfatizando assim uma possivel relagdo entre altos niveis de
PUFAs e maior geracao de espécies reativas ao oxigénio (ROS).

A incorporacdo de 6mega-3 nas dietas de humanos e animais tem atraido
um crescente interesse em relacéo a efeitos sobre a fertilidade (WATHES et al.,
2007). Uma possivel explicacdo para os resultados nao terem sido favoraveis
seria esta diferenca de fonte de PUFAs, a forma de administracdo, a quantidade
necessaria do produto e as diferencas genéticas de cada animal. Contudo, cabe
salientar que sdo necessarios mais estudos sobre o uso desses compostos, pois
faltam dados que definam qual o nivel étimo de PUFAs na dieta dos suinos.

4., CONCLUSOES

Sendo assim, pode-se concluir que a suplementacdo de machos suinos
através de dietas contendo DHA, extraido de microalgas heterotréficas, nao
demonstrou ter efeito sobre a melhoria da qualidade espermatica.
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