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RESUMO

Uma adequada alimentacéo influencia favoravelmente na qualidade da producéo espermatica
de um reprodutor. Além disso, o uso do acido fitico, que é um potente antioxidante, é capaz de
inibir a formacé&o de radicais livres e prolongar a qualidade do sémen conservado. O presente
estudo teve como objetivo testar diluentes alternativos e avaliar os efeitos do &cido fitico no
diluente do sémen sobre a qualidade do ejaculado do varrdo. O sémen de cinco reprodutores foi
coletado 1x/semana durante 12 semanas, pela técnica da méo enluvada, sendo os ejaculados
analisados em laboratério quanto ao volume, concentracdo, vigor e percentagem de células
maveis no dia da coleta e durante todo o periodo de conservacao (D0 a D4), os espermatozoides
foram avaliados quanto a vitalidade, integridade de acrossoma e teste hiposmatico. Inicialmente
os ejaculados foram conservados em trés diluentes: Beltsville Thawing Solution (BTS), 4gua de
coco em pd (ACP-103®) e leite em pd desnatado (LPD) e submetidos a temperatura de 17 °C.
Definido o melhor diluente, adicionou-se trés diferentes concentracdes de &cido fitico (Sigma
P8810) 175, 350 e 525 x10° pM/100 mL. Foram inseminadas 35 fémeas com o diluente BTS
adicionado de acido fitico (AF) e a avaliacdo da fertilidade realizou-se através dos resultados
de fertilidade e prolificidade. Parametros bioclimatoldgicos e fisiologicos foram analisados de
manhd e de tarde 3x/semana durante o ano de 2012 e foram divididos em trimestres: janeiro a
mar¢o (E1), abril a junho (E2), julho a setembro (E3) e outubro a dezembro (E4); sendo
determinadas as temperaturas retal e testicular dos animais. Entre os diluentes testados, o BTS
proporcionou uma melhor conservacao da motilidade e vigor espermatico a partir das primeiras
24hs. O tratamento que continha a maior concentracdo de acido fitico (T4) obteve resultado
significativamente melhor (p<0,05) na porcentagem de células moéveis comparado ao controle.
No teste hiposmotico em DO e D4, o melhor tratamento foi T4 quando comparado ao controle.
A taxa de fertilidade das porcas inseminadas com BTS + AF foi de 94,3% contra 85,2% das
inseminadas apenas com o BTS. A concentracdo espermatica apresentou maiores valores em
E1. Entretanto, o total de células produzidas por ejaculado foi menor no periodo E3 que nos
demais, porém diferente estatisticamente (p<0,05) apenas do periodo E4. O vigor espermatico
manteve-se constante durante todo o ano, j& a motilidade espermatica em E3 foi menor em
relacdo aos demais trimestres. As temperaturas escrotal e retal aumentaram nos meses com
maior umidade (E1 e E2). A adicdo do &cido fitico promoveu efeitos positivos em determinadas
andlises, porém mais estudos devem ser conduzidos (in vitro e in vivo) para elucidacdo dos

efeitos do acido fitico sobre o metabolismo espermatico.

Palavras-chave: ejaculado do varrdo, BTS, &cido fitico, bioclimatologia, fertilidade.
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ABSTRACT

An adequate food supply favorably influences the quality of sperm production of a breeder.
Beyond that, the use of phytic acid, which is a potent antioxidant, is capable of inhibiting free
radical formation and extend the quality of semen preserved. The present study aimed to test
alternative diluents and evaluate the effects of phytic acid in the diluent on the quality of boar
ejaculated semen. Semen was collected from five breeding once a week for 12 weeks, using the
gloved hand technique, being the ejaculated analyzed in the laboratory for volume,
concentration, vigor and percentage of motile cells on the day of collection and throughout the
retention period (DO to D4) through the characteristics vitality, acrosome integrity and
hyposmotic test. Initially, the samples were kept in three solvents: Beltsville Thawing Solution
(BTS), coconut milk powder (ACP) and skimmed milk powder (SMP) and subjected to a
temperature of 17 ° C. Being the best diluent defined, three different concentrations of phytic
acid (Sigma P8810) 175, 350 and 525 x106 mL pM/100 were added. 35 females were
inseminated with the extender BTS plus phytic acid (PA) and fertility evaluation was calculated
using the results of fertility and prolificacy of inseminations. Bioclimatological and
physiological parameters were analyzed in the morning and the afternoon 3 times per week
during the year of 2012 and were organized in quarters: from January to March (E1), from April
to June (E2), from July to September (E3) and from October to December (E4); being
determined testicular and rectal temperatures of the animals. Among the tested diluents, the
BTS has provided better preservation of motility and sperm vigor after the first 24 hours. The
treatment containing the highest concentration of phytic acid (T4) obtained a significantly better
result in the percentage of motile cells compared with the control. In the hyposmotic test of DO
and D4, T4 was the best treatment when compared to control. The fertility rate of sows
inseminated with BTS — PA was 94,3%, while sows inseminated only with BTS showed a rate
of 85,2. The sperm concentration showed higher values in E1. However, the total number of
cells produced per ejaculate during E3 was lower than in the others but only statistically
different (p<0,05) from the period E4. The spermatic vigor remained constant throughout the
year, but sperm motility in E3 decreased compared to the other quarters. The scrotal and rectal
temperatures increased in the months with higher humidity (E1 and E2). The addition of phytic
acid promoted positive effects in some analyzes, but more studies must be conducted (in vitro
and in vivo) to elucidate the effects of phytic acid on sperm metabolism.

Keywords: boar semen, BTS, antioxidants, bioclimatology, fertility.
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01 INTRODUCAO

A utilizagdo extensiva da inseminacdo artificial (IA) segundo Scheid et al. (1986),
baseia-se na técnica da conservacdo do sémen resfriado, proporcionando resultados de
fertilidade semelhantes aos da monta natural. Esta técnica tem-se mostrado eficiente no tocante
a difusdo de material genético (BORTOLOZZO et al., 2005).

Diversos diluentes tém sido utilizados para resfriar e armazenar o sémen suino. A
maioria deles mantém a motilidade espermatica em 70% por no maximo 72 horas na
temperatura de 15 a 18°C, o que diminui o rendimento da técnica de IA devido a um menor
aproveitamento dos ejaculados (COSTI, 2003). Diante disto, numerosos trabalhos tém sido
efetuados com a finalidade de desenvolver um diluente para diferentes machos domésticos,
sendo adicionado a estes diluentes diversas substancias, como antioxidantes (JEONG et al.,
2009).

Substancias com acdo antioxidante, tém sido utilizadas no tratamento de problemas de
fertilidade, tais como: as vitaminas C e E, a glutationa e a coenzima Q10. Individuos
alimentados com dietas que apresentem niveis apropriados dessas vitaminas apresentaram nos
ejaculados uma diminuicdo de espermatozoides com danos em suas membranas celulares
(EICHER, 1994). Neste contexto, o acido fitico, presente em muitos cereais e com grande
concentracdo no farelo de gérmen de milho desengordurado, é visto como um potente
antioxidante natural, capaz de inibir a formacdo de radicais livres ao ser veiculado através
desses ingredientes nas racdes (BOHN et al., 2008). Sua estrutura sugere elevado poder de
quelacdo, com alta afinidade pelos céations polivalentes como calcio, ferro, zinco, cobre e
manganés (GHIRETTI et al., 1997).

Os danos provocados pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) afetam a
qualidade do sémen, incluindo perda da motilidade de forma irreversivel, inibicdo de respiragdo
espermatica, lesdes ao DNA espermatico e mitocondrial e perda de enzimas intracelulares,
interferindo na capacidade fecundante do espermatozoide (VALENCA; GUERRA, 2007). O
efeito oxidativo ocasionado pela geracdo de EROs seria diminuido através da presenca de
substancias antioxidantes ao plasma seminal ou atraves de sua adigdo aos diluentes utilizados

na refrigeracdo e na congelacéo do ejaculado.

Porém, alguns trabalhos tém demonstrado resultados contraditorios referentes a esta
atuacdo sobre a preservacgdo da viabilidade da célula espermética no sémen fresco e congelado,

inclusive na espécie humana, em virtude da divergéncia do tipo e da concentracdo do
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antioxidante utilizado, assim como seu mecanismo de acao especifico referente a protecdo de
célula espermatica (DONELLY etal., 1999). Desta forma, a utilizacdo de antioxidantes no meio
diluente do sémen suino é importante para a protecdo da célula espermatica contra os efeitos

deletérios das espécies reativas de oxigénio.

15



02 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A inseminagéo artificial na suinocultura

Foi introduzida a inseminacéo artificial (1A) na suinocultura na tentativa de reduzir os
custos envolvidos na cadeia produtiva, bem como o aumento do padréo genético e da qualidade
do produto final (CASTAGNA et al., 2001). Segundo Scheid (1992), a IA em escala comercial
no Brasil, comegou a ser utilizada somente a partir dos anos setenta, devido a uma forte
concentracdo de criadores com alto nivel de tecnificacdo além de taxas elevadas de

produtividade.

A grande difus&o da IA na espécie suina, utilizando o sémen resfriado, deu-se gracas ao
desenvolvimento de diluentes que permitem a conservacdo das células espermaticas por

prolongados periodos de tempo e com fertilidade adequada (GADEA, 2003).

Um aspecto crucial nos procedimentos de 1A é a necessidade do transporte do sémen do
local de coleta e processamento até o local onde as fémeas estdo alojadas. Esse transporte pode
levar mais de 24 horas, em se tratando de locais de dificil acesso ou em paises de grande
extensdo territorial, como o Brasil. Dessa forma, o sémen deve ser coletado, processado,
transportado e estocado de maneira a ndo afetar adversamente o potencial fertilizante dos
espermatozoides (ALKMIN et al. 2011).

Os ganhos advindos da melhoria genética com a utilizacdo da IA promove uma série de
vantagens quando comparada com a monta natural. Como exemplo desta melhoria, € possivel
citar o maior rendimento de carne e bonificacdo da carcaca, melhoria na eficiéncia alimentar,
maior ganho de peso e otimizagdo do uso das instalagbes (CASTAGNA et al., 2001). No
entanto, segundo Candini et al. (2000), algumas limitacGes devem ser consideradas para a
obtencdo de indices satisfatorios como a qualificacdo dos funcionarios, o bom manejo
reprodutivo e a necessidade de proximidade da central de IA ou sua implantagdo na granja

devido a curta viabilidade do sémen resfriado.

De acordo com Bortolozzo et al. (2005), a refrigeracdo do sémen suino tem se mostrado
uma técnica eficiente para a difusdo do material genético através dos programas de inseminacgao
artificial. Quando o sémen é adequadamente processado, € possivel a obtencdo de altos
resultados de prenhez e de prolificidade, com resultados no minimo, semelhantes aos obtidos

com o uso da monta natural.
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2.2 Métodos de avalia¢do do sémen suino

Segundo Cavalcanti (1998), o suino é o que produz maior volume de sémen por
ejaculado, com valores médios em animais adultos que oscilam entre 150 a 500 mL, podendo
esta caracteristica ser influenciada pela idade do animal, estacdo do ano, intervalo entre coletas,

estado nutricional e raca.

O sémen suino € constituido por trés porcdes: a primeira é a chamada fase pobre de
espermatozoides; a chamada fase intermediaria que é a mais rica em células espermaticas e por
fim, a Gltima porcdo que forma o tampdo vaginal sendo constituida de material gelatinoso,
devendo ser separado do restante da amostra por filtrado com gaze (CAVALCANT]I, 1998).

A avaliacdo do ejaculado € dividida em duas etapas: Macroscopicas (analise de volume,
aspecto, cor e odor) e Microscopicas (concentracdo, vigor, motilidade e morfologia). Também
pode ser dividida em exame quantitativo e qualitativo. O exame quantitativo é realizado com o
objetivo de determinar o nimero de doses inseminantes a serem produzidas. J& o segundo
exame é realizado com objetivo de predizer a capacidade fecundante de uma amostra de sémen
ou o potencial reprodutivo de um animal, ndo informando de maneira definitiva se um
determinado macho é fértil ou ndo (BORTOLOZZO et al., 2005).

A concentracdo espermaética é definida como sendo o nimero de células espermaticas
presentes em um ejaculado, por unidade de volume (mL). Podendo ser determinada de trés
maneiras: espectrofotdbmetro, espermiodensimetro e a camara de Neubauer. O
espectrofotbmetro € um aparelho que mede a concentracdo através da densidade Optica,
permitindo uma analise prética, rapida e precisa. O espermiodensimetro determina a
concentracdo atraves da observacdo do grau de turvacdo de uma suspensao de espermatozoides.
Ja a camara de Neubauer é o método de contagem mais demorado, ndo sendo indicado para um
grande nimero de ejaculados (CORREA et al., 2001).

As analise de vigor e motilidade sdo subjetivas. O primeiro representa a forca do
movimento do espermatozoide, podendo ser classificado com uma nota de 0 a 5, onde 0
representa a auséncia de movimento progressivo com deslocamento de cauda lateral fraco e
inexpressivo, e 5 representa um movimento vigoroso e veloz dos espermatozoides. Apesar desta
analise subjetiva, seguindo-se as caracteristicas pré-determinadas pela tabela de analise de vigor
espermatico (TONIOLLI, 1996), os resultados obtidos para esta caracteristica, por pessoas bem

treinadas, sdo bastante homogéneos e precisos. Ja a motilidade consiste em estimar o percentual
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de células com movimentos em relagéo ao total de células do campo do microscépio analisado
(BORTOLOZZO et al.,2005).

A morfologia da célula espermatica permite a avaliacdo qualitativa para se determinar
0 percentual de alteragcdes na amostra de sémen. Um alto percentual de defeitos pode significar
alteracOes durante a espermatogénese e maturagdo espermatica. Com esse exame, é possivel
descartar reprodutores com ejaculados de baixa qualidade para emprego na IA (RODRIGUEZ-
MARTINEZ; ERIKSSON, 2000).

2.3 Refrigeracdo do sémen suino

Segundo Sanchez (2003), os espermatozoides podem ser estocados durante periodos
prolongados, porém, é necessario manter a integridade celular, reduzir a atividade metabdlica
e manter sob controle o desenvolvimento de microrganismos, sendo realizada a diluicdo em

meio adequado além do abaixamento da temperatura.

O sémen suino, dentre outras espécies de mamiferos é o mais sensivel a flutuacdes de
temperatura (CORREA et al., 2001). A temperatura de armazenamento do sémen suino, entre
15 e 18 °C, ndo interrompe totalmente o metabolismo dos espermatozoides, que continuam
produzindo metabdlitos, os quais se acumulam e interferem na motilidade espermatica. Além
disso, essa temperatura ndo impede a multiplicacdo bacteriana, a qual pode afetar a qualidade
do sémen (WEITZE, 1990).

A reducdo da temperatura tem sido um método utilizado para prolongar a viabilidade
dos espermatozoides conservados, devido a seu efeito de desaceleracdo dos processos
metabolicos celulares (ALMOND et al., 1994). Porém, podem acontecer danos irreversiveis a
célula espermatica em virtude do choque térmico, levando a uma reducéo da sua motilidade,
inchaco na membrana acrossomal e aumento da permeabilidade da membrana plasmatica
(FERNANDEZ-SANTOS et al., 2006)

Outros procedimentos basicos como a homogeneizagao da dose inseminante pelo menos
uma vez ao dia, manutencdo da higiene do conservador, acompanhamento da temperatura
interna do conservador e das caixas de transporte de sémen através de termdmetro de maxima
e minima, controle diario da motilidade na central de inseminacéo artificial (CIA) e na granja
onde o sémen sera utilizado colaboram para que a inseminacao seja realizada com uma dose
inseminante com condi¢des 6timas de fecundacdo (BORTOLOZZO; WENTZ, 2000)
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2.4 Diluentes

O diluente utilizado na inseminacdo é uma composic¢ao bioquimica para dar equilibrio
fisioldgico, bioquimico e biofisico aos espermatozoides e ao ambiente que o rodeia, assim ele
é composto por uma ampla variedade de substancias quimicamente diferentes entre si como
glicose, antibiotico, sais, dentre outras, que tem como finalidade aumentar o volume do sémen,
proteger o0 espermatozoide contra choque térmico, fornecer substratos necessarios ao
metabolismo espermaético, manter o pH e inibir o crescimento bacteriano, permitindo assim a
manutencdo da viabilidade dos espermatozoides até o0 momento de serem introduzidos no trato
reprodutivo da fémea (CORREA et al., 2001).

Deve-se considerar a escolha do diluente, as condi¢cBes especificas em que a
inseminacao artificial ocorre e 0 tempo que normalmente decorre entre o0 processamento das
doses e a IA. Ou seja, se 0 sémen se destina ao uso imediato ou longos periodos. O manejo da
IA adotado e o custo do diluente também influenciam enormemente na sua escolha
(BORTOLOZZO et al., 2005).

No Brasil, sdo utilizados varios tipos de diluentes comerciais nos processos de
conservacao do sémen suino, como 0 BTS® e o Merck (REIS, 1997). Porém, tem aumentado
o interesse por diluentes alternativos, como a agua de coco (ACP) e o leite em pd desnatado
(LPD).

Trabalhos realizados por diversos pesquisadores demonstraram a viabilidade da dgua de
coco como diluente alternativo de refrigeracdo e congelacdo do sémen de diversos mamiferos
(BARROS; TONIOLLI, 2011). Resultados positivos levaram o pesquisador José Ferreira
Nunes a elaboracdo de um meio comercial de conservacdo, padronizado e estabilizado, a base

de &gua de coco em po (ACP; ACP Biotecnologia, Fortaleza, Brasil).

O leite desnatado é utilizado como diluente de sémen, sendo de uso pratico e efetivo na
protecdo do espermatozoide durante o periodo de conservagéo, inclusive preservando melhor a
motilidade espermatica do que outros diluentes, tanto na forma liquida, quanto pos-
descongelacdo (KULAKSIZ et al., 2012). Apesar da capacidade de conservacdo do sémen ser
similar a de outros diluentes nos primeiros dias de armazenamento, em estudo com sémen
ovino, ele ndo se mostrou capaz na conservagdo por um periodo prolongado, devido ao processo
de deterioracdo (KASIMANICKAM et al., 2011).
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2.5 Espécies Reativas ao Oxigénio (EROs)

O efeito prejudicial das espécies reativas ao oxigénio (EROs) sobre as células
espermaticas foi descrito por Halliwell; Gutteridge (1999), ao demonstrarem que a exposi¢ao
do espermatozoide humano a altas concentragdes de oxigénio resultava em toxicidade com o

aparecimento de anormalidades morfoldgicas nessas celulas.

As EROs exercem um papel duplo na fertilidade do macho, pois sdo fundamentais em
processos como hiperativacdo da motilidade, capacitacdo, reacdo acrossémica e fertilizacao.
Porém, podem causar severos danos ao espermatozoide quando os seus mecanismos de defesa
estdo limitados. Uma producéo controlada de EROs é de vital importancia para a sua funcéo
normal, enquanto que a superproducéo e/ou defesas antioxidantes inadequadas levam a estresse

oxidativo, com impacto negativo na fertilidade (AITKEN, 1995).

Estudos realizados por vérios pesquisadores indicam que o perdxido de hidrogénio
(H202) é a EROs que promove 0s maiores danos in vitro aos espermatozoides, possuindo

funcBes deletérias, atuando na diminui¢do da motilidade esperméatica (ARMSTRONG, 1999).

Segundo Pereira (1996), as EROs possuem vida-média muito curta devido a maior
possibilidade de extrair elétrons de outras moléculas e formar outras substancias reativas. Estas
substancias sdo altamente lesivas, promovendo modificacdes na sequéncia de bases de DNA,
causando apoptose celular, alteracBes de cadeias protéicas e peroxidacdo lipidica, com

consequente prejuizo do transporte intracelular (LEITE; SARNI, 2003).

A maioria dos seres vivos possui um eficiente sistema de protecdo capaz de neutralizar
os efeitos maléficos ocasionados pelas EROs formadas durante o metabolismo do oxigénio e
da oxidacdo de lipidios. As células entdo possuem um sistema de defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico. Esses sistemas participam no bloqueio da agéo dos radicais livres

antes que eles causem a lesdo ou como reparador da lesdo ocorrida (ARAUJO, 2001).

2.6 Antioxidantes

Define-se um antioxidante como qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentragdes, comparadas com as de um substrato oxidavel, retarda ou previne
significativamente a oxidacgdo desse substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
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Para combater o estresse oxidativo e a lipoperoxidagdo, o espermatozoide conta com
um sistema antioxidante constituido da glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase
(GSH-Px), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), acido ascorbico e -tocoferol (Aitken,
1995). Extracelularmente, os espermatozoides sao protegidos pelo plasma seminal, que contém
varios redutores de EROs (enzimaticos e ndo enzimaticos), como acido ascérbico, acido urico,
albumina e outras proteinas, catalase, SOD, glutationa e outros tiois, taurina, hipotaurina e
vitamina E (ZINI et al., 2000).

O sémen com concentracOes baixas de antioxidantes esta associado a baixa qualidade
espermatica e alto grau de fragmentacdo do DNA. Essa associacgao entre a atividade das enzimas
antioxidantes e a funcdo espermatica defeituosa esta ligada a presenca de células germinativas
primordiais e citoplasma residual no ejaculado (SHAMSI et al., 2009). Por outro lado,
processos de criopreservacdo podem reduzir os niveis dos antioxidantes presentes tanto na
célula quanto no plasma seminal, levando a deterioracdo da qualidade do sémen apds a
criopreservacao. (STRADAIOLI et al., 2007).

Porém, a eficacia do antioxidante depende do tipo e da concentracdo das EROs
produzidas (PENA et al., 2003). Sendo assim possivel que um antioxidante atue como protetor
em determinado sistema, mas falhe na protecdo ou mesmo aumente as lesbes induzidas em
outros sistemas (HALLIWELL, 1990).

A peroxidacdo dos lipidios ocorre nas espécies reativas ao oxigénio durante a
preservacdo do sémen, podendo ser agravada na presenca de uma maior proporcao de acidos
graxos insaturados e do baixo nivel de antioxidante presente no espermatozoide. Assim, a
suplementacdo com varios tipos de antioxidantes tem melhorado a viabilidade e motilidade
espermaticas no sémen diluido ou criopreservado de varias espécies (FUNAHASHI; SANO,
2005).

2.7 Acido Fitico

O 4cido fitico (AF) ou mio-inositol hexafosfato (IP6) estd presente em cereais,
leguminosas, oleaginosas, poélens e améndoas, em concentra¢Ges variando de 1 a 5% do seu
peso (CHERYAN, 1980). E encontrado principalmente no gérmen do milho (BOHN et al.,
2008) e sua estrutura sugere elevado poder de quelacdo, com alta afinidade pelos cations
polivalentes como calcio, ferro, zinco, cobre e manganés. E considerado um anti-nutriente, por
interferir na biodisponibilidade de minerais para suinos (FIREMAN; FIREMAN; 1998).
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Uma das principais propriedades do AF é sua habilidade antioxidante, por meio da
ligacdo e inativacdo dos ions ferro e sua oxidacdo (WONG; KITTS, 2001). Esses radicais sdo
moléculas altamente reativas que rapidamente reagem com proteinas, lipidios ou DNA,

podendo causar desde injuria até morte celular.

Estudos (MIDORIKAWA et al., 2001; SOMASUNDAR et al., 2005) mostram que 0
acido fitico apresenta efeito inibidor contra danos oxidativos causados ao DNA e contra
tumores, incluindo os de mama e os de colon. Além de pesquisas recentes mostrando que 0
acido fitico e seus sais apresentam uma ampla gama de aplicagdes. Em virtude do potencial de
aplicacdo do AF como antioxidante e seus efeitos benéficos a saude, a sua investigacéo é de
grande relevancia, ndo so6 na alimentacdo como na adicdo do AF em diluentes do sémen para a

protecao das células espermaticas contra danos oxidativos.
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03 JUSTIFICATIVA

Na suinocultura, o estro das porcas se agrupa em um periodo de alguns dias, sendo
importante o desenvolvimento de uma tecnologia que permita uma longa conservacao do poder
fecundante dos espermatozoides. Esta possibilidade permitird uma utilizagdo mais racional de
reprodutores e a obtencdo de melhores resultados de fertilidade com o uso da inseminagéo
artificial (PAQUIGNON et al., 1982).

A conservacdo do sémen sob a forma liquida a 15 °C é o método mais largamente
utilizado, entretanto com um limite de trés dias do sémen conservado em um diluente, para a
obtencdo de resultados vidveis de fertilidade (PAQUIGNON et al, 1982). Weitze (1995),
trabalhou no sentido de poder melhorar a qualidade dos diluentes, a fim de se poder aumentar
este tempo de estocagem apds colheita do ejaculado. Este periodo de conservacao e utilizacao
de um ejaculado do varrdo, limita a aplicacdo da técnica de inseminacéo artificial em uma maior

escala.

Com relacdo ao meio de diluicdo, numerosos trabalhos tem sido efetuados com a
finalidade de desenvolver um diluente para diferentes machos domésticos. O uso de substancias
adicionadas ao diluente como o célcio (ROBERTSON et al., 1988), gema de ovo (PHILLIPS,
1939; SALISBURY et al., 1941; SCOBEY et al., 1995, CHAVES et al., 2001), e antioxidantes
(JEONG et al., 2009), bem como, diferentes meios como o leite desnatado (WEMHEUER et
al., 1996; TONIOLLI etal., 2001) e a 4gua de coco (RIBEIRO-AZEVEDO et al., 1999; SILVA
et al., 2007), foram utilizados na conservacdo do sémen de diversas espécies domésticas,

inclusive o homem.

Os antioxidantes sao inibidores de radicais livres que suprimem a formacao de espécies
reativas ao oxigénio e/ou suas agOes. E sua adi¢do ao diluente tem sido avaliada quanto a sua
capacidade de proteger o espermatozoide do efeito téxico dos metabdlitos reativos do oxigénio
(MAIA, 2006).

O écido fitico, encontrado principalmente no gérmen do milho (BOHN et al., 2008), tem
como sua habilidade principal a acdo antioxidante, se ligando e inativando os ions ferro e sua
oxidagdo (WONG; KITTS, 2001). Esses radicais sdo moléculas altamente reativas que
rapidamente reagem com proteinas, lipidios ou DNA, podendo causar desde injdria até morte

celular.

Ap0s ingestdo, o acido fitico é desfosforilado a fosfatos de inositol menores e estes

podem agir como antioxidantes pela inibicdo do ferro mediador de reacbes de oxidacéo,
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aumentando a imunidade pelo aumento da funcéo e da atividade das células Natural Killer, ou
por estimular a morte de bactérias por neutréfilos (VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2006).

A prética do uso de substancias antioxidantes adicionadas a diluentes de sémen, tem
sido utilizada em varias espécies de forma a diminuir os efeitos deletérios causados pelos
metabdlitos reativos do oxigénio as células espermaticas. Apesar disto é de conhecimento que
estes radicais livres também podem estar presentes em meios com auséncia de células, por isto
um maior estudo sobre a minimizacdo dos efeitos toxicos desses compostos sobre o

espermatozoide pode ajudar a formulacdo de melhores diluentes (MAIA et al., 2007).

24



04 HIPOTESES CIENTIFICAS
O &cido fitico adicionado ao diluente do sémen serd capaz de manter a qualidade

espermatica, durante todo o periodo de conservacdo, independentemente da época do ano.
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05 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novas técnicas que possibilitem a conservacao prolongada do sémen do

varrao sob a forma refrigerada.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar o diluentes alternativos na conservagdo do sémen do varrao;

e Avaliar a agcdo de antioxidante do acido fitico sobre a conservagdo espermatica;

e Obter dados climaticos de temperatura ambiente e da umidade relativa do ar para
determinar suas varia¢des durante as diferentes épocas do ano;

e Avaliar o conforto térmico ambiental e a influéncia dos fatores climéticos sobre as
atividades fisioldgica e reprodutiva de suinos criados em clima tropical;

e Auvaliar os aspectos quanti-qualitativos do sémen de varrdes criados em clima

tropical nas diferentes épocas do ano;
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06 CAPITULO I

Influéncia do estresse térmico na qualidade do ejaculado do varrao

Influence of heat stress on the quality of the boar ejaculate
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Influéncia do estresse térmico na qualidade do ejaculado do varrao

Influence of heat stress on the quality of the boar ejaculate

Aline Viana Diast, Daianny Barboza Guimaraes!, Lina Raquel Santos Aratjo?, Ludymila

Furtado Cantanhéde!, Tatyane Bandeira Barrost, Ricardo Toniolli®

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

Para que haja sucesso na implantacdo de programas de 1A, diferentes aspectos devem ser
considerados, tais como, estado nutricional, manejo sanitario e qualidade do sémen, esse Gltimo
refletindo ainda na qualidade genética e produtiva do plantel, dai a importancia de se avaliar o
sémen utilizado. A associacdo entre elevadas temperaturas, umidade e radiacdo solar pode
acarretar alteracdes fisioldgicas, hematolédgicas, hormonais, reprodutivas (quantidade e
qualidade espermatica) e produtivas. O ambiente do sistema de criacdo intensivo possui
influéncia direta na condi¢do de conforto e bem-estar animal, promovendo dificuldade na
manutencdo do balango térmico no interior das instalacfes, na qualidade quimica do ar e na
expressao de seus comportamentos naturais, afetando o desempenho produtivo e reprodutivo
dos suinos. Portanto, informagdes que possam esclarecer o impacto do estresse térmico sobre a
eficiéncia desses aspectos em suinos, analisando o ambiente em que est&o inseridos, e como se
comportam frente as adversidades impostas pelo clima, dardo uma grande contribuigéo para a
suinocultura e o fortalecimento de sua cadeia produtiva. Diante disso, a compreensdo do
impacto do estresse térmico sobre varios aspectos da criacdo de suinos suscita o
desenvolvimento de novos trabalhos que possam aprofundar e quantificar os prejuizos desse

evento sobre a qualidade do sémen suino.

Palavras-chave: estresse térmico, ejaculado, qualidade do sémen, suino
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ABSTRACT

To have success in the implementation of Al programs, aspects must be considered, such as
nutritional status, sanitary handling and semen quality, even though the latter reflects genetic
quality and productive squad, which is important to evaluate the semen used. The association
between high temperatures, humidity and solar radiation can cause physiological, hematologic,
hormonal, reproductive (sperm quantity and quality) and productive changes. The environment
of the intensive farming system has a direct influence on the condition of comfort and animal
welfare, promoting difficulty in maintaining thermal balance within the premises, in the
chemical quality of the air and in the expression of their natural behaviors, affecting the
performance and breeding of swine. Therefore, information that may clarify the impact of heat
stress on the efficiency of these aspects in swine, analyzing the environment in which they live,
and how they behave in the face of adversities imposed by climate, will represent a great
contribution to the swine and will strengthen its productive chain. Thus, understanding the
impact of heat stress on various aspects of swine farming leads the development of new work

that can deepen and quantify the damage of this event on the quality of boar semen.

Key Words: heat stress, ejaculate, semen quality, swine

INTRODUCAO

O processo reprodutivo na espécie suina € de fundamental importancia, ndo sO para a
perpetuacdo da espécie, mas principalmente por ser um fator decisivo para um desempenho
econémico positivo da atividade suinicola. Atualmente, sabe-se que ndo bastam apenas bons
padrdes nutricionais e boas praticas de manejo no plantel como um todo. E necessério também
que os indices reprodutivos sejam elevados, o que faz com gque uma atencédo especial seja dada

ao plantel de reprodutores, ja que estes estdo fortemente ligados a produtividade dessa atividade
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econbmica. Portanto, para que se obtenha bons indices reprodutivos em uma granja, € de
extrema importancia 0 monitoramento de todos os fatores que possam ter influéncia sobre o
desempenho reprodutivo dos animais. Particularmente os de origem ambiental, que atuam sobre
a saude e bem-estar animal, constituem-se complementos essenciais e imprescindiveis para um

efetivo aumento de produtividade (ALVARENGA et al., 2011).

Antiga é a preocupacdo com o conhecimento dos problemas decorrentes do aumento da
temperatura testicular e sua influéncia na producdo espermatica (GABALDI; WOLF, 2002).
Atualmente, sabe-se que muitos séo os fatores que podem influenciar a qualidade e quantidade
de sémen produzido pelo cachago durante sua vida reprodutiva util, tais como: a idade do
macho, a frequéncia de colheitas, a temperatura ambiental, a nutricdo e a raca. Podem ser
citados também os fatores estressantes em geral, dentre os quais se destacam aqueles que afetam
0 estado sanitario dos reprodutores e 0s iatrogénicos, como 0s provocados por procedimentos

erroneos durante a coleta de sémen (MARTINEZ; WALLGREN, 2000).

O clima é um dos componentes ambientais que exerce efeito mais pronunciado sobre o bem-
estar animal, e por consequéncia, sobre a producéo e produtividade. E considerado, portanto,
fator regulador ou mesmo limitador da exploragdo animal para fins econdémicos (PEREIRA,

2005).

Considerando gque, normalmente, os habitats ndo sdo estaticos, os animais devem adaptar-se a
diferentes situacdes por meio de alteracGes fisiologicas, morfoldgicas e comportamentais. Os
componentes imprevisiveis a vida, causam um estado de emergéncia que resulta em mudangas
no perfil enddcrino e metabdlico do organismo, permitindo descrever uma reacao estressante

em termos fisiolégicos (MOSTL; PALME, 2002).

As consequéncias da exposicao dos testiculos a altas temperaturas ambientais sdo a reducéo da

libido, da qualidade seminal e da fertilidade. Segundo Chemineau et al. (1991) a altas
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temperaturas ambiente afetam adversamente a qualidade do sémen provocando o decréscimo
na motilidade espermatica e 0 aumento da porcentagem de espermatozoides morfologicamente

anormais.

Esta revisdo visa fornecer informac6es que possam esclarecer o impacto do estresse térmico

sobre a qualidade do ejaculado suino, contribuindo para o fortalecimento da suinocultura.
Caracteristicas e avaliacdo do ejaculado suino

Dentre as diversas espécies domésticas, 0 suino € o que produz o maior volume de sémen por
ejaculado, com valores médios em animais adultos que oscilam entre 150 a 500 mL. Esta
caracteristica pode ser influenciada pela idade do animal, estacdo do ano, intervalo entre coletas,

estado nutricional e raca (CAVALCANTI, 1998).

Segundo Silveira; Scheid (2003), as caracteristicas do ejaculado (sémen in natura) constituem
0 passo inicial no controle de sua qualidade, garantindo um nivel minimo de qualidade
espermatica que ird definir a adequacéo do ejaculado visando a producdo de doses inseminantes

com um sémen que possa garantir um minimo de resultados de fertilidade.

O sémen é constituido basicamente por uma parte gelatinosa pobre em espermatozoides e uma
parte liquida rica em células. Sua concentracdo pode variar de 100.000 a 300.000
espermatozoides por mma3, resultando em 20 a 26 bilhdes de espermatozoides por ejaculacédo
(LIMA et al., 1999). As primeiras ejacula¢fes ocorrem ao inicio da puberdade, entre cinco e
seis meses de idade, sendo os machos considerados pds-puberes entre 8 a 12 meses, e como

adultos, a partir de um ano de idade (CORDOVA-IZQUIERDO et al., 2004).

O numero ideal minimo visando uma boa taxa de fertilizacéo varia de quatro a seis bilhdes de
espermatozoides. A copula pode variar de 5 a 25 minutos, cuja ejaculacdo caracteriza-se por

apresentar trés fracdes distintas (GARNER; HAFEZ, 1996):

31



01. Fracdo pré-espermatica: Formada por secrecdes oriundas da préstata, glandulas vesiculares
e glandulas bulbouretrais, com volume entre de 10-15 mL. Ela ndo contém espermatozoides e

normalmente apresenta aparéncia clara ou transparente;

02. Fracdo rica em espermatozoides: Com volume variando de 70 a 100 mL e assim,
apresentando coloracdo de aspecto branco- leitoso, uma alta concentracdo espermatica,

variando de 0,5 a 1 x10° sptz/mL e secrecdes produzidas pela prostata e glandulas vesiculares;

03. Fragdo pos-espermética: Com volume variando de 150-200 mL e poucos espermatozoides.
Apresenta aspecto soroso e concentragdo menor que 1 x10° sptz/mL. Além disso, uma secrecio
de consisténcia gelatinosa oriunda das glandulas bulbouretrais é encontrada nessa fragéo.

Apresenta uma grande quantidade de plasma seminal.

Os varrdes utilizados como doadores de sémen devem cumprir as exigéncias minimas de
volume (>100 mL), motilidade espermatica (>70%), morfologia espermatica (<20% de formas
anormais) e numero total de espermatozoides do ejaculado superior a 10 bilhdes (FERREIRA,

1995).

A avaliacdo qualitativa do ejaculado é realizada com o objetivo de predizer a capacidade
fecundante de uma amostra de sémen ou o potencial reprodutivo de um animal, ndo informando
de maneira definitiva se um determinado macho é fértil ou ndo. Também é empregada para a
identificacdo de possiveis causas de infertilidade no rebanho ou para detectar a tempo alteracdes
gue possam comprometer a capacidade fecundante de uma determinada partida de sémen, sendo
dividida nas etapas macroscopicas (analise de volume, aspecto, cor e odor) e microscopicas

(concentracgéo, vigor, motilidade e morfologia) (BORTOLOZZO et al., 2005).

Apesar de ndo ser possivel predizer com absoluta exatid@o a fertilidade de um ejaculado, os
resultados obtidos através dessas analises permitem selecionar um ejaculado quanto a sua

provavel capacidade fertilizante (CORREA et al., 2001).
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Mecanismo de termorregulacdo em suinos

Segundo SOUZA et al. (2010), a elevada temperatura ambiental, a umidade do ar e a radiacéo
solar direta sdo os principais responsaveis por causarem o desconforto fisiologico que leva os
animais a adotarem medidas fisioldgicas e comportamentais para manter a homeotermia, e que

na maior parte das vezes culminam com a reducdo no desempenho produtivo.

O estresse térmico € definido como sendo o resultado da inabilidade do animal em dissipar calor
suficiente para manter a sua homeotermia (WEST, 1999). Podendo ser definido também como
uma reacdo do organismo a qualquer alteracdo do ambiente, em uma tentativa de manter a
homeostase e, no caso de estresse térmico, realizar a termorregulagdo (MACHADO FILHO;

HOTZEL, 2000).

Para cada espécie animal existe uma faixa de temperatura de conforto, conhecida como zona
termoneutra, que é definida como a faixa de temperatura ambiente efetiva, onde a produtividade
animal é 6tima, sendo limitada inferiormente pela temperatura critica inferior, onde o animal
necessita aumentar a taxa de producdo de calor para manter a homeotermia e superiormente
pela temperatura critica superior, regido onde o animal deve perder calor para manter a

temperatura corporal constante (SOUZA, 2002).

A temperatura ambiente ideal é de 30 a 32 °C para leitdes até duas semanas de vida; de 25 a 28
°C para leitdes de trés a quatro semanas; e 15 a 18 °C para leitbes com mais de quatro semanas
de vida (MENDES, 2005). No caso de suinos de 20 a 60 kg, a faixa de temperatura de 15 a 22
°C constitui a zona de termoneutralidade, proporcionando 0 maximo de desempenho do animal.
Até mesmo em faixas maiores de temperaturas, correspondentes as temperaturas criticas
inferior e superior, de 10 a 25 °C respectivamente, sdo aceitaveis em relagdo ao desempenho do

suino (ASHRAE, 2001).
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Os suinos, como animais homeotérmicos, possuem um sistema de controle da homeostase, que
¢ acionado quando o ambiente externo apresenta situacdes desfavoraveis (FERREIRA, 2000).
De acordo com Lee; PhillipS (1948), eles sdo 0s mais sensiveis a altas temperaturas dentre o0s
animais domésticos. Isso se deve ao seu metabolismo elevado, a capa de tecido adiposo que
possuem, além de seu sistema termo regulatério pouco desenvolvido. Os suinos nao transpiram

e morrem por hipertermia quando sua temperatura retal atinge 44,4 °C.

A temperatura corporal do recém-nascido cai de 1,7 a 6,7 °C (em média 2,2 °C), logo ap6s o
parto. O tempo que o leitdo leva para alcancar novamente valores fisiologicos normais de
temperatura corporal depende diretamente da temperatura ambiente, de seu peso corporal e do
momento em que comeca a mamar. (MENDES, 2005). Ja para animais adultos segundo Sousa
(2004), em geral a temperatura normal média situa-se entre 38,5 e 39 °C, quando medida no
reto, apresentando variacdes dentro das diferentes categorias. Temperatura de conforto é aquela
na qual se torna dispensavel qualquer atividade metabdlica por parte do animal para aquecer ou

esfriar o corpo (OLIVEIRA et al., 2003)

Resultados de pesquisas mostram que é alterada a atividade da tiredide quando o0s animais sdo
expostos a temperaturas acima e abaixo das recomendadas, 0 ambiente quente diminui o
metabolismo e as temperaturas frias aumentam, em vérias espécies. Segundo FERREIRA
(2000), alguns estudos com monogastricos tém mostrado que a motilidade do trato
gastrointestinal é reduzida pelo hipotireoidismo e aumentada pela administracdo de horménios
da tiredide. Tal fato evidencia que a mudanca na atividade da tiredide, por causa da exposi¢do
do animal as diferentes temperaturas ambientais, pode estar associada a mudanca da motilidade

intestinal.

A temperatura retal, a frequéncia respiratoria e o nivel de sudagdo cumprem um importante
papel na termorregulacdo dos animais (NOBREGA et al. 2011). O efeito termorregulatorio

inclui processos de comportamento especifico nos animais e processos automaticos como
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producdo ou perda de calor. No caso dos suinos, sdo animais que sofrem com o calor, pois, séo
incapazes de transpirar quando a temperatura ambiente se aproxima da temperatura corporal,
pois, sob essas condic¢des o calor s6 pode ser perdido por evaporagdo (YOUSEF, 1985). Devido
ao fato dos suinos terem glandulas sudoriparas afuncionais, 0 maior componente para aumentar
a perda de calor ainda é aumentando a taxa respiratdria visto que 0s suinos sdo pouco adaptados
a condicOes quentes (LE DIVIDICH et al., 1998). A manutencdo da temperatura corporal mais
ou menos constante é permitida pela termorregulacdo a qual assegura o equilibrio dindmico

entre o calor produzido pelo organismo e cedido ao meio ambiente (MENDES, 2005).

Quando um animal homeotermo é exposto ao estresse pelo calor, a resposta inicial é a
vasodilatacdo, que aumenta o fluxo sanguineo na pele e nos membros. A resultante elevacdo da
temperatura na pele e a projecdo da temperatura central em direcdo aos membros aumentam o
gradiente térmico entre a pele e o ambiente, resultando em uma maior perda de calor por
irradiacdo e conveccgdo. Se apenas a vasodilatacdo for insuficiente para manter a temperatura
normal, aumenta-se o resfriamento por evaporacao, pela sudorese, pelo ofego, ou por ambos.
Esse resfriamento evaporativo é o Unico processo de perda de calor disponivel quando a

temperatura ambiente excede a temperatura da pele (ROBINSON, 2004).

Os suinos em geral possuem a habilidade de dissipar o calor interno por conducdo através da
pele, permitindo-se alcangar temperaturas destas abaixo da temperatura do corpo. Animais
adultos se beneficiam desta via de transferéncia de calor na presenca de residuos, tipos
diferentes de piso ou molhados no entorno de bebedouros, onde ha desperdicio de agua. A
transferéncia de calor por conducéo é diretamente relacionada com a temperatura da superficie

do piso (NAAS, 1998).
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Meio ambiente e bem estar animal em suinos

O ambiente é caracterizado por um conjunto de fatores climaticos que, atuando
simultaneamente, exercem influéncias sobre os animais, afetando seu desenvolvimento
bioldgico, desempenho produtivo e reprodutivo (CURTIS, 1983). O desempenho animal esta
condicionado as influéncias do ambiente, podendo submete-los, em funcdo da espécie, as
condicdes estressantes que, dependendo dos limites de tolerancia dos mesmos, podem ocasionar

reflexos negativos em seu desempenho (TINOCO, 1996).

Um ambiente é considerado confortavel quando o animal esta em equilibrio térmico com ele
mesmo, ou seja, o calor produzido (termogénese) pelo metabolismo animal € perdido
(termdlise) para 0 meio ambiente sem prejuizo aprecidvel ao seu rendimento. Quando este
equilibrio ndo ocorre, caracteriza-se o estresse por calor e o uso de artificios (fisiol6gicos)
capazes de manter o equilibrio térmico entre 0 animal e 0 ambiente faz-se necessario (PIRES;

CAMPOS, 2003).

Em estudo realizado por Kiefer et al. (2010), suinos em terminacdo expostos ao ambiente de
estresse por calor, permaneciam mais tempo deitados quando comparado aos mantidos sob
conforto térmico. O mesmo foi observado em estudo realizado por Kiefer et al. (2009) para
suinos em fase de crescimento, em que o0s animais posi¢do deitado e dormindo quando

submetidos ao ambiente com temperatura ambiental elevada.

Um ambiente estressante provoca varias respostas, dependendo da capacidade do animal para
adaptar-se. Em determinadas situa¢cdes ambientais, o animal pode manter todas as suas fung¢oes
vitais (mantenca, reproducio e producio) e, em outras, estabelece prioridades. E importante
mencionar que a fungdo vital prioritaria do animal é a mantenca (sobrevivéncia), mas tanto ela
quanto a reproducdo e a produgdo vao sendo suprimidas & medida que o ambiente torna-se mais

severo (MULLER, 1989).
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O ambiente interno de uma instalacdo normalmente é resultante das condicdes locais e externas,
das caracteristicas construtivas e dos materiais da instalacao, da espécie, do nimero de animais,
do manejo, das modificacbes causadas pelos equipamentos do sistema produtivo e pelos que

tem como objetivo o acondicionamento ambiental (BAETA; SOUZA, 1997).

Calor e umidade elevada podem resultar em estresse crénico, especialmente se acompanhados
por uma ampla flutuacdo da temperatura, resultando em diminuicdo na ingestdo de alimento e
interferéncia na espermatogénese (KUNAVONGKRIT et al.,, 2005). Qualquer estimulo
ambiental sobre um individuo que sobrecarregue os seus sistemas de controle e reduza a sua

adaptacdo ou tenha potencial para isto resulta em estresse (FRASER; BROOM, 1990).

Os parametros fisiologicos de temperatura retal (TR), frequéncia respiratoria (FR), temperatura
superficial da pele (TS) e frequéncia cardiaca (FC) sofrem influéncia do turno do dia, uma vez
que a tarde a temperatura do ar (TA) é geralmente bem mais elevada que durante a manha,
promovendo uma elevacdo dessas variaveis fisioldgicas (SILVA et al.,, 2010). Segundo
Medeiros et al. (2007), nos animais que s&o normalmente ativos durante o dia, hd uma variagdo
da temperatura retal que € minima pela manha e maxima no periodo da tarde. Tal fato faz com
que a temperatura do ar a tarde venha a ser a origem da temperatura retal elevada dos animais
nos tropicos, principalmente na estagdo seca. O severo estresse crénico pode resultar em
periodos de altas concentragdes de cortisol, diminuindo a aptiddo individual por causar
imunossupressdo e atrofia dos tecidos de defesa do organismo. Adicionalmente, 0 sucesso
reprodutivo dos animais diminui, e comportamentos estereotipados desenvolvem-se (MOSTL;

PALME, 2002).
Temperatura e consumo de racédo

Em condicdes de calor os suinos necessitam minimizar a resisténcia a perda de temperatura, e

se for necessario, podem reduzir sua producédo de calor, diminuindo o consumo de alimentos o
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que nao é tecnicamente desejavel (CLARK, 1981). Quando os suinos sdo mantidos em
ambientes com temperaturas maiores ou menores que 21 °C, ha uma diminuicdo no ganho de
peso, tanto em altas quanto em baixas temperaturas, porém as mais altas sdo mais prejudiciais.
Por outro lado, quando sdo submetidos a uma temperatura de 43,2 °C todos 0s suinos perdem

Peso e poucos sao o0s que sobrevivem (SOUZA, 2002).

Segundo Ferreira (2000), é importante enfatizar que as temperaturas criticas, superior e inferior,

sdo influenciadas por varios fatores, tais como:

a) Nivel de alimentagdo: quanto maior for o consumo de alimento, menor sera a temperatura
critica inferior em fungéo do calor fornecido ao animal pelo alimento, possibilitando-o suportar

temperaturas ambientais mais baixas;

b) Manejo dos animais: O tipo de alojamento, individual ou em grupo, podera influenciar a

dissipacdo de calor do animal para o ambiente;

c) Temperatura do alimento: A temperatura da racdo e da dgua consumida pode ter efeito,

principalmente quando grande quantidade de agua fria € consumida no periodo de inverno;

d) Temperatura e tipo de piso: A temperatura e o tipo de cama utilizada poderao influenciar a
troca de calor animal-ambiente, modificando consequentemente, as temperaturas criticas dos

leitdes.

O efeito prejudicial da temperatura € mais acentuado em animais maiores, pois existe uma
relacdo direta entre temperatura, consumo de racao e peso vivo. Suinos mais pesados sdo 0s
mais afetados pela acdo de temperaturas altas. Isto ocorre pela maior dificuldade dos animais
adultos para perderem calor. Ja foi constatado que a redugdo do consumo de racdo se da pelo
menor tempo total usado para ingestdo, ou seja, o tempo individual de cada refeicdo diminui

(QUINIOU et al. 2000).
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Animais submetidos a ambientes com altas temperaturas ingerem menores quantidades de
energia, o que resulta em carcagcas com menor teor de gordura. Contudo, estes resultados podem
estar relacionados com o efeito da temperatura por si s, pois nessas condi¢fes parece haver
uma reducdo na eficiéncia de utilizacdo da energia ingerida. Da mesma forma, tém-se
observado que ha uma redistribuicdo anatdbmica da gordura depositada pelos suinos quando sao
submetidos a periodos prolongados de altas temperaturas. Ha& um maior acimulo de gordura
nos depositos internos (gordura interna e visceras) em detrimento a gordura subcutanea

(FIALHO et al. 2001).
O estresse térmico e a qualidade espermatica

A temperatura € um dos importantes fatores ambientais que interfere na reproducéo.
Temperaturas corporais elevadas, durante periodos de maior calor ambiente ou pirexia por
doencas, podem levar a degeneracao testicular e a redugdo da porcentagem de espermatozoides
normais e férteis no ejaculado (JAINUDEEN; HAFEZ, 1995). E o fator de maior importancia
na espermatogénese de qualquer espécie e, quando muito elevada, € prejudicial tanto as etapas
de formacdo dos espermatozoides como aqueles elementos ja formados e em transito pelo

epididimo (MIES FILHO, 1975).

Os efeitos do estresse térmico sobre a eficiéncia reprodutiva de reprodutores suinos decorrem
da reducdo na quantidade e qualidade do sémen, verificada por ejaculados com menor
motilidade, pelo aumento na porcentagem de espermatozoides com defeitos morfologicos
(LARSSON & EINARSSON, 1984), pelo aumento do nimero de espermatozoides com gota
citoplasmatica proximal e pela producdo reduzida de espermatozoides (MCNITT et al., 1972),

além do menor volume total do ejaculado (KUNAVONGKRIT; PRATEEP, 1995).

Os principais fatores que afetam a morfologia espermatica sdo temperatura e umidade elevadas,

ocasionando reducdo no nimero de espermatozoides normais e aumento no aparecimento de
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gota plasmatica proximal e distal no ejaculado. A combinacdo desses dois fatores é mais
deletéria para a funcéo testicular do que cada um agindo em separado (SURIYASOMBOON et
al., 2005; 2006). Outro grave efeito negativo da temperatura sobre a qualidade seminal, segundo
Nascimento; Santos (2003), é a degeneracdo testicular. Essa patologia € ocasionada, entre
muitos fatores, por qualquer processo que determine a elevacdo da temperatura dos testiculos,
como, por exemplo, a dermatite escrotal, o excesso de gordura escrotal, edema, periorquite e

elevacdo da temperatura ambiente com consequente estresse térmico.

Rozeboom et al. (2000), observaram diferencas significativas na qualidade do sémen suino em
relacdo as estacdes do ano, verificando que, nas estacdes quentes, a qualidade do sémen
declinou significativamente. J& Rivera et al. (2005), observou gue as mudancas na qualidade do
sémen nas diferentes estacdes do ano sao devido a outros fatores e ndo ao fotoperiodo. Outro
aspecto seria a flutuacao de temperatura entre dia e noite que pode ser um fator estressor durante

0s meses quentes do ano (KUNAVONGKRIT et al., 2005).

Uma das possiveis causas para as alteracGes seminais observadas € a mudanca na atividade da
enzima acrosina dos espermatozoides produzidos durante o periodo de elevadas temperaturas
(CIERESZKO et al., 2000). Ja segundo Corcuera et al. (2002), ao analisarem doses de sémen
oriundas de machos adultos, entre 2 e 3 anos de idade, alojados em ambientes sem controle de
temperatura e doses de sémen oriundas de machos adultos alojados em ambientes controlados,
verificaram que a motilidade e a percentagem de acrossomas normais foram maiores na segunda
situacdo. Essa reducdo na qualidade dos ejaculados poderia tambeém ser devido ao calor direto
sobre o testiculo interferindo no seu mecanismo de termorregulacdo. Outra possivel causa
relatada seria a menor ingestdo de alimentos devido ao estresse caldrico sofrido pelos animais

(RINALDO et al., 2000) o que interferiria no processo espermatogeénico.

Os efeitos negativos das altas temperaturas e umidade sobre a espermatogénese, com aumento

do numero das anormalidades espermaticas e, possivelmente, consequente reducdo do niumero
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de doses inseminantes por ejaculado, podem causar prejuizos financeiros para a granja, pela
necessidade de se aumentar o numero de machos para atender a demanda de doses
inseminantes. Esses fatos deveriam ser considerados, quando da manipulacdo de ejaculados
destinados a inseminacdo artificial, nas diferentes épocas do ano, principalmente, em granja
com galpdo ndo climatizado. A utilizacdo de ejaculados com altos percentuais de patologia
espermatica poderia reduzir o namero de leitdes por nascimento, mesmo em doses

heterospérmicas (FRENEAU et al., 2012).
CONCLUSAO

Com o aumento no grau de confinamento dos suinos, o ambiente foi modificando para
completamente artificial podendo ser um potencial problema na criacdo, acarretando um
inadequado desenvolvimento dos animais. O estudo de efeitos do ambiente sobre a qualidade
espermatica é de grande importancia, pode promover a adequacao das praticas de manejo em
horéarios do dia e periodo do ano mais favordvel quanto ao clima, considerando além da
produtividade, o bem-estar animal. Diante disso, a compreensdo do impacto do estresse térmico
sobre varios aspectos da criacdo de suinos suscita o desenvolvimento de novos trabalhos que

possam aprofundar e quantificar os prejuizos desse evento sobre a qualidade do sémen suino.
COMITE DE ETICA E BIOSEGURANGCA

Projeto de pesquisa intitulado «Acdo de substancias antioxidantes e inflluéncia da
bioclimatologia sobre a qualidade de sémen suino conservado», segundo processo n°
10724798-4/11, aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Ceara, em 20 de

maio de 2011, tendo atendido os critérios solicitados pela CEUA-UECE.
REFERENCIAS

ASHRAE. Thermal comfort. In: ASHRAE Fundamentals. 2001. Cap.8, 29p.

41



ALVARENGA, A. L. N.; ZANGERONIMO, M. G. OBERLENDER, G.; MURGAS, L. D. S.
Aspectos reprodutivos e estresse na espécie suina. Universidade Federal de Lavras:

Departamento de Medicina Veterinaria, 2011. 40p. (Boletim Técnico, 86)

BAETA, F.C.; SOUZA, C. F. Ambiéncia em edifica¢des rurais — conforto animal. UFV,

1997, 246p.

BORTOLOZZO, F.P.et al. Inseminagdo Artificial na Suinocultura Tecnificada

Suinocultura em Acéo. Porto Alegre, RS: Pallotti, 2005. 185p.
CAVALCANTI, S.S. Suinocultura Dindmica. Minas Gerais: FEP-MVZ, 1998. 494p.

CHEMINEAU, P. et al. Training manual on artificial insemination in sheep and goats.

FAO: Rome, 1991. 222p.

CIERESZKO, A.; OTTOBRE, J.S.; GLOGOWSKI, J. Effects of season and breed on sperm
acrosin activity and semen quality of boars. Animal Reproduction Science, v.64, p.89-96,

2000.

CLARK, J.A. Environmental aspects of housing for animal production. London:

Butterworths, 1981. 511p.

CORCUERA, B.D. et al. Relationship of environment temperature and boar facilities with

seminal quality. Livestock Production Science, v.74, p.55-62, 2002,

CORDOVA-IZQUIERDO, A. et al. Caracteristicas del semen de verraco y su evaluacion

practica. Porcinocultura, 2004. Disponivel em:

http://66.147.240.151/~porcicul/articulos/?seccion=ia&tema=iar021 Acesso em: 20 dez. 2012.

CORREA M.N. et al. Inseminaco artificial em suinos. Pelotas: Printpar Gréfica e Editora,

2001. 181p.

42


http://66.147.240.151/~porcicul/articulos/?seccion=ia&tema=iar021

CURTIS, S.E. Environmental management in animal agriculture. Ames: The lowa State

University Press, 1983. 409p.

FERREIRA, F.M. Comportamento sexual e caracteristicas espermaticas em suinos jovens
com diferentes desempenhos de crescimento. 1995. 150f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Curso de Pos-graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.

FERREIRA, R.A. Efeitos do clima sobre a nutricdo de suinos. In: ENCONTROS TECNICOS
ABRAVES. 11., 2000, Chapec6. Anais... Concordia: EMBRAPA Suinos e Aves, 2000.

Disponivel em: http://www.cnpsa.embrapa.br/abraves-

sc/pdf/Memorias2000/1 RonyFerreira.pdf

FIALHO, E.T. et al. Interacfes ambiente e nutri¢do — estratégias nutricionais para ambientes
quentes e seus efeitos sobre o desempenho e caracteristicas de carcaca de suinos. In: Il
CONFERENCIA INTERNACIONAL VIRTUAL SOBRE QUALIDADE DE CARNE
SUINA, 2001, Concordia. Anais.. Lavras: UFLA, 2001. Disponivel em:

http://www.cnpsa.embrapa.br/sgc/sgc publicacoes/anais0lcv2 fialho pt.pdf

FRASER, A. F.; BROOM, D. M. Farm animal behaviour and welfare. Wallingford: CAB

International, 1990. 448p.

FRENEAU, G.E.; FERREIRA, J.D.J.; SOBESTIANSKY, J. Avaliacdo das caracteristicas
seminais de varrdes mantidos em centrais de inseminacéo artificial com ambiente climatizado
e ndo climatizado durante 12 meses. Ciéncia Animal Brasileira, v. 13, n. 4, p. 466-478, 2012.

Disponivel em:

<ttp://www.researchgate.net/publication/234128972_AVALIAO_DAS CARACTERISTICA

S_SEMINAIS_DE_VARRES_MANTIDOS_EM_CENTRAIS_DE_INSEMINAO_ARTIFIC

43


http://www.cnpsa.embrapa.br/abraves-sc/pdf/Memorias2000/1_RonyFerreira.pdf
http://www.cnpsa.embrapa.br/abraves-sc/pdf/Memorias2000/1_RonyFerreira.pdf
http://www.cnpsa.embrapa.br/sgc/sgc_publicacoes/anais01cv2_fialho_pt.pdf

IAL_COM_AMBIENTE_CLIMATIZADO_E_NO_CLIMATIZADO _DURANTE_12_MES

ES> Acesso em: 15 mar. 2013. doi: 10.5216/cab.v3i4.18029.

GABALDI, S. H; WOLF, A. A importancia da termorregulacdo testicular na qualidade do
sémen em touros. Ciéncias Agrarias e Saude. FEA, v. 2, n. 2, jul-dez, p. 66-70, 2002.

Disponivel em:

http://www.fea.br/Arguivos/Revista%20Cientifica/\Volume%2002%20N%C2%BA%2002%2

02002/artigo%2013%20v2%20n2.pdf Acesso em: 10 ago. 2012.

GARNER, D.L.; HAFEZ, E.S.E. Espermatozoides y plasma seminal. In: HAFEZ, E.S.E. (Eds).
Reproduccion e Inseminacion Artificial en Animales. 6.ed. México: McGraw-Hill

Interamericana, 1996. p. 158-179.

KIEFER, C. et al. Resposta de suinos em crescimento mantidos em diferentes temperaturas.
Archivos de  Zootecnia, v.58, n.221, p.55-64, 2009. Disponivel em:

http://dx.doi.org/10.4321/S0004-05922009000100006 Acesso em: 10 abr. 2013. doi:

10.4321/S0004-05922009000100006

KIEFER, C. Resposta de suinos em terminacdo mantidos em diferentes ambientes térmicos.
Revista Brasileira de Saude e Producdo Animal, v.11, n. 2, p. 496-504 abr/jun, 2010.

Disponivel em: http://revistas.ufba.br/index.php/rbspa/article/view/1649/985 Acesso em: 05

jan. 2013

KUNAVONGKRIT, A.; PRATEEP, P. Influence of ambient temperature on reproductive

efficiency in pigs: boar semen quality. Pig Journal, v. 35, p.43-47, 1995.

KUNAVONGKRIT, A. et al. Management and sperm production of boars under differing

environmental conditions. Theriogenology, v. 63, p.657-667, 2005.

44


http://www.fea.br/Arquivos/Revista%20Cientifica/Volume%2002%20N%C2%BA%2002%202002/artigo%2013%20v2%20n2.pdf
http://www.fea.br/Arquivos/Revista%20Cientifica/Volume%2002%20N%C2%BA%2002%202002/artigo%2013%20v2%20n2.pdf
http://dx.doi.org/10.4321/S0004-05922009000100006
http://revistas.ufba.br/index.php/rbspa/article/view/1649/985

LARSSON, K.; EINARSSON, S. Seminal changes in boars after heat stress. Acta Veterinaria

Scandinavica, v. 25, p.57-66, 1984.

LE DIVIDICH, J. et al. Thermoregulation. Progress in Pig Science, Nottingham: Nottinglam

University Press. C 1998, p. 229 — 263.

LEE, D.H.K.; PHILLIS, R.W. Assessment of the adaptability of livestock to climatic stress.

Journal of Animal Science. v.7, n.4, p.391-425, 1948.
LIMA, J. A. F. Suinocultura técnica. Lavras: UFLA/FAEPE. 1999. 203p

MACHADO FILHO, L.C.P.; HOTZEL, M.J. Bem estar dos suinos. In: SEMINARIO
INTERNACIONAL DE SUINOCULTURA, 5, 2000, Sdo Paulo, SP. Anais... Concordia:

EMBRAPA Suinos e Aves, 2000. p.70-82.

MARTINEZ, H.R.; WALLGREN, M. Factores que influencian la calidad espermatica em
verracos. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL MINITUB — INSEMINAC}AO ARTIFICIAL

EM SUINOS, 3. Anais... p. 34-41, 2000.

MCNITT, J.I. et al. Thermoregulation in the scrotal system of the boar. I. Temperature
distribution. Journal of Animal Science, v.34, p.112-116, 1972. Disponivel em:

http://www.journalofanimalscience.org/content/34/1/112 full.pdf+html Acesso em: 20 abr.

2012.

MEDEIROS, L.F.D. et al. Avaliacdo de parametros fisiologicos de caprinos SPRD (sem padréo
racial definido) pretos e brancos de diferentes idades, a sombra, no municipio do Rio de Janeiro.

Boletim da Industria Animal, v.64, n.4, p.277-287, 2007.

MENDES, A.S. Efeito do manejo da ventilacdo natural no ambiente de salas de
maternidade para suinos.2005, 107f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia). - Escola

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo.

45


http://www.journalofanimalscience.org/content/34/1/112.full.pdf+html

MIES FILHO, A. Fisiologia do aparelho genital masculino: funcdo espermatogénica e funcéo
enddcrina do testiculo. In: Mies Filho, A. Reproducéo dos animais e inseminacao artificial.

3.ed. Porto Alegre: Sulina, 1975, p.99-133.

MOSTL E, PALMER. Hormones as indicators of stress. Domestic Animal Endocrinology,

V.23, p.67-74, 2002.

MULLER, R.P. Bioclimatologia aplicada aos animais domésticos. Porto Alegre: Sulina,

1989. 262p.

NAAS, I. A. etal. Determining the ideal ventilation system in swine production - A Case Studly.
In: Proceedings of the 7th International Conference on Computers in Agriculture. 1998. St

Joseph, MI. p 923-929.

NASCIMENTO, E. F.; SANTOS, R. L., 2003. Patologia da Reproducédo dos Animais

Domeésticos. 2. ed. Rio de Janeiro : Guanabara Koogan. 137p.

NOBREGA, G. H. et al. A producdo animal sob a influéncia do ambiente nas condigdes do
semiarido nordestino. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel. Vol.

06, n. 01, p. 67- 73, 2011

OLIVEIRA, P.AV. et al. Efeito da temperatura no desempenho zootécnico de suinos em
crescimento e terminagdo nos sistemas de camas sobrepostas e piso concretado. In: Congresso
Brasileiro de Veterinarios Especialistas em Suinos, 10/2003, Concordia, SC. Anais...

Concordia: EMBRAPA Suinos e Aves, 2003. p.401.

PEREIRA, C.C.J. Fundamentos de bioclimatologia aplicados a produgdo animal. Belo

Horizonte: FEPMVZ, 2005. 195p

46



PIRES, M. F. A.; CAMPOS, A. T. Relacao dos dados climaticos com desempenho animal. In:
RESENDE, H. et al. Dados climaticos e sua utilizacdo na atividade leiteira. Juiz de Fora:

Embrapa Gado de Leite, 2003. p. 103-114

QUINIOU N. et al. Voluntary feed intake and feeding behaviour of group-housed growing pigs
are affected by ambient temperature and body weight. Livestock Production Science, v.63.p.

245-253, 2000. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/S0301-6226(99)00135-9 doi:

10.1016/S0301-6226(99)00135-9

RINALDO, D. et al. Adverse effects of tropical climate on voluntary feed intake and
performance of growing pigs. Livestock Production Science v. 66, p. 223-234, 2000.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/S0301-6226(00)00181-0 doi: 10.1016/S0301-

6226(00)00181-0

ROBINSON, N.E. Homeostase — Termorregulacao. In: Cunningham JG. Tratado de fisiologia

veterinaria. 3.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004. p.550-560.

ROZEBOOM, K. et al. Coping with seasonal infertility in the herd: part I, 2000. Swine News.

V. 23, n. 3, abr. 2000.

SILVA, E.M.N. et al. Avaliacdo da adaptabilidade de caprinos ao semi-arido atraves de
parametros fisioldgicos e estruturas do tegumento. Revista Caatinga, v.23, n.2, p.142-148,

2010.

SILVEIRA PR, SCHEID 1. Qualidade de sémen no processo de Inseminacdo Artificial.

Suinocultura Industrial, n.6, p.33-38, 2003.

SOUZA, B. B. et al. Efeito do ambiente sobre as respostas fisiologicas de caprinos saanen e
mesticos %2 saanen + %2 boer no semiarido Paraibano. Agropecuéria Cientifica no Semiarido.

Vol. 06, n. 02, p. 47 - 51, 2010.

47


http://dx.doi.org/10.1016/S0301-6226(99)00135-9
http://dx.doi.org/10.1016/S0301-6226(99)00135-9
http://dx.doi.org/10.1016/S0301-6226(00)00181-0

SOUZA, P. Avaliacédo do indice de conforto térmico para matrizes suinas em gestacao
segundo as caracteristicas do ambiente interno. 2002. 117f. Tese (Doutorado em Engenharia
Agricola). - Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Agricola Campinas: Universidade

Estadual de Campinas.
SOUSA, P. Conforto térmico e bem estar na suinocultura. I. ed. Lavras: UFLA, 2004. 69p.

SURIYASOMBOON, A. et al. Effect of temperature and humidity on sperm morphology in
duroc boars under different housing systems in Thailand. The Journal of Veterinary Medical

Science, v.67, p.777-785, 2005.

SURIYASOMBOON, A. et al. Effect of temperature and humidity on reproductive

performance of crossbred sows in Thailand. Theriogenology. v.65, p.606-628, 2006.

TINOCO, I.F.F. Efeito de diferentes sistemas de acondicionamento de ambientes e niveis
de energia metabolizavel na dieta sobre o desempenho de matrizes de frango de corte, em
condicbes de verdo e outono. 1996. 173f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Pos-

graduacdo em Ciéncia Animal. Universidade Federal De Minas Gerais.

WEST, J.W. Nutritional strategies for managing the heat-stressed dairy cow. Journal of Dairy

Science, v.82, p.21-35, supplement 2, 1999.

YOUSEF, M. K. Stress Physiology in Livestock. Poultry, Boca Raton, v. 3, p. 159, 1985.

48



07 CAPITULO Il

Uso de diluentes alternativos e diferentes concentragdes de &cido fitico
adicionado ao sémen suino conservado

Use of alternative extenders and different concentrations of phytic acid

added to stored boar semen

Aline Viana Dias, Daianny Barboza Guimaraes, Lina Raquel Santos Araujo, Ludymila

Furtado Cantanhéde, Tatyane Bandeira Barros, Ricardo Toniolli

Periddico: Semina: Ciéncias Agrérias Submetido em: 05/07/2013

49



Uso de diluentes alternativos e diferentes concentracdes de acido fitico
adicionado ao sémen suino conservado

Use of alternative extenders and different concentrations of phytic acid
added to stored boar sémen

Aline Viana Diast, Daianny Barboza Guimardes!, Lina Raquel Santos Aratjo?, Ludymila
Furtado Cantanhéde?!, Tatyane Bandeira Barrost, Ricardo Toniolli®

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias — FAVET/UECE; ?Laboratério de Reprodugdo Suina e
Tecnologia de Sémen (LabSuis)/UECE; *Orientador, LabSuis — FAVET/UECE, Av. Paranjana, 1700 — Campus
Itaperi, Fortaleza-Ce, CEP: 60.740-000, email: toniolli@roadnet.com.br

Projeto de pesquisa segundo processo n® 10724798-4/11, aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual do Ceara, em 20 de maio de 2011, tendo atendido os critérios solicitados
pela CEUA-UECE.

RESUMO

Antioxidantes sdo utilizados na conservacdo do sémen de diversas espécies domésticas. Diante disso, o
presente estudo teve como objetivo verificar o melhor diluente para adicionar diferentes concentracdes
de 4cido fitico e verificar os efeitos sobre os espermatozoides suinos conservados. Na etapa |, 60
ejaculados e trés diluentes foram utilizados: BTS; LPD e ACP-103®. J4 na etapa 2, O BTS como melhor
diluente da I etapa, foi acrescido de trés concentracdes de acido fitico (n= 60): (T1) BTS (controle);
BTS+175uM de &cido fitico (T2); BTS+350uM (T3); e BTS+525uM (T4). Foram realizadas analises
diarias de vigor e motilidade, e em DO e D4 foram realizados os testes hiposmético e de vitalidade e
integridade acrossomal. A motilidade espermatica no T4 foi superior (p<0,05) em relacdo ao T1. Em
relacdo ao percentual de espermatozoides vivos, ndo houve diferenga significativa em nenhum dos
tratamentos testados, porém, tratando-se da integridade da membrana, o T4 em DO e D4 obteve
significativamente melhor resultado (p<0,05) em relacdo ao T1. A adicdo do &cido fitico no BTS
promoveu efeitos positivos em determinadas analises, porém mais estudos devem ser conduzidos para
elucidacéo dos efeitos do &cido fitico sobre o metabolismo espermatico.

Palavras-chave: ejaculado suino, BTS, &cido fitico, antioxidantes.

ABSTRACT

Antioxidants are used for the preservation of semen from several domestic species. Thus, the present
study aimed to determine the best diluent for adding different concentrations of phytic acid and verify
the effects on conserved boar sperm. In the step I, 60 ejaculated and three extenders were used: BTS;
LPD and ACP-103®. In the step |1, the BTS, best diluent of step I, has received three concentrations of
phytic acid: (T1) BTS (control); BTS + 175mM of phytic acid (T2); BTS + 350mM (T3) and BTS +
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525mM (T4). Daily analyzes of vigor and motility were performed, and in DO and D4 the following
tests were performed: hyposmotic. vitality and acrosomal integrity. The sperm motility on T4 was higher
(p<0.05) when compared to T1. Regarding the percentage of live sperm, no significant difference was
found in any of the tested treatments, however, in the case of membrane integrity, T4 in DO and D4
achieved significantly better results (p<0.05) in comparison with T1. The addition of phytic acid in BTS
promoted positive effects in some analyzes, but more studies must be conducted to elucidate the effects
of phytic acid on sperm metabolism.

Keywords: boar semen, BTS, phytic acid, antioxidants.

INTRODUCAO

A grande maioria das inseminagdes artificiais (1A) realizadas em suinos utiliza sémen
diluido e conservado a temperaturas entre 15 e 18 °C, por um periodo maximo de 5 dias.
Constata-se também que, 85% destas IA sdo realizadas no dia da coleta do sémen ou no dia
seguinte (JOHNSON et al., 2000). Varias formulagdes de diluentes foram testadas e usadas em
sémen de varrdes. Resultados consistentes foram encontrados com o uso do Beltsville Thawing
Solution (BTS), diluente de baixo custo com um numero limitado de ingredientes em sua
formula. Ele é um dos diluentes mais utilizados nos protocolos de IA, apesar de permitir a
estocagem do sémen durante um ndmero limitado de dias (WOELDERS, 1992).

Numerosos trabalhos tém sido efetuados com a finalidade de desenvolver um diluente
para 0 sémen de diferentes machos domésticos. O uso de vérias substancias adicionadas ao
diluente como antioxidantes (JEONG et al., 2009), crioprotetores e aminoacidos (LINDEBERG
et al., 1999; FAGUNDES et al., 2010), bem como diferentes meios como o leite desnatado
(MEIRELLES et al., 1998; TONIOLLI et al., 2001) e a 4gua de coco (NUNES; SALGUEIRO,
1999: CARDOSO et al., 2002; TONIOLLI et al., 2010), vem sendo utilizados na conservacao
do sémen de diversas espécies domésticas.

Segundo Stryer (1996), uma das razdes que explicam a diminuicdo da qualidade do
ejaculado de um reprodutor € a maior producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs),
também chamadas de radicais livres, ou seja, &tomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons despareados. Sendo o0s antioxidantes poderosos inibidores de radicais livres,
suprimindo a formagdo de espécies reativas ao oxigénio e/ou suas a¢bes. A sua adicdo aos
diluentes, tem sido avaliada quanto a sua capacidade de proteger o espermatozoide do efeito
toxico destas EROs (MAIA, 2006).

O 4cido fitico (AF) presente em grandes concentracdes no farelo de gérmen de milho
desengordurado (FGMD), é visto como um potente antioxidante natural, capaz de inibir a

formacéo de radicais livres ao ser veiculado através desses ingredientes nas racfes. (BOHN et
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al. 2008). Em estudo realizado por Pacheco et al. (2012), carnes originadas de animais que
receberam dietas de races com FGMD apresentaram menores indices de oxidagdo, apesar
destas ra¢des conterem maior quantidade de 6leo de soja, em comparacdo as dietas sem inclusdo
do FGMD, fato este que sugere ser eficiente o efeito antioxidante do acido fitico veiculado pelo
mesmo. Diante destes resultados, pode-se sugerir que o acido fitico, devido a sua capacidade
quelante principalmente com minerais, interagiu especificamente com o ferro e inibiu sua
capacidade de formar os radicais hidroxil, inibindo assim a peroxidacdo lipidica (GRAF;
EATON, 1990). Por essa razdo, o AF € indicado como um antioxidante ideal para a carne suina,
ja que esta possui elevado teor de ferro, um mineral catalisador da oxidacdo em produtos
carneos. Porém, ainda ndo existem trabalhos com a adi¢do do AF no diluente do sémen.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de diluentes de sémen
alternativos bem como verificar a eficiéncia do acido fitico adicionado em diferentes

concentragdes no diluente do sémen sobre a qualidade do ejaculado do varréo.

MATERIAL E METODOS

01. Reprodutores e coleta de sémen

O sémen de cinco reprodutores foi coletado uma vez por semana, durante 12 semanas
(n = 60) na etapa I. A coleta foi realizada pela técnica da méo enluvada em recipiente coberto
por filtro e protegido por copo térmico. Foi aproveitado o ejaculado apos a separacdo da parte
gelatinosa. Foram utilizados animais com idades variaveis entre 12 e 24 meses, provenientes
do Laboratério de Reproducdo Suina e Tecnologia do Sémen da FAVET/UECE. A qualidade
do ejaculado foi avaliada pelas caracteristicas concentragdo (x10° sptz/mL), volume (mL), total
de espermatozoides (x10° sptz), vigor espermatico (0 a 5 — TONIOLLI, 1996) e total células
moveis (%). S6 foram aproveitados os ejaculados que apresentassem valores de >3,0 para o
vigor e >80% de espermatozoides moéveis. Na etapa II o sémen de cinco reprodutores foi
coletado uma vez por semana, durante 12 semanas, com n = 60 como na etapa I. O local e a

avaliacdo da qualidade do ejaculado foi realizada de acordo com descrito na etapa |.

02. Diluicéo do sémen e tratamentos experimentais

Na etapa | foi separado de cada ejaculado um total de 2,1 x10%ptz, repartido
equitativamente entre trés tratamentos (35 x10° sptz/mL), com um volume final por tratamento
de 12,5 mL (sémen + diluente), envazados em cinco tubos de ensaio/tratamento (2,5 mL = 87,5
x10° sptz/tubo). O dia da coleta foi considerado dia zero (D0) e o sémen foi conservado até

quatro dias ap6s (D4), com analises diarias em DO, D1, D2, D3 e D4. Inicialmente, foram
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testados trés diluentes: 01. O diluente Beltsville Thawing Solution (BTS - controle); 02. O
diluente gua de coco em p6 (ACP-103®), oriundo da desidratacdo da 4gua de coco in natura,
pela técnica do spray dry (SALGUEIRO et al., 2002), sendo reconstituido com agua destilada
nas seguintes proporc¢des: 24g de ACP + 100 mL de agua destilada + sulfato de gentamicina a
80mg/ 100 mL; 03. O leite em p6 desnatado (LPD), diluido em agua destilada nas seguintes
proporcdes: 10g de LPD + 0,194g de glicose + 100mL de &gua destilada + sulfato de
gentamicina a 80mg/ 100mL. Cada 100g de LPD era composto por: carboidratos (560);
proteinas (20,8g); fibra soltvel (9,6g); sédio (300mg); calcio (2g); ferro (17,2mg); vitaminas A
(564pg), D (6pg), E (18,8mg) e C (92mg) e acido folico (480ug). Esses trés diluentes foram
submetidos a temperatura de conservacgdo de 17 °C. A cada dia de analise, foram retirados 0s

tubos equivalentes a cada ejaculado/tratamento, incubados a 39 °C por 10 minutos.

Na etapa Il do experimento foi utilizado o melhor diluente da etapa | adicionado de trés
diferentes concentracdes de &cido fitico (Sigma P8810). Foi separado de cada ejaculado um
total de 2,1 x10%ptz, repartido equitativamente entre quatro tratamentos (35 x10° sptz/mL),
com um volume final por tratamento de 12,5 mL, envazados em cinco tubos de
ensaio/tratamento (2,5mL = 87,5 x10° sptz/tubo). O dia da coleta foi considerado dia zero (D0)
e 0 sémen foi conservado até quatro dias apds (D4), com analises diarias em DO, D1, D2, D3 e
D4. Onde o BTS sem adicdo do &cido fitico foi considerado como tratamento controle (T1);
BTS + 175uM de &cido fitico (T2); BTS + 350uM de &cido fitico (T3); e BTS + 525uM de
acido fitico (T4); com a finalidade de testar a possivel acdo do &cido fitico e uma concentragéo

ideal do mesmo.

03. Anélises do sémen pos-diluicéo
3.1. Analises de vigor e motilidade
Para a avaliacdo da qualidade espermatica, foi analisado o vigor espermaético (0 a 5)
(TONIOLLLI, 1996) e a porcentagem de células moveis (%), colocando-se uma gota de sémen
de 15uL entre ldmina e laminula, com leitura em microscopia Optica a um aumento de 200
vezes. O sémen diluido e conservado a 17 °C e foi reaquecido a 39 °C, com leituras feitas apos
10 minutos de incubacao.
3.2. Integridade do acrossoma e vitalidade
Para a analise de integridade do acrossoma e de vitalidade (% de espermatozoides
vivos), esfregacos de sémen foram feitos no DO (apds seis horas de conservacdo) e no D4. Em
ambos 0s momentos, 0 sémen era reaquecido a 39 °C durante 10 minutos antes das analises,

onde eram consideradas a integridade do acrossoma e a vitalidade. Foram contadas 200 células
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por esfregaco corado, em microscopia Optica com lente de imersdo (aumento de 1000x). A
solucdo corante utilizada foi formada por: azul de bromofenol = 0,1g; citrato de sodio = 0,4¢;
agua destilada = 10mL. Juntou-se uma gota de sémen com outra de corante sendo
homogeneizada em seguida. Apos 30 segundos, procedeu-se ao esfregaco, sendo secado a
temperatura ambiente. Para analises, os espermatozoides foram classificados em quatro
categorias: 1) Vivos com acrossoma intacto; 2) Vivos com acrossoma danificado; 3) Mortos

com acrossoma intacto; 4) Mortos com acrossoma danificado.

3.3. Teste Hiposmatico

O teste hiposmético também foi realizado nos dias DO e D4, e permitiu a avaliacdo da
qualidade da membrana do espermatozoide, através de uma prova de resisténcia ao choque
osmotico. A técnica consistiu da adicdo de 1 mL de sémen diluido em 15 mL de agua destilada
e mantidos por 15 minutos em banho-maria a 39 °C (solucdo A). Ap6s o periodo de incubacéo,
adicionou-se 0,5 mL de formal salino a 1% (solugéo B) em um volume de 1 mL da solucéo A,
retirando-se em seguida uma aliquota de 15uL, colocada em uma lamina, recoberta por
laminula e em seguida levado ao microscépio éptico com um aumento de 400x, sendo contados
um total de 200 espermatozoides. O espermatozoide com a cauda reta € indicativo de ruptura
de membrana, 0s que permanecerem com membrana integra apresentam cauda enrolada. Um

bom sémen deve ter no minimo 50% de espermatozoides com cauda enrolada.

04. Anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de Blocos ao Acaso, usando-se analise de
variancia e aplicando-se os testes Mann Whitney, para a comparacdo entre grupos, e Qui-
Quadrado, corrigido para os resultados expressos em porcentagem, usando-se o Programa
StatView (versdo 5.0.1; SAS Institute Inc. 1992-1998) com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
ETAPAI

A fracdo espermaética do sémen in natura dos 60 ejaculados analisados do experimento
apresentou aspecto normal, coloragdo branco leitoso, volume médio de 422 mL e concentragdo
média de 237 x10° sptz/mL. Tais caracteristicas estdo dentro da normalidade para a espécie

suina (CORREA et al., 2001). O sémen in natura apresentou uma motilidade média de
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87,9%+12,1 e vigor de 4,2+0,6. Estes valores se mantiveram acima dos pardmetros minimos
estipulados pela metodologia para utilizacdo do ejaculado.

Os resultados do vigor espermatico nas primeiras 24h de conservacdo do sémen, ndo
apresentaram diferencas entre os diluentes ACP-103® (2,2+0,8) e LPD (2,3+0,8), porém, no
BTS (1,7+0,7) houve uma queda significativa desta caracteristica (p<0,05) em relacdo aos
outros dois diluentes. Por outro lado, a partir de D2, o BTS apresentou melhores valores para
essa caracteristica em relacio ao LPD e ACP-103®, os quais apresentaram uma queda
significativa dos valores do vigor espermatico. Até 24 horas ap06s inicio da conservagéo (D1),
o diluente ACP-103® apresentou os maiores resultados médios para esta caracteristica, sendo
significativamente melhores (p<0,05) do que os demais tratamentos (Tabela 1).

Resultados semelhantes foram encontrados por ARAUJO et al. (2012), divergindo
apenas no DO com relagdo ao ACP-103®, neste estudo em particular, este diluente obteve
resultados significativamente melhores (p<0,05) em DO quando comparado ao BTS. Desta
forma, demonstrou-se que o ACP-103® apresentou-se como um meio com uma melhor
capacidade de manutencdo desta caracteristica nas primeiras 24 horas de conservagdo do sémen.
Este diluente tem-se mostrado eficiente em diferentes processos biotecnoldgicos de espécies
animais bem como no homem (NUNES; SALGUEIRO, 1999; COSTA et al., 2002), abrindo
novas perspectivas para 0 seu uso.

Os resultados de vigor espermatico, permitiram visualizar a possibilidade de utilizacao
destes diluentes alternativos (ACP-103® e LPD) na diluicdo do sémen do varrdo, mas apenas
durante uma conservagdo de 24 horas, uma vez que os resultados alcangados foram
significativamente melhores (p<0,05) do que os obtidos pelo BTS. Estes resultados abrem uma
nova perspectiva para o uso do sémen suino em programas de inseminag&o artificial, com o uso
de matéria prima nacional deixando de ser necessario a importacdo de componentes ou do

diluente BTS pronto.

Tabela 1: Vigor espermatico do sémen suino conservado em diferentes diluentes a 17 °C
durante cinco dias.

Dias de conservacao

Tratamentos DO D1 D7 D3 D4
BTS 1,7+0,72 1,5+0,72 1,4+0,5¢ 1,2+0,6° 1,1+0,6°
ACP-103® 2,2+0,8P 2,3+0,8° 1,0+0,7° 0,2+0,52 0,1+0,42
LPD 2,3+0,8" 1,8+0,7% 0,4+0,62 0,1+0,32 0,1+0,32

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)
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Para a caracteristica de porcentagem de células moveis, o LPD (57,1%) e o ACP-103®
(51,2%) apresentaram resultados melhores (p<0,05) que o BTS (39,8%) nas primeiras 24h
(D1). Por outro lado, este ultimo diluente manteve uma maior porcentagem de células méveis
de D2 até o altimo dia de conservacao (D4), resultados esses melhores (p<0,05) em relacéo aos
outros dois diluentes testados (Tabela 2). A conservacao do ejaculado suino no diluente LPD,
a temperatura de 17 °C, ndo se caracterizou como um bom diluente para o sémen suino em seu
uso prolongado, resultando na deteriorizacdo das caracteristicas espermaticas, bem como no
aparecimento de contaminacédo bacteriana (KASIMANICKAM et al., 2011). Tais alteractes
contribuiram para coagular o leite, fato esse que ocorreu com frequéncia a partir do D2,
dificultando a realizagdo das andlises e a qualidade de conservacdo das células.

Em trabalho recente realizado por Barros (2010), a agua de coco como diluente na
conservacao do total de espermatozoides moveis, obteve resultados inferiores aos do presente
estudo ja no primeiro dia de analise, ndo indicando o ACP-103® como diluente para o sémen
suino, tendo em vista sua incapacidade na manutencdo desta caracteristica. Essas diferengas
podem indicar um comportamento individual de cada ejaculado ou de reprodutores em
particular, que merecem maiores estudos afim de se determinar possiveis interacfes com

ejaculados ou com individuos.

Tabela 2: Total de espermatozoides moveis (% - motilidade) do sémen suino conservado
em diferentes diluentes a 17 °C durante cinco dias.

Dias de conservacao

Tratamentos
DO D1 D2 D3 D4
BTS 39,8+19,57  295+17,0°  25,9+14,7° 20,7+14,6° 21,2+16,9°
ACP-103® 51,2419,6°  42,74#21,4°  26,54#20,3° 45#11,4° 25496
LPD 57,1421,0°  41,7+21,0°  8,8+15,12 0,8+3,6  1,6+5,9

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)

A porcentagem de espermatozoides vivos em DO foi maior para o diluente LPD 66,2%
do que nos diluentes ACP-103® 56,0% e BTS 59,2% (p<0,05), corroborando com o estudo de
ARAUJO et al (2012), onde em DO o LPD obteve valores significativamente maiores do que
os demais diluentes testados. Estes resultados encontrados com o uso do LPD podem ser
explicados devido a presenca das lipoproteinas e lecitinas do leite, que conferem uma protecao
a ceélula espermatica contra o choque térmico, quando adicionadas ao diluente do sémen antes
do resfriamento, fato este que proporciona ao espermatozoide uma maior resisténcia contra a
acdo das baixas temperaturas de conservacdo (FOOTE, 1974; MEMON; OTT, 1981). Porém
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em D4 0 BTS (35,0%) obteve melhores resultados que nos diluentes LPD 28,7% e ACP-103®
22,0% (Tabela 3), sendo significativamente melhores apenas em relagdo ao ACP-103®
(p<0,05), justificando o fato de ser o diluente mais utilizado nos programas de inseminacao
artificial, também pela facilidade de fabricacdo e baixo preco de comercializacdo (LEVIS,
2000).

Tabela 3: Total de espermatozoides vivos (%) do sémen suino conservado em diferentes
diluentes a 17 °C durante cinco dias.

Dias de Conservacao

Tratamentos
DO D4
BTS 59,2+17,02 35,0+16,8°
ACP 103® 56,0+15,92 22,0+11,22
LPD 66,2+17,3° 28,7+16,0°

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)

Conforme apresentado na Tabela 4, o LPD e o ACP mantiveram uma maior
percentagem de células com membrana integra, 36,1 e 33,5%, respectivamente no primeiro dia
de conservacao do sémen, quando comparado ao BTS 24,2% (p<0,05). Ja no ultimo dia de
analise (D4) os resultados se inverteram, ou seja, o diluente BTS (35%) obteve valores
significativamente melhores (p<0,05) que os demais diluentes, LPD (6,2%) e ACP (6,3%).
Discordando do observado por Toniolli et al. (2010), onde ap6s 0 mesmo periodo, o diluente
ACP proporcionou melhores condicdes de protecao aos espermatozoides (p<0,05), com maior
namero de células com membrana integra (74,2%) em relacdo ao BTS (39,0%).

Desta forma, estas melhores condigdes de protecédo as células espermaticas permitiram
que o sémen chegasse ao final do periodo de incubagdo com um maior nimero de células com
membrana integra, fato este que podera influenciar positivamente nos resultados de fertilidade
com o uso de um ejaculado conservado desta maneira. Apesar do periodo de incubacdo e da
temperatura mais baixa poderem permitir um aumento do numero de células mortas e de
membranas danificadas, esse tipo de problema foi minimizado quando se utilizou o diluente
ACP.

Araujo et al. (2012), ndo observou diferencas significativas (p> 0,05) entre 0 ACP e 0
BTS tanto em DO e D4, discordando do presente estudo, onde o ACP em D4 assim como 0

LPD (p<0,05) demostraram um aumento no numero de células com membranas danificadas.
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Embora este estudo ndo tenha evidenciado da mesma forma esta qualidade do ACP, tal fato
ndo o descredencia como diluente para o sémen suino no tocante a integridade de membrana.
No presente trabalho, apesar de a incubacdo e de temperaturas mais baixas promoverem
aumento do numero de células mortas e de membranas danificadas, esse tipo de evento foi

minimizado quando se utilizou o BTS.

Tabela 4: Total de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico (%) do sémen suino
conservado em diferentes diluentes a 17 °C durante cinco dias.

Dias de Conservacao

Tratamentos
DO D4
BTS 24,2+10,8° 13,6+8,2"
ACP-103® 33,5+12,2 6,3+5,9°
LPD 36,1+12,5" 6,2+5,6°

a, b, c, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)

Diante dos resultados concluimos que o melhor diluente a ser utilizado na Il etapa foi o
BTS por se manter mais estavel pelos cinco dias de conservacdo a 17 °C, apesar do LPD e ACP

terem sido melhores nas primeiras 24h.

ETAPAII

A fracdo espermatica do sémen in natura dos 60 ejaculados analisados do experimento
apresentou aspecto normal, coloracdo branco leitoso, volume médio de 340 mL e concentracao
média de 275 x10° sptz/mL. Tais caracteristicas estdo dentro da normalidade para a espécie
suina (CORREA et al., 2001). O sémen in natura apresentou uma motilidade média de 88%=+7,8
e vigor de 4,2+0,5. Estes valores se mantiveram acima dos parametros minimos estipulados

pela metodologia para utilizacéo do ejaculado.

Resultados de vigor espermatico encontram-se na tabela 5. Entre os tratamentos
analisados ndo houve nenhuma diferenca significativa (p>0,05). Porém, foi observado que,
dentro de cada dia de conservagdo do sémen, o uso de concentra¢fes maiores do acido fitico
proporcionou uma queda mais lenta nos resultados médios do vigor espermatico. Esta tendéncia
pode indicar a possibilidade de que maiores concentracfes do acido fitico adicionados ao
diluente de sémen suino, podera apresentar melhores resultados de vigor espermaético,

entretanto, esta tendéncia ainda precisa ser confirmada atravées de experimentos suplementares.
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Tabela 5: Vigor espermatico do sémen suino conservado em BTS a 17 °C durante cinco
dias, com diferentes concentracdes de acido fitico.
Dias de conservacao

Tratamentos
DO D1 D2 D3 D4
T1 2,3+0,9° 2,0+0,7° 1,9+0,7° 1,7+0,7° 1,5+0,7°
T2 2,3+0,9° 2,1+0,7° 1,9+0,7° 1,7+0,6° 1,5+0,6°
T3 2,5+0,9° 2,0+0,8? 1,9+0,7¢ 1,8+0,7¢ 1,7+0,7¢
T4 2,6+0,7° 2,2+0,7° 2,0£0,78 1,8+0,7¢ 1,7+0,7¢

a, b, c, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)

Para a caracteristica percentagem de células méveis (Tabela 6) em DO, D1 e D4, a
concentracdo de 525 UM (T4) obteve um aumento significativo com relacdo ao tratamento
controle (T1).

Em estudo feito com outro antioxidante (Trolox) adicionado ao BTS, apresentou
melhores resultados médios motilidade espermatica em relacdo ao controle (TONIOLLI,
TONIOLLI, 2010). O efeito benéfico de antioxidantes sobre o total de células moveis na
conservacdo de sémen foi observado por Sarlds et al., (2002) no sémen ovino. Segundo 0s

autores, esse efeito se deve a alta capacidade do antioxidante em inibir a lipoperoxidacao.

Tabela 6: Total de espermatozoides mdveis (%) do sémen suino conservado em BTS a
17 °C durante cinco dias, com diferentes concentracdes de acido fitico.

Dias de conservacao

Tratamentos
DO D1 D2 D3 D4
T1 475+19,9°  39,1+17,0*  351+14,2°  27,9+13,1®°  23,1+12,8%
T2 49,3+215%  41,3+£18,1% 355+16,8°  30,1#12,9°  24,5+128%
T3 50,9+22,8%°  40,4+18,8%  351+16,1*  31,4+14,3? 26,8+12,7%°
T4 55,6+17,2°  46,0+16,7°  37,3%15,9°  32,4+14,9? 28,9+13,1°

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)

Os resultados do total de espermatozoides vivos (Tabela 7) ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos utilizados, porém, como foi visto na caracteristica
vigor espermatico, a medida que se utilizava maiores concentracdes de acido fitico adiconada
ao meio diluente, observou-se uma queda mais lenta na porcentagem média de células vivas.
Esta tendéncia de resultados pode indicar uma ac&o protetora do &cido fitico, que manteve-se

estavel entre o primeiro e Gltimo dia de conservacdo, entretanto, uma verdadeira e constante
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acdo protetora, relacionada a uma determinada concentracdo do &cido fitico, ainda precisa ser
melhor determinada. J& em estudo realizado por Peixoto et al. (2007), a adi¢do de vitamina C
(600 uM/L) e Trolox (60 uM/L) proporcionaram maior protecdo as membranas acrossomais de
espermatozoides ovinos, bem como com os resultados de Beconi et al. (1993), que obtiveram
maior percentual de espermatozoides com acrossoma intacto ao adicionarem as vitaminas C (5
mM de ascorbato) ¢ E (1,0 mg/mL acetato de a-tocoferol) ao diluente de sémen bovino. No
presente trabalho, apesar de ndo ter havido diferenca significativa entre os tratamentos, ocorreu
uma tendéncia de uma menor queda no nimero de espermatozoides vivos com acrossoma
intacto quando a concentragdo de &cido fitico era maior. As diferencas encontradas entre 0s
resultados deste trabalho em relagdo aos dos autores citados, podem ser devido a diferencas
entre substancias utilizadas bem como com a espécie animal em questéo.

Durante o processo de maturacdo, os espermatozoides perdem a maior parte de seu
citoplasma, limitando sua defesa contra o estresse oxidativo e tornando-os dependentes dos
antioxidantes presentes no plasma seminal (BAUMBER et al., 2005), evidenciando a
importancia da utilizacdo de substancias antioxidantes ao diluente, de forma a proporcionar um
maior numero de células vivas apds o processo fisioldgico, que possam alcancar o 6vulo em

condigdes de fertilizagéo.

Tabela 7: Total de espermatozoides vivos (%) do sémen suino conservado em BTSa 17
°C durante cinco dias, com diferentes concentracdes de acido fitico.

Dias de Conservacao

Tratamentos
DO D4
T1 55,1+10,72 38,3+10,12
T2 56,5+9,5% 40,4+10,72
T3 56,6+10,8% 40,5+10,8%
T4 57,9+12,1° 42,3+10,32

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)

Em relagéo ao teste hiposmotico, o tratamento com a maior concentracdo de acido fitico
(T4), obteve melhor resultado (p<0,05) quando comparado com o controle tanto em DO gquanto
em D4, produzindo assim efeitos benéficos sobre a porcentagem de células com membrana
integra.

Estudos tém mostrado que a vitamina E (a-tocoferol) é capaz de proteger as células de

estresse oxidativo (TIRADO; BROWN, 2005) e de danos das membranas plasmatica e
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acrossomal (MAIA, 2006). Os resultados do presente estudo corroboram com estas afirmacdes,
ja que foi obtido com o uso das maiores concentracdes de acido fitico adicionado ao diluente
do sémen, os melhores resultados (p<0,05) de protecdo das células contra os danos oxidativos
sobre a membrana plasmatica.

Tabela 8: Total de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico (%) do sémen suino
conservado em BTS a 17 °C durante cinco dias, com diferentes concentragdes
de acido fitico.

Dias de Conservacao

Tratamentos
DO D4
T1 34,4+9,3? 25,4+6,9°
T2 36,7+10,7%° 28,29+7,9%
T3 36,9+9,9% 28,31+7,7%
T4 40,1+10,3° 28,58+7,3°

a, b, ¢, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)

CONCLUSAO

O LPD e o ACP mostraram ser excelentes meios diluentes para o sémen suino, desde
que utilizados por um periodo de até 24 horas de conservacao a temperatura de 17 °C. Ja a
adicdo do acido fitico ao diluente BTS ndo apresentou muita influéncia sobre os parametros
analisados, exceto sobre a percentagem de espermatozoides maveis e integridade de membrana.
Portanto, através de novos protocolos experimentais, maiores estudos devem ser conduzidos
visando elucidar se efetivamente existem efeitos do acido fitico sobre o metabolismo
espermatico e como 0s mesmos podem ser expressos na pratica em termos de qualidade do

espermatozoide suino.
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of boar semen: in vivo evaluation

Aline Viana Dias, Daianny Barboza Guimardes, Lina Raquel Santos Araujo, Ludymila
Furtado Cantanhéde, Tatyane Bandeira Barros, Ricardo Toniolli

64



Uso do &cido fitico adicionado ao diluente BTS na conservacgédo
do sémen do varrdo: avaliagdo in vivo

Use of phytic acid added to BTS extender in the conservation

of boar semen: in vivo evaluation

Aline Viana Diast, Daianny Barboza Guimaraes!, Lina Raquel Santos Aradjo?, Ludymila
Furtado Cantanhéde?!, Tatyane Bandeira Barrost, Ricardo Toniolli®

Programa de Pds-Graduagio em Ciéncias Veterinarias — FAVET/UECE; ?Laboratdrio de
Reproducéo Suina e Tecnologia de Sémen (LabSuis)/UECE; Orientador, LabSuis —
FAVET/UECE, Av. Paranjana, 1700 — Campus ltaperi, Fortaleza-Ce, CEP: 60.740-000, e-
mail: toniolli@roadnet.com.br

RESUMO

A manutencdo do sémen suino sob condicGes de refrigeracdo tem se mostrado uma técnica
eficiente para a difusdo do material genético através dos programas de inseminacdo artificial.
O uso de vérias substancias adicionadas ao diluente como antioxidantes, vem sendo utilizados
na conservacao do sémen de diversas espécies domésticas. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a acdo do acido fitico adicionado no diluente sob a forma refrigerada, por meio de
resultados de fertilidade de fémeas inseminadas. Foram utilizados 4 reprodutores (Agroceres
Topigs) para a inseminacdo artificial e foram utilizadas 282 fémeas adultas na formacédo dos
lotes, o experimento foi realizado no decorrer de 7 semanas, com 0s lotes de inseminagéo
formados com o sémen diluido em BTS (247 fémeas) e BTS adicionado de acido fitico (525uM/
100mL) (35 fémeas). Na avaliacdo dos resultados de fertilidade e prolificidade, usaram-se as
seguintes caracteristicas: 1) total de fémeas inseminadas; 2) nimero total de leitbes/leitegada;
3) porcentagem de porcas paridas; 4) média de leitbes nascidos vivos/porca. Observou-se que
a taxa de fertilidade entre as porcas inseminadas com BTS e BTS + acido fitico diferiram 9
pontos percentuais 85,2 e 94,3% respectivamente. Ao se comparar o0 peso médio de leitdes ao
nascer e peso da leitegada em porcas inseminadas com BTS ou em BTS + &cido fitico, p6de-se
verificar que ambos apresentaram resultados semelhantes, sem diferenca estatistica
significativa entre os dois tratamentos (p>0,05). A adicdo do &cido fitico ao diluente BTS
apresentou ser favoravel & manutencdo das celulas espermaéticas e de seu potencial fecundante,

favorecendo, assim, uma maior taxa de fertilidade.

Palavras-chave: sémen suino, acido fitico, BTS, antioxidante
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ABSTRACT

The maintenance of boar semen under refrigerated conditions has proven an effective technique
for the diffusion of genetic material through artificial insemination programs. Various
substances added to the diluent, such as antioxidants, have been used in the preservation of
semen from several domestic species. The aim of this study was to evaluate the effect of phytic
acid added to the diluent in refrigerated form, through fertility outcomes of inseminated
females. 4 boars (Agroceres Topigs) were used for artificial insemination and 282 adult females
were used in the formation of lots. The experiment was conducted over seven weeks, with lots
of insemination created with semen diluted in BTS (247 females) and BTS with phytic acid
(525uM / 100mL) (35 females). Assessing the results of fertility and prolificacy, the following
characteristics were used: 1) total of inseminated females, 2) total number of piglets / litter, 3)
percentage of calved sows; 4) average piglets born alive per sow. It was observed that the
fertility rates of sows inseminated with BTS and BTS + phytic acid have a difference between
them of 9 percentage points, 85.2 and 94.3% respectively. When comparing the average weight
of piglets at birth and litter weight in sows inseminated with BTS or BTS + phytic acid, it was
observed that both showed similar results, with no statistically significant difference between
the two treatments (p>0.05) . The addition of phytic acid to BTS proved to be conducive to

maintaining the sperm cells and fertilizing potential, thus favoring a higher fertility rate.

Keywords: swine semen, phytic acid, BTS, antioxidant

INTRODUCAO

A producdo nacional de carne suina, em 2012 cresceu 2,58% em relagdo a 2011,
passando de 3,40 milhdes para 3,49 milhdes de toneladas, sendo o terceiro maior produtor e
guarto maior exportador de carne suina do mundo (ABIPECS, 2012) e se encontra anualmente
em constante crescimento. Com isso, a suinocultura brasileira cresce em qualidade e volume de

producédo utilizando-se de novas tecnologias.

Na tentativa de reduzir os custos envolvidos na cadeia produtiva, bem como o aumento
do padrdo genético e da qualidade do produto final, foi introduzida na suinocultura a pratica da
inseminacao artificial (1A) (CASTAGNA et al., 2001). No Brasil, a IA em escala comercial foi

introduzida somente a partir de 1975, principalmente na regido sul do pais, devido a uma forte
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concentragcdo de criadores com alto nivel de tecnificacdo, além de taxas elevadas de
produtividade (SCHEID, 1992).

A manutencdo do sémen suino sob condicGes de refrigeracdo tem se mostrado uma
técnica eficiente para a difusdo do material genético através dos programas de inseminacgao
artificial. Quando o sémen é adequadamente processado, € possivel a obtencdo de altos
resultados de fertilidade e de prolificidade, com resultados no minimo, semelhantes aos obtidos
com o0 uso da monta natural (BORTOLOZZO et al., 2005).

Numerosos trabalhos tém sido efetuados com a finalidade de desenvolver um diluente
para o sémen de diferentes machos domésticos. O uso de varias substancias adicionadas ao
diluente, tais como diferentes antioxidantes (JEONG et al., 2009), crioprotetores e aminoacidos
(LINDEBERG et al., 1999; FAGUNDES et al., 2010) vem sendo utilizados na conservacao do

sémen de diversas espécies animais.

A célula espermatica possui grande sensibilidade as espécies reativas ao oxigénio,
podendo este fato ser explicado por duas razBes: a primeira, pela quantidade de acidos graxos
polinsaturados presentes em sua membrana plasmatica e a segunda, pelas baixas concentracfes
de enzimas antioxidantes em seu reduzido citoplasma (AITKEN; FISHEL, 1994), justificando
assim a utilizagdo dos antioxidantes adicionados aos diluentes de sémen, na tentativa de

minimizar os efeitos deletérios sobre os espermatozoides.

O acido fitico presente em grandes concentracBes no farelo de gérmen de milho
desengordurado, é visto como um potente antioxidante natural, capaz de inibir a formacéo de
radicais livres ao ser veiculado através desses ingredientes nas ragdes. (BOHN et al., 2008). O
objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo do acido fitico adicionado no diluente de sémen
conservado sob a forma refrigerada, através dos resultados de fertilidade e prolificidade de

fémeas inseminadas.

MATERIAL E METODOS
01. Reprodutores e coleta de sémen

Foi utilizado o sémen de 4 reprodutores (Agroceres Topigs) para a inseminacao
artificial, animais estes que se encontravam em coleta regular e apresentavam boa saide. Os
machos eram alimentados com racdo balanceada de boa qualidade, com os niveis proteicos

(16%), energéticos (4,5%) e minerais dentro dos padrdes estipulados para reprodutores em
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sistema de trabalho e &gua a vontade. A coleta foi realizada pela técnica da méo enluvada em
recipiente coberto por filtro e protegido por copo térmico. Foi aproveitado o ejaculado total
apos a separacdo da parte gelatinosa. Os reprodutores utilizados e as inseminacdes artificiais

foram realizadas na Granja Suinicola Regina, no municipio de Maranguape-CE.

A qualidade do ejaculado de cada reprodutor em cada coleta, foi avaliada pelas
seguintes caracteristicas: concentragdo (x10° sptz/mL), volume (mL), total de espermatozoides
(x10° sptz), vigor espermatico (0 a 5 — TONIOLLI, 1996) e total células méveis (% -
motilidade). S6 foram aproveitados para a producdo das doses inseminantes, os ejaculados que

apresentassem valores de >3,0 para o vigor e >80% de espermatozoides moveis.

02. Inseminacao Artificial

Neste trabalho foi utilizado um total de 285 fémeas adultas na formacéo dos lotes de
inseminacdo. O experimento foi realizado no decorrer de 7 semanas, com os lotes de
inseminacao artificial (1A) formados da seguinte maneira: 01) com o sémen diluido em BTS
(T1 — controle, n = 250); 02) BTS adicionado de acido fitico (525uM / 100mL — T2, n = 35).
Cada fémea recebeu trés inseminagdes por cio com um total de 3,5 x10° sptz/IA. Os intervalos
entre |A foram de 12 horas, com 0s seguintes tempos contados apés a fémea apresentar reacao
positiva ao reprodutor e tratador: Primeira IA = 24 horas; segunda IA = 36 horas; terceira 1A =
48 horas.

Os resultados de fertilidade e prolificidade também foram tratados de acordo com a a
ordem de parto as fémeas e foram divididas em trés categorias: 01) Ordem de parto (OP) 2 — 3;
02) OP 4 — 5; 03) OP > 6. Os dados das fémeas incluidas no trabalho foram extraidos dos
relatorios do banco de dados da granja suinicola Regina. Todas as fémeas recebiam 2,0 kg/dia
de racdo (gestacdo) até 85 dias de cobertas, apds os quais até 114 dias de gestacdo receberam
3,0 kg/dia de racdo (gestacdo), em seguida a racdo gestacdo era substituida pela racdo de

lactacdo.

03. Avaliacéo da fertilidade e prolificidade

Na avaliacdo dos resultados de fertilidade e prolificidade, usaram-se as seguintes
caracteristicas: 1) total de fémeas inseminadas; 2) porcentagem de porcas paridas; 3) nimero

total de leitbes/leitegada;4) media de leitbes nascidos vivos/porca.
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04. Andlise Estatistica

Para a descricdo dos resultados, foram empregados as médias e os desvios padrdo
(média + desvio padrdo) dos dados originais. O teste proposto foi o Qui-quadrado corrigido
para a comparacao entre grupos usando o programa Stat View (versdo 5.0.1; SAS Institute Inc.
1992-1998). Para a significancia estatistica foi utilizado um intervalo de confianga p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de fertilidade e prolificidade estdo expressos na Tabela 1, onde pode-se
observar que a taxa de porcas inseminadas e paridas com BTS e BTS + acido fitico diferiu de

9,1 pontos percentuais, com valores de 85,2 e 94,3%, respectivamente.

Sabe-se que a taxa de paricdo em uma granja comercial deve-se alcancar valores iguais
ou superiores a 90% (SILVEIRA, 2007), de forma a obtencdo de resultados economicamente
viaveis, fato este ndo encontrado no presente trabalho com o uso do diluente BTS (85,2%). Ja
com a adi¢do do acido fitico no meio diluente, os resultados foram excelentes, garantindo uma
6tima relacdo custo x beneficio para o criador. Entretanto, também é sabido que a taxa de
paricdo pode ser influenciada por fatores especificos causadores de diferentes falhas
reprodutivas (ndo relacionadas ao sémen), além de outras varidveis externas (SILVEIRA,
2007), o que pode explicar a baixa percentagem desta caracteristica nos resultados com o uso
do diluente BTS.

Um exemplo destas falhas pode ser, quando porcas que deveriam ser descartadas por
diferentes razdes, como a idade, sdo cobertas para atingir a meta de coberturas semanais,
aumentando-se a probabilidade de falhas de concepgdo com prejuizo para a taxa de parigéo.
Porcas recobertas ap0s terem tido um retorno de cobertura apresentaram comprometimento da
taxa de parto com 11 pontos percentuais a menos do que as fémeas de primeiro servigo (76,0
% vs. 87,1 %) e porcas cobertas apds dois retornos apresentaram taxa de parto de 40,1 %
(VARGAS et al., 2006). Estes tipos de fatos que acontecem normalmente em granjas
comerciais, podem ter influenciado nos resultados das inseminacdes artificiais deste trabalho.
Uma granja com bom equilibrio da estrutura de idades das matrizes do plantel deve apresentar
uma percentagem de 53,0% de matrizes entre a ordem de parto (OP) 3 e OP 6. (SILVEIRA,
2007).
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Desta forma, o presente resultado pode indicar que a adi¢do do acido fitico ao diluente
BTS sobre a conservacdo do sémen suino, apresentou caracteristicas favoraveis a manutencao
das celulas espermaticas e de seu potencial fecundante, demostrado pela melhor taxa de
fertilidade (94,3%), acima dos indices minimos indicados pela literatura (SILVEIRA, 2007)

para os resultados de produtividade que uma granja comercial deve obter.

Tabela 1: Resultados de fertilidade e prolificidade de fémeas suinas inseminadas com sémen
diluido em BTS e BTS + acido fitico (525uM / 100mL).

FERTILIDADE PROLIFICIDADE

TRATAMENTOS | (+) () (%) TOTAL VIVOS
PORCAS BTS 213 37 85,2 12,6 11,7
PORCAS BTS + AF | 33 2 94,3 10,9 9,9

Na Tabela 2, observou-se que fémeas positivas para gestacdo inseminadas com
BTS+AF, em sua maioria (51,5%) eram de OP >6, diferente do tratamento controle onde foram
inseminadas apenas com o BTS e que em sua maioria (46,9%) eram de OP 2-3. Podendo ter

contribuido para um menor numero de leitdes nascidos como pode ser visto na tabela 3.

Tabela 2: Fémeas com diagndstico positivo de gestacdo, inseminadas com os diluentes BTS e

BTS + AF de acordo com a ordem de parto (%).

BTS BTS + AF
OP 2-3 4-5 >6 2-3 4-5 >6
% 46,9 26,3 26,8 27,3 21,2 51,5

De acordo com os resultados expressos na Tabela 3, ao se comparar o peso médio de
leitbes ao nascer e peso da leitegada em porcas inseminadas com BTS ou com BTS+AF, pode-
se verificar que em ambos os tratamentos os resultados foram semelhantes, ndo apresentando
diferencas estatisticamente significativas entre os mesmos (p>0,05). Estes tipos de
caracteristicas, devido possivelmente ao fato de que dependem mais das fémeas do que do tipo
de conservagdo do sémen, ndo apresentaram diferengas entre os resultados dos tratamentos

testados.
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Porém, com relacdo ao numero total de leitdes nascidos vivos, observou-se 1,8 leitdes
a mais no lote de porcas inseminadas com BTS (11,7) em relagdo ao lote com BTS+AF (9,9).
Este resultado de fertilidade com o uso do acido fitico, ficou com valores inferiores aos
recomendados para uma suinocultura tecnificada que seria de 10 a 12 leitbes/porca
(CRESTANI, 1995). Por outro lado, deve ser levado em consideracao que essa diferenca pode
ser explicada pela influéncia de um maior nimero de porcas (51,5%) com OP avangada (> 6),
presentes no tratamento BTS+AF, uma vez que um namero maximo de partos de uma fémea
afim de que ela ainda permaneca no plantel reprodutivo de uma granja seria de 6, para que ainda

consiga resultados economicamente vidveis (LUCIA et al., 1997).

Estudos da estimativa de parametros genéticos vinculados a caracteristica leitdes
nascidos vivos, durante o periodo de seis paricdes consecutivas de porcas, observaram uma
tendéncia de aumento da leitegada até a quarta pari¢do, declinando estes valores na sequéncia
de gestacdes (RIBEIRO et al, 2008; LEITE et al., 2008). As observagdes destes autores, podem
explicar o fato de que, mesmo obtendo valores superiores de fertilidade, as fémeas inseminadas
com BTS+AF apresentaram uma prolificidade inferior, influenciada provavelmente pelo maior

numero de fémeas com OP >6 utilizadas neste tratamento.

No presente estudo, apesar dos lotes terem sido formados aleatoriamente, acabou
acontecendo um desequilibrio no tratamento BTS+AF, no qual um maior nimero de fémeas
mais velhas foi utilizado para as inseminagOes artificiais, e desta forma ter influenciado
negativamente nos resultados de prolificidade deste tratamento experimental. Outro fato
importante a ser considerado, no tocante a produtividade e rela¢do custo x beneficio para o
criador, € que a manutengdo em seu plantel de tais fémeas pode acarretar a granja prejuizos

econdmicos.

Tabela 3: Resultados médios de leitdes nascidos vivos (LNV), peso médio do leitdo (PM) e da
leitegada (PML), em fémeas suinas adultas inseminadas com sémen diluido em BTS
e BTS+AF (525uM / 100mL).

Tratamentos LNV PM PML
BTS 11,7 1,53+0,152 16,01+1,82
BTS+AF 9,9 1,48+0,112 14,63+1,32

a, b, c, letras diferentes na mesma coluna diferencas significativas (p<0,05)
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CONCLUSAO

O acido fitico adicionado ao diluente BTS parece ter uma acgéo favoravel a manutencao
das células espermaticas e de seu potencial fecundante, pelo melhor resultado na taxa de
fertilidade. Sua utilizag&o rotineira em programas de inseminacao artificial pode ser indicada
com possibilidades econémicas melhores. Apesar do tratamento controle ter apresentado 1,8
leitbes nascidos vivos a mais, este resultado pode ter sido influenciado pelo maior nimero de
fémeas com OP >6 neste lote de animais. Desta forma, trabalhos adicionais devem ser
realizados afim de se verificar a eficicia do AF também sobre a caracteristica prolificidade. De
qualquer forma a utilizacdo deste antioxidante adicionado ao diluente do sémen do varrao, abriu
novas perspectivas de utilizacdo com a promessa de bons resultados econdmicos para 0s

criadores.
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09 CAPITULO IV

Influéncia da ambiéncia sobre a qualidade do ejaculado do varréo

Effect of ambience on the quality of boar ejaculated
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RESUMO

Quando se fala em ambiéncia, entende-se como o ambiente no qual o animal vive. A producao
animal é o resultado do potencial genético e de suas interagdes com nutricdo, sanidade, manejo
e fatores ambientais. O presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia da ambiéncia
sobre a qualidade do ejaculado do varrdo em um periodo de 12 meses. Foram utilizados 8
varrdes mesticos com idade média entre 12 e 36 meses, alojados em baias individuais e
submetidos a coletas de sémen semanais, através da técnica da méao enluvada. Os parametros
fisiolégicos, bem como os dados ambientais foram avaliados trés vezes por semana, (manha e
tarde). Os parametros fisioldgicos estudados foram: temperatura retal (TR) e a temperatura
escrotal (TE) e os dados ambientais coletados foram: temperatura ambiente (TA) e umidade
relativa do ar (UA). A qualidade do ejaculado foi avaliada pelas caracteristicas concentracao
(x10° sptz/mL), volume (mL), total de espermatozoides (x10° sptz), vigor espermatico (0 a 5),
total células moveis (motilidade - %). O ano de 2012 foi divido em trimestres, sendo estes:
janeiro a marc¢o (E1); abril a junho (E2); julho a setembro (E3); outubro a dezembro (E4). A
concentracdo espermaética apresentou maiores valores em E1, acompanhada de um menor
volume de sémen produzido, uma vez que sdo varidveis com alta correlagdo negativa.
Entretanto, o total de células produzidas por ejaculado foi menor no periodo E3 que nos demais,
porém diferente estatisticamente (p<0,05) apenas do periodo E4. O vigor espermatico manteve-
se constante durante todo o ano, ja& a motilidade espermatica em E3, diminuiu
significativamente (p<0,05) em relacdo aos demais trimestres. A temperatura escrotal e retal
aumentaram nos meses com maior umidade (E1 e E2). Sob condi¢bes semiaridas, onde nédo
existem estacdes bem definidas, apenas os periodos seco e chuvoso, ndo se pdde evidenciar a
influéncia da ambiéncia sobre a qualidade espermatica nem sobre os parametros fisioldgicos

estudados.
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ABSTRACT

When it comes to ambience, it is understood as the environment in which the animal lives.
Livestock production is the result of genetic potential and their interactions with nutrition,
health, management, and environmental factors. This study aimed to verify the influence of the
ambient on the quality of boar semen in a period of 12 months. 8 crossbred boars were used
with an average age between 12 and 36 months, housed in individual cages and subjected to
weekly semen collections with the gloved hand technique. Physiological parameters and
environmental data were evaluated three times per week, during morning and afternoon.
Physiological parameters studied were rectal temperature (RT) and scrotal temperature (TE),
environmental data collected were temperature (T) and relative humidity (UA). The quality of
the ejaculate was evaluated by the features: concentration (x10® sperm / ml), volume (ml), total
sperm (x10° sptz), spermatic vigor (0 and 5) and overall mobile cells (Motility -%). The year
2012 was divided into quarters, which are: January-March (E1), April-June (E2); July-
September (E3), October-December (E4). The sperm concentration showed higher values in
E1, accompanied by a lower volume of semen produced, since they are variables with high
negative correlation. However, the total number of cells produced per ejaculate during E3 was
lower than in the others but statistically different (p <0.05) only for the period E4. The spermatic
vigor remained constant throughout the year, since sperm motility in E3 decreased significantly
(p <0.05) compared to the other quarters. The scrotal and rectal temperatures increased in the
months with higher humidity (E1 and E2). Under semi-arid conditions, where there are not
well-defined seasons, only the dry and rainy seasons, it was not possible to demonstrate the
influence of the ambient on sperm quality nor on the studied physiological parameters.

Keywords: environment, sperm quality, swine

INTRODUCAO
A produgdo nacional de carne suina, em 2012 cresceu 2,58% em rela¢do a 2011,
passando de 3,4 milhdes para 3,5 milhGes de toneladas, sendo o terceiro maior produtor e quarto
maior exportador do mundo (ABIPECS, 2012), estando anualmente em constante crescimento.
Com isso, a preocupacgdo com a qualidade da carne e com o bem estar animal esta cada vez

mais presente.

76



Quando se fala em ambiéncia, entende-se como o ambiente no qual o animal vive
(SOUZA, 2002). A producédo animal é o resultado do potencial genético e de suas interagdes
com nutricdo, sanidade, manejo e fatores ambientais, verificando-se que muitos animais ndo
conseguem expressar todo o seu potencial produtivo sob as condi¢des adversas do meio
ambiente (CURTIS, 1983).

O estresse pode ser definido como uma reagdo do organismo a qualquer alteracéo do
ambiente, na tentativa de manter a homeostase e no caso de estresse térmico, realizar a
termorregulacdo (FUQUAY, 1981; MACHADO FILHO; HOTZEL, 2000). Qualquer estimulo
ambiental sobre um individuo, que sobrecarregue os seus sistemas de controle e reduza a sua
adaptacédo ou tenha potencial para isto, resulta em estresse (FRASER; BROOM, 1990).

As perdas de calor processam-se pelas vias sensivel e latente e sdo denominadas de
ndo evaporativas (sensivel) ou evaporativas (latente). Os mecanismos de transferéncia de calor
sensivel ocorrem por condugdo, conveccao e radiacdo. Como o suino ndo possui glandulas
sudoriparas funcionais, recorre a dois processos basicos para a liberagcdo de calor latente: a
respiracdo e a evaporacdo de agua proveniente dos dejetos liquidos ou existente sobre os
pavimentos em que se deitam. (MENDES, 2005).

Os suinos sdo suscetiveis a elevadas temperaturas devido a sua limitada capacidade de
eliminacdo de calor corporal (EINARSSON et al., 1996), pela presenca de tecido adiposo
subcutaneo e o reduzido nimero de glandulas sudoriparas presentes na pele (DYCE et al.,
1997), sendo assim mais suscetiveis a acdo de uma hipertermia (EDWARDS et al., 1968;
BRANDT et al., 1995). A espermatogénese é afetada por altas temperaturas ambientais devido
ao aquecimento local dos testiculos e ao desequilibrio hormonal e metabolico, acompanhada
por uma diminui¢do do volume, da concentra¢do e da motilidade espermatica, bem como o
aumento de células anormais (SYDENSTRICKER, 1993). O presente trabalho teve como
objetivo verificar a influéncia da ambiéncia sobre a qualidade do ejaculado do varrdo em um

periodo de 12 meses.

MATERIAL E METODOS

01. Reprodutores e coleta de sémen
O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Reproducéo Suina e Tecnologia do
Sémen - FAVET/ UECE, no periodo de janeiro a dezembro de 2012. Foram utilizados 8 varrfes

mesticos com idade média entre 12 e 36 meses. Ragdo de boa qualidade, com os niveis
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proteicos, energéticos e minerais dentro dos padrdes estipulados para reprodutores em sistema
de trabalho (3.150 Kcal de energia metabolizavel e 14% de PB). O consumo diario por
reprodutor foi de 2,5 Kg/dia em dois arragcoamentos. Os animais estavam alojados em baias

individuais e submetidos a coletas de sEmen semanais, através da técnica da mao enluvada.

02. Avaliacéo da qualidade do ejaculado

A qualidade do ejaculado foi avaliada pelas caracteristicas de concentragdo (x10°
sptz/mL), volume (mL), total de espermatozoides (x10° sptz), vigor espermatico (0 a 5 —
TONIOLLI, 1996), total células méveis (motilidade - %) e temperatura ambiente (°C).

03. Parametros fisiologicos e bioclimatolédgicos

Os parametros fisioldgicos, bem como os dados ambientais foram avaliados trés vezes
por semana, em dois turnos as 9:00 e as 15:00 horas, obedecendo as normas meteoroldgicas
internacionais. Os parametros fisiologicos estudados foram: temperatura retal (TR) e a
temperatura escrotal (TE) que foram medidos por meio de termbmetros clinico digital e
infravermelho digital, respectivamente. Os dados ambientais coletados foram: temperatura
ambiente (TA) e umidade do ar (UA, maxima e minima), através de termo-higrémetro digital
instalado no galpdo onde os animais estavam alojados.

O calculo do indice de temperatura e umidade (ITU) foi realizado segundo a formula
proposta por Buffington, Collier e Canton (1982), ITU = 0,8TA + UR (TA-14,3) /100 + 46,3,
onde TA (°C) e UR (p.100). O ano de 2012 foi divido em trimestres, sendo estes: janeiro a
marc¢o (E1); abril a junho (E2); julho a setembro (E3); outubro a dezembro (E4). Segundo Hahn
(1985), um valor de ITU inferior ou igual a 70 indica condi¢cdo normal, ndo estressante; valores
entre 71 e 78 sdo considerados criticos; entre 79 e 83 indica perigo; e acima de 83 constitui uma

situacdo de emergéncia.

04. Analise Estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada por ANOVA, utilizando o General Linear
Model (GLM) e posterior comparagdo de médias e desvio padrdo (DP) pelo teste de T a 5% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Durante o periodo experimental, a variacdo da temperatura no interior do galpdo no

qual os animais estavam alojados, atingiu valores entre 24,4 °C (minima) e 30,6 °C (méaxima);
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observados durante os meses de janeiro a dezembro de 2012, respectivamente. A figura 1
apresenta as médias mensais de temperatura ambiente e umidade relativa do ar durante todo
periodo experimental.

A UA nos meses de fevereiro a abril obteve os maiores valores 78,7; 80,6; 77,9%,
respectivamente. A associagdo desta caracteristica com a elevada temperatura ambiental é mais
deletéria para a fungdo testicular, resultando em reducdo no nimero de espermatozoides
normais € aumento no numero de espermatozoides com gota plasmatica proximal e distal
(SURIYASOMBOON et al., 2005, 2006).
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Figura 1. Médias mensais da temperatura ambiente e umidade relativa do ar do galpdo de
reprodutores suinos, na Universidade Estadual do Ceara, no periodo de janeiro a dezembro de
2012,

Os 365 ejaculados analisados apresentaram valores médios gerais da seguinte ordem:
volume de 263,12 mL, concentragio espermatica de 353,24 x10° sptz/mL, vigor espermatico =
4,2 e motilidade espermatica = 86,9 %.

A concentracao espermatica expressa na Tabela 1, apresentou maiores valores em E1,
essa elevada concentracdo veio acompanhada de um menor volume de sémen produzido, uma
vez que sdo varidveis com alta correlacdo negativa. Entretanto, o total de células produzidas
por ejaculado foi menor no periodo E3 em relagdo aos demais periodos, porém diferente
estatisticamente (p<0,05) apenas do periodo E4. Similarmente aos resultados do presente

trabalho, Ahmad; Noakes (1995; 1996), trabalhando com bodes na Inglaterra, obtiveram a
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concentracdo espermatica mais baixa durante a seca e mais alta durante as chuvas, sendo que o
volume do ejaculado comportou-se de maneira inversa.

Também na Tabela 1, observou-se que nos periodos com temperatura mais baixa (E1
e E2), a quantidade média de espermatozoides produzidos por ejaculado foi superior a obtida
no periodo mais quente e seco, corroborando com os resultados obtidos por Smital (2009),
embora em diferentes condi¢des climaticas, também ocorreram variagdes sazonais que

influenciaram o total de espermatozoides produzidos por ejaculado.

Tabela 1: Valores médios (+DP) do volume, concentracdo espermatica, total de
espermatozoides, no periodo de janeiro a dezembro de 2012, divididos por trimestre (E).

El E2 E3 E4
Volume 240,22 263,1% 272,3° 270,9°
Concentragéo 408,32 372,6° 332° 358,9
Total sptz 90,3+24,6% 92,5+29,2% 87,1+20,5° 94,6+29,8

Letras diferentes nas colunas, diferiram estatisticamente (p<0,05)

Na Tabela 2 observou-se que 0 vigor espermatico manteve-se constante durante todo
0 ano, ndo sendo detectadas flutuacbes sazonais desta qualidade seminal. J4, Huang et al.,
(2000) e Rozeboom et al. (2000), observaram diferencas significativas na qualidade do sémen
suino em relacdo as estacfes do ano, verificando que, nas estacBes quentes, a qualidade do
sémen declinou significativamente. Com relacdo a motilidade espermatica, em E2 ocorreu uma
diminuicdo significativa (p<0,05) em relacdo aos demais trimestres. Isto pode ter ocorrido
devido a variacdo individual de cada reprodutor e n&o pela variacdo de temperatura e umidade
relativa, pois a medida que o clima ficava cada vez mais seco e quente, maior foram os valores
da motilidade

Em estudo demonstrado por Smital (2009), no periodo de outono e inverno quando a
temperatura € mais amena, a motilidade aumentou ligeiramente, discordando do presente
estudo, onde nos trimestres mais quentes (E3 e E4) a motilidade espermatica aumentou.

Neste estudo ndo foram verificadas claras mudancas sazonais em relacdo a qualidade
dos espermatozoides, vigor e motilidade espermatica, evidenciadas em outros estudos
realizados em locais que possuem a quatro estacoes bem definidas (CIERESZKO et al., 2000;
JANETT et al., 2003).
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Tabela 2: Valores médios (+DP) do vigor e motilidade espermatica, no periodo de janeiro a
dezembro de 2012, divididos por trimestre (E).

El E2 E3 E4
Vigor 4,2+0,6% 4,1+0,72 4,2+0,42 4,2+0,32
Motilidade  86,7+12,0% 82,6+15,5 89,4+5,9° 88,9+5,3%

Letras diferentes nas colunas, diferiram estatisticamente (p<0,05)

As médias de temperatura minima permaneceram acima da temperatura critica
superior (26 °C) para os suinos durante todo o decorrer do ano (Tabela 3). Segundo
Kunavongkrit et al. (2005), calor e umidade elevada podem resultar em estresse cronico,
interferindo negativamente na espermatogénese. Para machos suinos, a temperatura ideal situa-
se entre 12 e 21 °C, sendo a critica inferior igual a 12 °C, e a critica superior igual a 26 °C
(PERDOMO et al., 1985).

Tabela 3: Valores médios (+DP) da temperatura ambiente, umidade relativa do ar e ITU, no
periodo de janeiro a dezembro de 2012, divididos por trimestre (E).

El E2 E3 E4
ITU 78,1+0,8? 77,5+0,9% 75,7+0,8° 77,4+0,4°
T. ambiente 27,44 + 1,072 27,18 + 0,532 27,35+ 0,512 28,80 + 0,31°
U. relativa 74,98 + 9,922 72,48 + 5,392 56,41 + 3,97° 54,95 + 2,31°

Letras diferentes nas colunas, diferiram estatisticamente (p<0,05)

Ocorreu aumento na temperatura escrotal nos meses mais umidos (E1 e E2), como
demonstrado na Tabela 4, podendo ser explicado por serem animais que sofrem com o calor,
pois, sdo incapazes de transpirar quando a temperatura do ambiente se aproxima da temperatura
corporal, uma vez que sob essas condi¢cdes o calor s6 pode ser perdido por evaporacao
(YOUSEF, 1985). Por serem meses imidos a troca de calor por evaporacgéo se torna mais dificil
e devido ao fato dos suinos terem glandulas sudoriparas afuncionais, 0 maior componente para
aumentar a perda de calor ainda é aumentando a taxa respiratoria visto que 0s suinos sao pouco
adaptados a condicdes quentes (LE DIVIDICH et al., 1998).
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Tabela 4: Valores fisiologicos médios (+DP) da temperatura escrotal e temperatura retal de
reprodutores suinos, no periodo de janeiro a dezembro de 2012, divididos por

trimestre (E).

El E2 E3 E4
T. Escrotal 32,40+0,552 32,46+0,552 31,75+0,48° 32,02+0,53°
T. Retal 38,19+0,402 38,10+0,40% 37,86+0,34° 37,97+0,27¢

Letras diferentes nas colunas, diferiram estatisticamente (p<0,05)

A temperatura retal, também visualizada na tabela 4, aumentou nos meses com maior
umidade (E1 e E2), entretanto estes valores se encontram dentro da normalidade para a espécie
suina, variando de 37,8 a 38,5 °C (RADOSTITS et al., 2002). O Ceara caracteriza-se por ter um
clima predominantemente semiérido, a temperatura média € alta durante todo o ano, portanto a

oscilacdo entre as maximas e minimas € muito pequena.

CONCLUSAO
Sob condicBes semiaridas, onde ndo existem estacdes bem definidas, apenas os
periodos seco e chuvoso, podem ser observadas baixas na producdo espermatica devido ao
estresse térmico, entretanto neste estudo ndo foi evidenciada sua influéncia sobre a qualidade

espermatica nem sobre os parametros fisiol6gicos estudados.
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10. CONCLUSOES GERAIS

1) O LPD e o ACP mostraram ser excelentes meios diluentes para o sémen suino, desde que

utilizados por um periodo de até 24 horas de conservacao

2) A adicédo do acido fitico ao diluente BTS ndo apresentou resultados significativos sobre o0s
parametros analisados, exceto sobre a percentagem de espermatozoides moveis e integridade

de membrana. Maiores estudos nesse sentido sdo necessarios

3) O &cido fitico adicionado ao diluente BTS apresentou uma acéo favoravel a manutencgéo das
células espermaéticas e de seu potencial fecundante, permitindo, assim, uma maior taxa de
fertilidade

4) Sob condic6es semiéridas, onde ndo existem estacdes bem definidas, apenas os periodos seco
e chuvoso, podem ser observadas baixas na producao espermatica devido ao estresse térmico,
entretanto neste estudo ndo foi evidenciada sua influéncia sobre a qualidade espermatica nem

sobre os parametros fisiol6gicos estudados.
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11. PERSPECTIVAS

E de fundamental importancia novas pesquisas que busquem diluentes alternativos,
compostos adicionados ao meio diluente e que mantenham a viabilidade das células
espermaticas de suinos em periodos mais prolongados de conservagéo. Sendo acessivel a todos
0s tipos de criadores, principalmente os pequenos criadores, visando também um alto valor
genético da producéo.

Estudos complementares sdo necessarios, incluindo ensaios in vivo, com avaliacdo de
taxas de fertilidade e pari¢do, numero de leitdes nascidos dentre outros parametros que validem
0s resultados obtidos.
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