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RESUMO

AVALIACAO DA FREQUENCIA DE COLETAS DE SEMEN EM MACHOS
REPRODUTORES SUINOS NO INICIO DA VIDA REPRODUTIVA

AUTORA: Julianni Dornelles
ORIENTADOR: Carlos Augusto Rigon Rossi

Na reproducéo de suinos, com os avancos especificos em genética e demanda do mercado
suinicola, ha a necessidade de se avaliar a possibilidade do maior aproveitamento dos
animais jovens, e com isso aumentar a producdo de doses inseminantes, bem como
maximizar sua vida util nos centros de difusdo genética. O objetivo deste estudo foi
avaliar quais os melhores intervalos entre coletas de sémen de suinos reprodutores no
inicio da vida reprodutiva, com 9 meses de idade. Para isso, 20 suinos foram distribuidos
aleatoriamente em quatro tratamentos (T): T1- intervalo entre coletas de dois dias; T2-
intervalo entre coletas de trés dias; T3- intervalo entre coletas de quatro dias e T4-
intervalo entre coletas de sete dias. Os ejaculados foram diluidos em Vitassem® (diluente
de longa duracéo), e produzidas doses inseminantes, as quais, foram avaliadas quanto ao
volume, motilidade total, motilidade massal, concentracao total, nimero total de células,
morfologia, integridade de membrana e as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS). As doses de sémen produzidas foram avaliadas nas horas 0, 24, 72, 120 e 168.
Foram realizadas medidas testiculares (comprimento, largura e volume). O T3 apresentou
concentracdo espermatica 5,6% (p>0,05), 37,04% (p<0,05) e 42,15% (p<0,05) superior
se comparado ao T4, T2 e T1. A motilidade total do T4 foi superior em 0,79% (p>0,05),
2,02% (p>0,05) e 3,38% (p<0,05) se comparada ao T3, T2 e T1, respectivamente. O
volume do testiculo direito do T4 foi 18,48% (p<0,05), 23,14% (p<0,05) e 34,46%
(p<0,05) em comparacdo a T3, T2 e T1, respectivamente. Na avaliacdo da morfologia
espermatica para células normais, o T4 foi superior em 6,47% (p<0,05), 8,14% (p<0,05)
e 14,21% (p<0,05) se comparada aos grupos T3, T2 e T1. O grupo T4 apresentou
integridade de membrana plasmatica normais (p<0,05) de 6,89%, 8,8% e 14,57 quando
comparado com T3, T2 e T1, respectivamente. Ja 0 TBARS do grupo T1 foi 6,58%,
12,52% e 10,03% superior (p<0,05) aos grupos T2, T3 e T4, respectivamente. Esses
resultados indicam que menores intervalos entre coletas de sémen, influenciam
negativamente as caracteristicas quantitativas e qualitativas das células espermaticas. O
intervalo entre coletas de 3 e 4 dias proporcionou os melhores resultados sobre a
viabilidade espermatica.

Palavras-chave: Células espermaticas. Doses inseminantes. Intervalos entre coletas.
Parametros espermaticos.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE FREQUENCY OF SEMEN COLLECTIONS IN BREED
REPRODUCTIVE MALES IN THE BEGINNING OF REPRODUCTIVE LIFE

AUTHOR: Julianni Dornelles
ADVISOR: Carlos Augusto Rigon Rossi

In breeding pigs, with the specific advances in genetics and demand of the swine market,
it is necessary to evaluate if it is possible the greater use of the young animals and with
that increase the production of inseminating doses and to maximize their useful life in the
centers of artificial insemination .Therefore, the objective of this study was to evaluate
the best intervals for the collection of semen from boars at the beginning of their
reproductive life, at nine months of age. For this, twenty boars were randomly distributed
in four treatments (T), being T1 - interval between collections of two days; T2- interval
between collections of three days; T3- interval between collections of four days and T4-
interval between collections of seven days (control). The ejaculates were diluted in
Vitassem® (long acting diluent), and inseminating doses were produced, which were
evaluated for the volume, total motility, mass motility, total concentration, , total number
of cells, morphology, membrane integrity and reactive substances to thiobarbituric acid
(TBARS) The inseminated doses were evaluated at hours 0, 24, 72, 120 and 168) and
testicular measurements (length, width and volume). The T3 group presented a spermatic
concentration of 5.6% (p> 0.05), 37.04% (p <0.05) and 42.15% (p <0.05) higher than T4,
T2 and T1. The total motility of T4 was higher in 0.79% (p> 0.05), 2.02% (p> 0.05) and
3.38% (p <0.05) than in T3, T2 and T1, respectively. The right testicle volume in the T4
was 18.48% (p <0.05), 23.14% (p <0.05) and 34.46% (p <0.05) compared to T3, T2 and
T1, respectively. In the evaluation of sperm morphology for normal cells, T4 was higher
in 6.47% (p <0.05), 8.14% (p <0.05) and 14.21% (p <0.05) when compared to the groups
T3, T2 and T1. The T4 group had normal plasma membrane integrity (p <0.05), 8.8% (p
<0.05) and 14.57 (p <0.05) plasma membrane integrity when compared to T3, T2 and T1.
And for the Tbars parameters, the T1 group was 6.58% (p <0.05), 12.52% (p <0.05) and
10.03% (p <0.05) higher than the groups T2, T3 and T4, respectively. These results
indicate that short intervals between semen collections negatively influence the
quantitative and qualitative characteristics of sperm cells. The four day interval between
collections provides the best results on sperm viability.

Key words: Sperm cells. Inseminating doses. Intervals between collections. Sperm
parameters.



LISTA DE TABELA

Tabela 1 - Caracteristicas do ejaculado SUINO..........cccoerririreiineree e 23

MANUSCRITO

Tabela 1. Efeito de diferentes frequéncias em relacdo aos parametros espermaticos e
tamanho testicular (média + erro padrdo da média) de machos suinos no inicio da vida

FEPFOUULIVA. ...ttt et et e et e e be e te e st e sbeeteesteaneesreennesreenreeneens 52

Tabela 2. Parametros de viabilidade espermatica e estresse oxidativo (TBARS) entre

diferentes INTErVAl0S B COIBTA. ... .veeeeeee et e e e e 53

Tabela 3. Par&metros de viabilidade espermética e estresse oxidativo (TBARS) entre

diferentes INtervalos de @NALISE. .......coooeeeeeeeee et 54



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Relagdo da Liberagdo Hormonal na Corrente Sanguinea. ...........ccocceevruennen 16
Figura 2 - Sistema reprodutor do Macho SUINO..........ccoeieiireririiereee e 17

Figura 3- Maturagao ESPErMALICA..........cccueiieiiiiieieeie e 20



SUMARIO

L CAPTTULDO Lottt 13
2 INTRODUGAOD ...ttt 13
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooieeteeeveeeeee et enes s 15
3.1 PUBERDADE DO REPRODUTOR SUINO .....c.cocoviiieiirceeieeeeveee e 15
3.2 ANATOMOFISIOLOGIA DO REPRODUTOR SUINO.........cooeivreieeeeesereinee 16
BL2. L TESHICUIOS ...ttt bbb 17
3.2.1.1 CEIUIAS A& LEYUIG ...veeveeiieeie ettt 18
3.2.1.2 CElUIAS de SErtOli. .....ccueiieiiiiieieiie e 18
3.2.1.3 ESPEIMALOGENESE ......ecvviiveeieeite st ettt te et te et et et e e saeeaesre e reeaeeneenreas 19
3.2.1.4 ESPEIMALOZOIGES. ...c.vveveeiveeieeie ettt te et te ettt e e sre e e e re e e sneenre s 20
K = o o [ To [T 4o RS S OSPSURSS 20
3.2.3 DUCEOS UEFEIENTES ..ottt 21
3.2.4 GlANdUIas SEXUAIS BNEXAS .....ccveverviriiriiriieieiesie ettt 21
3.2.4.1 GlANAUIAS VESICUIATES .......ccvieeieiiieiieeeieeee e 21
3.2.4.2 GIANdUI PrOStALICA.........cciveiiiiicie et 22
3.2.4.3 Glandulas DUIDOUFELIAIS. .........coveiiiieieiccee e 22
3.2.5 PENIS € PIrEPUCIO ..veevviceiiiieeie ettt sttt et ae e ere et eeae e srees 22
3.2.6 EJACUIAO SUINO ..ottt 22
3.3 AVALIACOES ESPERMATICAS .....ovveoveeeeeeeeseeseeeseesee s 23
3.4 ESTRESSE OXIDATIVO NA CELULA ESPERMATICA ......cooveveeveeeeeeeea, 25
3.5 FREQUENCIA DE COLETAS NA ESPECIE SUINA ......cccoovmmimrrrierineirnen, 27
3.6 IMPORTANCIA DO MACHO REPRODUTOR. ......c.ovvvveiieeeiieessseeessesenesierenneneas 29
3.7 SELECAO E DESCARTE DE MACHOS REPRODUTORES ......cccevevvvvveieen. 30

3.8 TREINAMENTO PARA COLETA DE SEMEN. .....c.coviuiiieieeereiereeeevee e 32



4 CAPITULO 2 - FREQUENCIA DE COLETAS DE SEMEN EM MACHOS
REPRODUTORES SUINOS NO INICIO DA VIDA REPRODUTIVA:

AVALIACAO DOS PARAMETROS SEMINAIS ......oooovieeeeeeeeeeeeee e, 35
RESUMO ..o sennsens 35
ABSTRACT ooooeeveeseeseese s seees s es s s s ssen s 36
INTRODUGAD. ...ttt sttt 38
MATERIAL E METODOS ......ovvoevinveeeeeeseseeseesssesssssssssssssssssssssnssasssassssssssnssssens 39
RESULTADOS E DISCUSSAO. ......oovvvieeeeeerrenseesesseessiessessesssessssessssssssssssennsenns 40
CONCLUSAOQ ..ottt 46
AGRADECIMENTOS. .....covoiieveeiesisseessesiessessssssessess st es s esssssenss s sssssssessssssnssanenns 47
COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANGA.........oooeiereeereeseeeeseeessessenessssesssesssnnnes 47
REFERENCIAS ...ttt 47
CONCLUSAO. ...ttt ettt st 55

REFERENCIAS ..o e oot ee e et r e e et e et e e s et e e et e et s e s e e e e e e es e 56



APRESENTACAO

As metodologias, resultados e discussdes, que fazem parte desta dissertagéo séo
apresentados sob a forma de artigo cientifico (disponivel no capitulo 2) a serem enviados
para publicacdo na revista cientifica: Ciéncia Rural.

As REFERENCIAS APRESENTADAS do capitulo 1 sio as citacdes que aparecem
nos itens INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertacao.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A suinocultura brasileira é representada por um rebanho de aproximadamente 41,1
milhdes de cabecas (SEAB, 2017). Atualmente, o Brasil € o quarto maior produtor de
suinos e quarto maior exportador de carne suina do mundo. A producéo de carne suina é
de aproxidamente 3,75 milhdes de toneladas/ano, das quais 19,53% sdo produzidas no
Rio Grande do Sul. Mesmo com esses indices produtivos, 0 consumo per capita ainda
permanece em torno 14,7 quilogramas, onde a maior parte est concentrada no consumo
de embutidos (ABIPECS, 2018).

O aumento da produtividade e a busca constante por qualidade, agregacéo de valor
ao produto e bem-estar dos animais de producdo, é resultado do desenvolvimento
tecnoldgico e cientifico inserido na suinocultura atual. Sabe-se que ndo bastam apenas
bons padrbes nutricionais e boas praticas de manejo no plantel como um todo. S&o
necessarios que os indices reprodutivos sejam excelentes, o que faz com que uma atencao
especial seja dada ao plantel de reprodutores, ja que estes estdo diretamente relacionados
a produtividade dessa atividade (CASTRO et al., 2016).

Ao mesmo tempo, intensificaram-se os investimentos no melhoramento genético
e o interesse de técnicos e empresas em desenvolver manejos especificos para cada fase
de producado, incluindo a criacéo e selecdo de machos reprodutores. A selecdo dos machos
para reproducéo é realizada principalmente com base em caracteristicas de crescimento e
rendimento de carcaca, bem como pelas caracteristicas genéticas desejaveis nos plantéis
(CASTRO et al.,, 2016). Para a eficacia desse processo, bem como para a rapida
distribuicdo do material genético entre os elos da cadeia, destaca-se a inseminagdo
artificial (1A), que € utilizada mundialmente na suinocultura (AREND et al., 2014). Com
as mudancas ocorridas na industria brasileira, atualmente se estima o uso da IA em mais
de 90% do plantel brasileiro tecnificado (RIENSENBECK, 2011).

Dessa forma busca-se a producdo de grandes quantidades de doses inseminantes
de qualidade em um periodo de tempo adequado. Quanto maior o numero de doses

inseminantes obtidas de um ejaculado e a qualidade desse ejaculado, mais rentavel sera
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para a central. Alguns aspectos desde a coleta e anélise do ejaculado, da preparacdo, do
armazenamento e do transporte da dose inseminante (DI) podem comprometer a
viabilidade e eficiéncia da técnica. O diluente utilizado deve ser de boa qualidade e
adequado ao periodo de conservacdo (curta, média ou longa acédo) que se deseja, visando
garantir a viabilidade maxima dos espermatozoides até 0 momento da utilizacdo da dose
(BORTOLOZZO et al., 2005).

Outro aspecto relevante é a taxa de reposi¢do de machos doadores de sémen nas
centrais de difusdo genética, a qual varia entre 40% e 60% ao ano e com 0S avangos
especificos em genética e demanda do mercado suinicola, essa taxa de reposi¢do pode
aumentar para 100% ou até mesmo 150 porcento. Isto pode estar relacionado aos ganhos
genéticos continuos obtidos por granjas de melhoramento genético de suinos, que testam
grande nimero de animais, realizam avaliaces genéticas frequentes, e dispdem de grande
namero de reprodutores de racas diferentes. Esses ganhos, tanto em caracteristicas
reprodutivas, como de desempenho e de carcaga, devem ser explorados pelos produtores
de leitbes e de suinos para o abate, através da introducéo de reprodutores de reposicao de
alto valor genético em seus planteis. Este fator é relevante e permite aos criadores
comerciais explorarem as vantagens dos ganhos genéticos obtidos em cada uma das racas
utilizadas. Ainda devemos salientar sobre as vantagens da heterose presente nos machos
hibridos e nos leitdes e suinos produzidos para o abate. Neste contexto, ha a necessidade
de avaliar a possibilidade do maior aproveitamento dos animais e com isso aumentar a
producdo de doses inseminantes e maximizar sua vida Util nas centrais de inseminacao
artificial. No entanto, com o aumento na frequéncia de coletas de ejaculados dos machos
reprodutores, pode aumentar os indices de anormalidades nas células espermaéticas e
influenciar a qualidade das doses inseminantes produzidas. Por isso, torna-se importante
avaliar se 0 maior aproveitamento dos animais ird influenciar na qualidade das
caracteristicas espermaticas dos mesmos (PRUNEDA et al., 2005).

Este estudo objetivou avaliar quais sdo os melhores intervalos entre coletas de
sémen de suinos reprodutores com 9 meses de idade em relacdo as caracteristicas

quantitativas e qualitativas das células espermaticas no sémen diluido em Vitassem®.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  PUBERDADE DO REPRODUTOR SUINO

A puberdade no macho reprodutor suino é definida como o periodo a partir do
qual ele atinge a capacidade de fertilizacdo. Significa que o suino deve possuir numero
de espermatozoides fecundantes, bem como um comportamento sexual que permita a
copula (GONZALEZ, 2002).

O sistema reprodutor masculino € regulado por mecanismos de retroalimentacéo
que envolvem o eixo hipotalamico-hipofisério-gonadal. O hipotdlamo secreta GnRH de
maneira pulsatil, que estimula a secrecdo do LH e do FSH pela hipofise anterior.
Irregularmente, a baixa frequéncia de GnRH induz a hipofise anterior a liberar FSH,
enguanto que uma alta frequéncia de GnRH leva a liberacdo de LH (BRACKETT, 2014;
BRINSKO, 2007; GARNER e HAFEZ, 1996).

No reprodutor suino, a puberdade, se inicia quando as primeiras células
espermaticas maduras sdo encontradas na cauda do epididimo, em torno de 120 dias de
idade. Alguns eventos simultaneos a puberdade ocorrem nos testiculos, como por
exemplo o aumento do didametro e da longitude dos tabulos seminiferos e a formacéo da
luz tubular, sendo precedidos do aumento das concentragcdes de FSH (horménio foliculo
estimulante) circulante que provoca, entre outras alteracdes, o desenvolvimento de
receptores de LH (horménio luteinizante) nos testiculos e em seguida o aumento da
secrecdo de testosterona (ABRAHAO, 2006).

A testosterona (C19H2802) apresenta um papel fundamental na puberdade do
reprodutor suino, prolongando a vida util dos espermatozoides no epididimo e
estimulando o crescimento, desenvolvimento e a atividade secretora dos 0rgaos sexuais
do macho, como a prdstata, as glandulas vesiculares e bulbouretrais, 0s vasos deferentes
e, atribuindo as caracteristicas corporais dos machos (OBERLENDER, 2010). A
passagem da testosterona para os tubulos seminiferos ocorre por difusdo simples ou
facilitada, deslocando-se para a corrente sanguinea, onde também desempenha
importante papel na manutengdo da libido (MARTINS, 2004).

O LH estimula as células de Leydig a produzir androgenos, convertendo o
colesterol em testosterona. Os androgenos sao secretados para as células de Sertoli e para
a corrente sanguinea (GARNER e HAFEZ, 1996).
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O FSH age nas células germinativas dos tubulos seminiferos do testiculos sendo
responsavel pelo estimulo & espermatogénese, controlando a atividade secretoria das
células de Sertoli e potencializando, de forma indireta, o efeito do LH. Também esta
envolvido na sintese de estradiol a partir da testosterona pelas células de Sertoli (HAFEZ,
1995).

Figura 1- Relagdo da Liberagdo Hormonal na Corrente Sanguinea.

concentrations

Relative blood hormone

Time (hours)
Fonte: (SENGER, 2003)

1.2 ANATOMOFISIOLOGIA DO REPRODUTOR SUINO

O sistema reprodutivo do macho suino esta localizado internamente no abdémen
e fora da cavidade abdominal, na regido da virilha, sendo apoiado pela pélvis (KNOX,
2003). E formado por diferentes estruturas, como os testiculos, os epididimos, o sistema

dos ductos urogenitais e as glandulas sexuais secundarias (ABRAHAO, 2006).
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Figura 2 - Sistema reprodutor do macho suino.

[y —
5 ?'\. =

ey )
L S
[ ra \::_;":-1 . c_':q."‘“w.\_‘_

= - ———
_H__l.____J'L___ﬁ;!. _ =
e - e

Prostate Gland

YVesicular Glands
Retractar Penis Muscle

Ductus Deferens — Bulbaurethral Glands

Bladdar Body of Epididymis

) Gubernaculum
Spermatic Cord

Urethra Tail of Epididymis

~ - NGt S P it s
i ; g A Seratum

I Testis
Head of Epididymis

Fonte: (FRANDSON, 2009)

1.2.1 Testiculos

As gbnadas do macho tém como funcdo primaria a producdo de células
espermaticas, denominadas espermatozoides e, a producdo de andrégenos (ABRAHAO,
2006). Os testiculos, na espécie suina, estdo localizados fora do abddémen, na regido
perineal em um plano inclinado, permanecendo préximo da parede do corpo. Estando
contidos dentro de uma bolsa chamada escroto, que possui importantes funcdes de
protecdo e regulacdo da temperatura (KNOX, 2003). Séo constituidos pelos tubulos
seminiferos, células de Leydig, capilares, vasos linfaticos, células de Sertoli, entre outras
estruturas de preenchimento (GARTNER e HIATT, 2003).

Os espermatozoides sdo produzidos ao longo de todo comprimento dos tabulos
seminiferos. Apds serem produzidos, deixam a parte inferior dos testiculos, e ficam
armazenados na regido superior (KNOX, 2003). Os tabulos seminiferos sdo compostos
internamente por dois tipos de células somaticas (as células midides e as células de
Sertoli) e de células germinativas e, externamente aos tabulos situam-se as células de
Leydig (GARTNER e HIATT, 2003).
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Quando ocorre a espermatogénese, 0s espermatozoides saem dos tubulos
seminiferos e se deslocam para dentro do epididimo (SENGER, 2003). Onde
permanecem durante o seu processo de maturacio (CORREA, 2001).

1.2.1.1 Células de Leydig

As células intersticiais de Leydig estdo localizadas externamente aos tubulos
seminiferos, sendo responsaveis pela producdo de testosterona essencial para o
desenvolvimento e a manutencdo da espermatogénese e outras caracteristicas masculinas
(GARNER e HAFEZ, 1996). As células de Leydig também produzem 5a-androstenona,
que € um andrdgeno secretado pela saliva, atuando como um feroménio e contribuindo
para 0 odor de urina caracteristico na carne do reprodutor, sendo encontrada em niveis
mais elevados que a testosterona (BRACKETT, 2014).

As células de Leydig sdo dependentes do efeito tropico de LH para seu
crescimento e funcdo. O LH estimula as células regulando assim a produgdo de
testosterona (BRACKETT, 2014).

1.2.1.2 Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo encontradas revestindo a luz dos tibulos seminiferos e

sdo dependentes de FSH sendo responsaveis pela producéo de:

" Estrogénio: encontrado em grandes quantidades no sémen, produzido a
partir da converséo, pelas células de Sertoli, da testosterona para estrogénio, via enzima
aromatase.

" Inibina: é difundida para o cérebro, sendo um importante componente da
regulacdo das gonadotrofinas do macho.

. ABP (Proteina ligante de andrégenos): influenciada pelo FSH, facilita a
entrada de testosterona do tecido intersticial para dentro dos tibulos. Estando envolvida
na maturacio de espermatozoides e producio de hormdnios (ABRAHAO, 2006; CUPPS,
1991).
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1.2.1.3 Espermatogénese

A espermatogénese consiste na transformagdo de espermatogOnias em
espermatozoides (BRACKETT, 2014). Esse processo ocorre em um ciclo aproximado de
35 dias no reprodutor suino (CORREA, 2001). A espermatogénese tem inicio nas
espermatogonias que encontram-se revestindo a parede tubular e seu término ocorre no
momento em que os espermatozoides s&o liberados no limen do tubulo seminifero
(BRACKETT, 2014). Este processo é divido em trés grandes fases: espermatocitogénese,
meioltica e espermiogénese.

Na fase da espermatocitogénese ocorre duas importantes funcoes:

. Divisdo mitdtica de espermatogonias tipo A, que permanecerao inativas e
ndo serdo usadas imediatamente para a producdo de espermatozoides.

" Transformacdo das espermatogonias tipo A em espermatogoénias tipo B
que se diferenciardo em espermatdcitos primarios (BRINSKO, 2007).

Na fase meidtica, os espermatocitos primarios duplicam seu DNA e sofrem
modificacOes progressivas de profase meidtica antes de se dividirem em espermatocitos
secundarios. Sem outra sintese de DNA 0s espermatocitos secundarios dividem-se
novamente para formar as células haploides, chamadas de espermatides (GARNER e
HAFEZ, 1996). A terceira e ultima parte do processo de producdo dos espermatozoides
¢ a espermiogénese. E nesta fase em que as espermatides sdo transformadas em
espermatozoides através de uma série de modificagbes morfoldgicas progressivas
(BRACKETT, 2014). Sdo notadas quatro fases neste processo de desenvolvimento. Na
fase de Golgi (Figura 3), as vesiculas fundem-se de maneira progressiva para a formacéo
do acrossoma (BRACKETT, 2014). J& na fase do capuz, a vesicula acrossbmica aumenta
de tamanho e sua membrana envolve parcialmente o nucleo. A fase do acrossomo
caracteriza-se por varias modificac6es da morfologia da espermaétide. O nucleo torna-se
condensado, a célula se alonga e as mitocondrias mudam de localizagdo (GARTNER e
HIATT, 2003).

A fase de maturacdo da espermiogénese envolve a transformacgdo final das
espermatides alongadas em células que sdo liberadas para dentro dos tubulos seminiferos.

Esse processo de liberagdo é chamado de espermiacdo (GARNER e HAFEZ, 1996).
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Figura 3- Maturacao Espermatica.

Granulo acrossdmico Veslcula acrossdmica Capuz acrossdmico Acrassomo

Corpos residuais
Mitocdndrias Acrossomo

5 um o 50 pm 5 um
"
Pega final Pega principal Peca intermedidria Cabega

Fonte: (GARTNER; HIATT, 2003)

1.2.1.4 Espermatozoides

Os espermatozoides, resultantes da espermatogénese e completamente
desenvolvidos, sdo células alongadas, formados por uma cabeca, que contém uma
cromatina condensada com DNA e o acrossoma (contendo substancias hidroliticas); e
uma cauda, onde na peca intermedidria estdo localizadas as mitocéndrias que fornecem a
energia necessaria para as células espermaticas. Ja a cauda é composta por axonemas,
responsaveis pela motilidade espermética (GARNER e HAFEZ, 1996).

1.2.2 Epididimo

O epididimo é constituido por um revestimento muscular liso, que tem a funcéo
de auxiliar na movimentacdo do esperma através de ondas peristalticas na direcdo dos
canais deferentes. O epididimo € composto de um tubulo, Unico, tortuoso e que é essencial
para 0 armazenamento, maturacio e transporte de espermatozoides (CORREA, 2001).

O epididimo é formado por trés partes anatdmicas: cabega, corpo e cauda
(SETCHELL, 1993). O epididimo, no macho suino, é grande sendo que a cauda é dorsal
e a cabeca ventral (ASHDOWN e HAFEZ, 1996). Os espermatozoides chegam na cabeca

do epididimo sem serem férteis e sem mobilidade, e levam de 9 a 14 dias para migrar até
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a cauda do epididimo, principal local de armazenamento (KNOX, 2003). As secre¢des
epididimérias possuem fatores de maturacdo que promovem alteracdes no potencial para
motilidade progressiva, alteracbes em mecanismos metabdlicos, perda da gota
citoplasmatica e alteragdes de membrana plasmatica, acrossoma e conteddo nuclear
(CORREA, 2001).

A cauda do epididimo segue com o ducto deferente das vias espermaéticas e
funciona como o principal local de armazenamento pré-ejaculatério para o esperma,
estima-se que cerca de 75% dos espermatozoides totais estejam contidos neste local. Os
espermatozoides se tornam moveis e adquirem competéncia para fertilizar no corpo dos
epididimos devido a secrecdo de fatores pelas células localizadas nesta regido (KNOX,
2003). Os espermatozoides armazenados no epididimo retém a capacidade fertilizante por
varias semanas (ASHDOWN e HAFEZ, 1996).

1.2.3 Ductos deferentes

O ducto deferente segue como uma continuacédo do epididimo, seguindo a partir
da cauda do epididimo para a uretra pélvica. Tém como principal funcdo transportar os

espermatozoides do epididimo para a uretra (KNOX, 2003).

1.2.4 Glandulas sexuais anexas

O suino apresenta as glandulas prostatica, vesiculares e bulbouretrais, estando
ausentes as ampolas do ducto deferente. A fungdo das glandulas sexuais anexas é
adicionar substancias no ejaculado para aumentar o volume, proteger as células
espermaticas e fornecer 0s nutrientes necessarios para garantir a fertilidade dos
espermatozoides (KNOX, 2003). Estdo localizadas ao lado da uretra pélvica, secretando
fluido e gel, responsaveis por 90% do volume ejaculado suino (CORREA, 2001).

1.2.4.1 Glandulas vesiculares

Estéo situadas na regido lateral da porc¢éo final de cada ducto deferente. S&o pares,
grandes e menos compactas (ASHDOWN e HAFEZ, 1996). S&o responsaveis pela
maioria dos fluidos do sémen usados como substratos energéticos pelos espermatozoides
(CORREA, 2001).
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1.2.4.2 Glandula prostatica

Localizada acima da glandula vesicular. Sua secrecdo possui a funcdo de

neutralizar a acidez das secrecdes vaginais e dar odor ao sémen (CORREA, 2001).

1.2.4.3 Glandulas bulbouretrais

As glandulas bulbouretrais apresentam-se em pares, sdo grandes, dorsais a uretra,
proximas a extremidade de sua por¢do pélvica e recobertas por uma espessa camada de
masculo estriado bulboglandular. S&8o importantes para a formacdo da substancia
gelatinosa do sémen (ASHDOWN e HAFEZ, 1996). Esta é uma caracteristica Unica do
ejaculado suino, apresentando funcdo in vivo de reter o ejaculado na cérvix e, assim
minimizar o refluxo (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005).

1.2.5 Peénis e prepucio

O pénis do suino é fibroelastico e possui a sua glande espiralada em formato de
“saca-rolhas”. Em suinos, a ere¢@o peniana ocorre devido a estimulos olfatérios, auditivos
e visuais, que estimulam o masculo retrator do pénis que controla o efetivo comprimento
do pénis por sua acdo na flexura sigmoéide e o preenchimento dos espacos cavernosos
(CORREA, 2001).

O prepucio tem como funcdo proteger o pénis, é formado por uma dupla
invaginacao da pele que cobre a porcao livre do pénis (KNOX, 2003). O prepdcio contém
um diverticulo acessivel a palpacdo, podendo ocorrer o acimulo de urina, sémen e outras

secrecBes o que possibilita o desenvolvimento de bactérias (CORREA, 2001).

1.2.6 Ejaculado suino

O ejaculado é uma suspensdo de espermatozoides em um plasma seminal
composto de uma mistura de fluidos, provenientes dos testiculos, epididimos e das
glandulas sexuais anexas (BRACKETT, 2014). O ejaculado do suino difere em varios
aspectos dos outros animais domésticos. Suas principais caracteristicas estdo descritas na
tabela 1.
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O ejaculado suino possui trés fracGes: a pré-espermatica (composta pela secregédo
uretral das glandulas bulbouretrais bem como da prostata), a fracdo rica ou espermaética
(contém grande quantidade de espermatozoides) e a fracdo pds-espermaética (que contém
menos espermatozoides) (CORREA, 2001).

O plasma seminal é a porc¢éo fluida do sémen, incorporada durante a ejaculacéo.
Os seus componentes sdo: eletrélitos, frutose, &cido ascdrbico, diversas enzimas,
vitaminas, hormonios e fatores de crescimento (BRACKETT, 2014). A presenca ou
auséncia de muitos desses componentes podem estar envolvidas com a fertilidade
(MATOQOS, 2008).

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas do ejaculado suino

Caracteristicas Amplitude
Volume Filtrado (mL) 50 - 600
Cor Branco acinzentado
Odor Sui generis
Movimento de massa Ausente
Concentragéo (x10° sptz mL™) 180 - 400
Total de sptz (x10° sptz mL™?) 20 - 80
Motilidade (%) > 50
Vigor >3
Sptz normais (%) >70

Fonte: (CORREA, 2001; CBRA, 2013).

1.3 AVALIACOES ESPERMATICAS

A avaliacdo dos espermatozoides deve ser realizada com o objetivo uso de animais
com boa fertilidade, o que resulta em excelentes indices reprodutivos. As avaliacdes de
motilidade, concentracdo, morfologia e outras caracteristicas que influenciam a
funcionalidade do esperma (integridade de membrana, acrossoma, funcionalidade de
mitocondria e fragmentacdo de DNA); devem ser realizadas a cada ejaculado para que
tenhamos a certeza da qualidade do sémen a ser utilizado na inseminacdo artificial.

A andlise da motilidade e morfologia espermatica tém sido apontadas na literatura
como importantes ferramentas na selecdo de um ejaculado. Para tanto, o teste mais

utilizado para predizer a qualidade seminal nas centrais de inseminagédo artificial é a
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determinacdo da percentagem de espermatozoides moveis (VERSTEGEN, 2002). No
entanto, muitos estudos tém demonstrado que esse conceito é falho e, na realidade, néo é
0 numero de espermatozoides moveis ou morfologicamente normais que determina a
fertilidade e sim, sua competéncia funcional de fertilizar o 6vulo (MAIA, 2006).

A quantificacdo da qualidade espermatica tem sido baseada na avaliagédo
subjetiva. Entretanto, estudos relatam existir uma variagdo de 30 a 60% na estimativa
desse pardmetro devido a limitagdo do ser humano em quantificar as diferentes
subpopulacBes espermaticas na amostra (MATOS, 2008). O sistema CASA (Sistema de
Andlise Computadorizada de sémen - Magavision®, Magapor) utiliza cAmaras de
contagem especificas (cAmara de contagem celular 125- mobilidade individual e masal:
5 andlises por unidade) do equipamento. A avaliacdo transcorre em 2 etapas: primeira
etapa em lamina de vidro 15 x 40 mm, previamente aquecida a 37 graus Celsius. A fracdo
de 50uL (microlitros) de cada ejaculado é submetida a um aumento de 40x em plano
microscopico de fundo branco. Nesta etapa sdo avaliadas a intensidade das ondas
formadas pelo movimento dos espermatozoides através da formacgéo de uma grade ficticia
sobre a amostra. A partir desta, sdo calculados o vigor e 0 movimento das células. O
movimento espermatico é avaliado em escala (0 a 5,5), sendo considerado aprovado
acima de 2,7 (equivalente a 70% de motilidade), onde segue a proxima etapa. O médulo
de motilidade opera sobre a atribuicdo de um valor numérico calculado a partir de
algoritmos matematicos que calculam a velocidade e a quantidade de células que cruzam
as linhas tracadas pelo programa. A segunda etapa se da com o médulo de concentragédo
e morfologia espermatica que se baseia no conhecimento da superficie do campo
observado, assim como da profundidade do mesmo. A partir disso, 0 programa analisa as
condi¢cdes morfoldgicas de cada célula, diferenciando as células de pontos presentes no
campo, como aglutinagbes, manchas, bactérias, entre outros. Diferenciando também
células normais de células com anomalias morfoldgicas. O equipamento diferencia a
porcentagem de células com patologia de células normais, ndo diferenciando os tipos de
patologia (etapa a ser feita em microscopia Optica discernido por um operador) (SOUSA,
2007).

O sistema CASA oferece rapidez, objetividade e repetibilidade nas avaliag6es, o
que possibilita detalhar melhor a qualidade do sémen e fornecer informacGes adicionais
sobre as caracteristicas de movimentacdo dos espermatozoides, as quais apresentam
limitacOes a observagéo convencional (AMANN e KATZ, 2004).
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As incidéncias de lesdes na membrana intacta sdo avaliadas seguindo a
metodologia de colorago eosina-nigrosina (BRITO, 2007). A eosina é um corante supra
vital que, ao penetrar na membrana plasmatica lesada, liga-se aos &cidos nucléicos, e

confere uma coloracéo rosa ao espermatozoide lesado.

1.4  ESTRESSE OXIDATIVO NA CELULA ESPERMATICA

O estresse oxidativo € consequéncia de um desequilibrio na quantidade de
espeécies reativas de oxigénio (ROS), em condic¢des normais, as ROS e os antioxidantes
encontram-se em equilibrio. Esse desequilibrio pode ser causado por diversos fatores
relacionados com o aumento da producdo de ROS e/ou a reducédo da disponibilidade de
antioxidantes. Entre eles, podemos citar, a nutricdo inadequada e a permanéncia dos
animais em condicdes de estresse (ANDRADE, 2010). As ROS incluem todos os radicais
e ndo radicais derivados do oxigénio, 0s quais sao eletronicamente instaveis e altamente
reativos, possuindo a capacidade de reagir com um grande numero de compostos que
estejam proximos. Eles podem exercer a funcdo de agentes oxidantes, atuando como
receptores de elétrons, ou de agentes redutores, atuando como doadores de elétrons
(AGARWAL et al., 2005).

No ejaculado existem duas fontes principais de ROS, os espermatozoides e 0s
leucdcitos. Ambos possuem um mecanismo similar de geracdo de ROS (MAIA, 2006).
Nos espermatozoides este estresse ocorre extra e intracelular e quando excede a
capacidade dos antioxidantes disponiveis, o gameta fica altamente suscetivel a danos
(MAHFOUZ, 2010).

A mitocondria é o principal local de producéo das ROS (BARJA, 2007). Grande
parte da energia produzida no organismo é gerada por meio de fosforilacdo oxidativa, o
que implica em cinco complexos enzimaticos (BLIER et al., 2001). Os complexos de | a
IV (cadeia de transporte de elétrons) estdo envolvidos no transporte de elétrons através
de uma série de proteinas via reacdes REDOX (reducdes oxidativas), tendo como destino
final uma molécula de oxigénio. Em circunstancias normais, o oxigénio é convertido em
agua no complexo IV, e a energia é estocada e usada para a produgdo de ATP no complexo
V. Porém, durante esse processo, uma pequena porcentagem do oxigénio consumido pela
mitocondria no complexo IV, é convertida em uma das varias ROS, em vez de agua.
Sendo a fosforilagcdo oxidativa uma das principais responsaveis pela produgdo de ROS.

Essas espécies sdo produzidas, ainda, por outras reacbes REDOX, como aquelas
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envolvidas em mecanismos de defesa contra patdgenos, por exemplo o caso da oxidase
NADPH (DOWNLING e SIMMONS, 2009). A formacdo de radicais derivados do
oxigénio em varios processos metabolicos exerce um papel importante no funcionamento
do organismo. Eles sdo dose dependentes e, quando em baixas concentracdes, sdo
responsaveis pelo transporte de elétrons na cadeia respiratoria, atuando como moléculas
sinalizadoras (DOWNLING e SIMMONS, 2009). As ROS passam a ter um efeito
prejudicial ao organismo quando ocorre um aumento excessivo na sua produgdo ou
quando ha diminuicao de agentes oxidantes.

Os trés principais tipos de ROS sdo: superoxido (O2 - ), perdxido de hidrogénio
(H202) e hidroxila (OH®):

" Radical superdxido (O2 -): Radical livre, formado a partir do oxigénio
molecular pela adicdo de um elétron. Sua formacdo ocorre espontaneamente, na
membrana mitocondrial, através da cadeia respiratoria. Também é produzido por
flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases (NORDBERG & ARNER, 2001). Sua
formacéo ocorre em quase todas as células aerdbicas e sdo produzidos durante a ativacao
méaxima de neutrdfilos, mondcitos e eosinofilos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
E um radical pouco reativo e ndo tem a habilidade de penetrar membranas lipidicas,
agindo apenas no compartimento onde é produzido (NORDBERG & ARNER, 2001).

. Radical hidroxila (OH®): Considerado o radical livre mais reativo em
sistemas bioldgicos, podendo ser capaz de causar mais danos do que qualquer outra ERO.
Formado a partir do peréxido de hidrogénio em uma reacdo catalisada por ions metais
(Fe++ ou Cu+), denominada reacdo de Fenton (FERREIRA & MATSUBARA, 1997,
NORDBERG & ARNER, 2001). O radical hidroxila também pode iniciar a oxidago dos
acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacéo).

. Peroxido de hidrogénio (H202): N& é um radical livre, mas sim um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, participando como intermediario na
reacdo que produz o OH®, possui vida longa e é capaz de atravessar membranas bioldgicas
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NORDBERG & ARNER, 2001). Uma vez
produzido, o H202 é removido por um dos trés sistemas de enzimas antioxidantes:
catalase, glutationa peroxidase e peroxiredutases (NORDBERG & ARNER, 2001).

A maioria dos seres vivos possui um eficiente sistema de protecdo capaz de
neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas ROS que sdo formadas durante o

metabolismo do oxigénio e da oxidacdo de lipidios (DIAS, 2013).
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Os espermatozoides produzem espontaneamente uma variedade de ROS. Estes
produzidos em pequenas quantidades sdo funcionalmente importantes na conducao da
motilidade, hipermotilidade, reacdo acrossémica e capacitacdo espermética (ANDRADE,
2010; MAHFOUZ, 2010, GUTHRIE e WELCH, 2012; BARRANCO, 2014). No entanto,
quando ocorre um excesso de producdo, o espermatozoide entra em um estado de estresse
oxidativo, que é caracterizado por danos na membrana plasmatica e na integridade de
DNA (AITKEN, 2010). O que inclui a perda da motilidade de forma irreversivel, inibicdo
de respiracdo espermatica, lesdes ao DNA espermatico e mitocondrial e perda de enzimas
intracelulares, interferindo na capacidade fecundante do espermatozoide (IRVINE et al.,
2000; VALENCA e GUERRA, 2007).

Na espécie suina, 0s espermatozoides sdo particularmente suscetiveis ao estresse
oxidativo, devido a sua membrana plasmatica ser rica em acidos graxos poliinsaturados
e ao conjunto de manipulacdo e processamento do ejaculado, que muitas vezes leva a um
aumento nos niveis de ROS (CEROLINI, 2000). Além disso, as enzimas antioxidantes
podem estar concentradas na peca intermediaria, deixando grande parte da membrana que
cobre a cabeca e a cauda menos protegida (MAIA, 2006), logo, o conjunto desses fatores
pode contribuir para a baixa qualidade do sémen (BUCAK, 2010; GUTHRIE e WELCH,
2012). A utilizag&o de antioxidantes parece ser uma forma eficiente de reduzir o estresse
oxidativo ndo apenas in vitro, mas também in vivo e que varios antioxidantes tém provado
esse efeito protetor contra o dano oxidativo no espermatozoide, assim melhorando os
parametros seminais (BANSAL e BILASPURI, 2011).

15 FREQUENCIA DE COLETAS NA ESPECIE SUINA

A producdo e a qualidade do sémen séo influenciadas por fatores ambientais,
como a estacdo do ano (CORCUERA et al., 2002), raca (BORG et al., 1993), idade,
fotoperiodo (SANCHO et al., 2004), ambiente e temperatura (CORCUERA et al., 2002),
ingestdo de alimentos, e tamanho de testiculo (COLENBRANDER et al., 1993). Outro
fator muito importante € a frequéncia de coletas, a qual determina a quantidade e
qualidade do ejaculado e, o numero de espermatozoides presentes nesse ejaculado
(FRANGEZ et al., 2005).

Altas frequéncias de coleta de sémen afetam a motilidade das células
espermaticas, a concentragdo e a contagem total de espermatozoides, e ainda, resultam

em proporcdes aumentadas de espermatozoides com morfologia anormal (STRZEZEK et
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al., 1995). O volume do ejaculado e a concentracdo total de sémen, séo significativamente
menores quando, 0os mesmos, sdo coletados em intervalos de 24 e 72 horas quando
comparados com ejaculados coletados com intervalos de 120 horas (FRANGEZ et al.,
2005).

Estudos relatam uma reducdo no nimero de espermatozoides por ejaculado em
animais coletados com uma frequéncia de sete vezes na semana, provavelmente devido
ao pouco tempo de amadurecimento, desses espermatozoides, no epididimo. Porém, o
volume da ejaculacdo ndo foi afetado pela maior frequéncia de coletas. Nesse mesmo
estudo, animas coletados com uma frequéncia de trés vezes por semana resultou em maior
producdo de espermatozoides e 0s animais mantiveram um maior nivel de libido. A
frequéncia de coletas de sete vezes na semana reduziu significativamente o nimero de
espermatozoides na ejaculacao, resultando em menor nimero de doses inseminantes.
Além disso, a libido é significativamente menor em uma frequéncia de coleta de sete
vezes na semana, 0 que pode constituir um fator limitante para a qualidade do
espermatozoide (FRANGEZ et al., 2005).

Outro estudo, relatou uma diminuicdo da motilidade dos espermatozoides, da
concentracdo total, e aumento de células espermaticas anormais e com membranas
danificadas. A resisténcia osmotica dos espermatozoides também diminuiu indicando
comprometimento da integridade de membrana (STRZEZEK et al., 1995). Os niveis de
alguns marcadores bioguimicos medidos (atividade total de acrosina para o0 acrossoma,
atividade de AspAT em espermatozdides para a peca intermedidria, peroxidacao lipidica
(LPO) e o H-33258 (H0258) para o plasmolema) também foram alterados por altas
frequéncias de coletas. Outros parametros, como atividade respiratoria dos
espermatozoides, com o aumento da frequéncia de coletas, pode ser afetada e levar a
produc&o de um sémen com uma viabilidade mais baixa (FULOP, 1996). Porém, animais
que permanecem sem ser coletados em intervalos superiores a uma semana apresentam
diminuicdo da libido, no nimero total de espermatozoides e consequentemente no nimero
de doses inseminantes produzidas (FRANGEZ et al., 2005).

Os espermatozoides com formacao de cauda anormais se desenvolvem no ducto
do epididimo. As anomalias no nimero de cabecas e caudas séo geralmente relacionadas
a maturacdo defeituosa dos espermatozoides ao longo do ducto do epididimo que pode
levar a aglutinacéo do esperma, resultando em espermatozoides com multiplas cabecas e
caudas, ou a diminuicdo da estabilidade cefalica, resultando em cabecas isoladas. Uma

alta frequéncia de coleta de sémen traz um padréo alterado de reabsorcéao e secrecéo do
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fluido do epididimo, o que resulta em maturacdo defeituosa do esperma e
desenvolvimento anormal da motilidade das células espermaticas (PRUNEDA et al.,
2005).

1.6 IMPORTANCIA DO MACHO REPRODUTOR

A producéo e selecdo de machos reprodutores visando o melhoramento genético,
obteve um grande destaque a partir da utilizacdo da inseminacdo artificial (I1A)
(BROEKHUIJSE et al., 2012). A atividade sexual, o volume e a qualidade do sémen
produzido por esses machos reprodutores tornaram-se caracteristicas importantes para a
IA (WYSOKINSKA e KONDRACKI, 2014). O macho contribui com 50% do material
genético de cada descendente, sendo assim, a quantidade e o desempenho de seus
descendentes determinam o retorno econémico na suinocultura (HUGHES e VARLEY,
1980; BORTOLOZZO, 2005).

As Unidades Distribuidoras de Genética (UDG) alojam grande quantidade de
machos de alto valor genético e produzem doses inseminantes em grande quantidade,
seguindo critérios rigorosos. S0 responsaveis por inserir caracteristicas genéticas
desejaveis nos plantéis, com biosseguridade e uma méaxima produtividade, através da
rapida difusdo de material genético (sémen) (MAES et al., 2008). O sucesso do
melhoramento genético depende também das granjas responsaveis pela criacdo e selecao
dos machos reprodutores, denominadas, granjas nucleos e/ou multiplicadoras. (HARRIS;
NEWMAN, 1994; HARRIS, 2000; KNOX, 2015).

Os machos séo estimulados e treinados rotineiramente para montar no manequim,
onde é realizada a coleta do sémen utilizando-se a técnica da mao enluvada ou sistemas
automatizados, onde o pénis é fixado no manequim (mais comuns em UDGs com uma
rotina diaria elevada de producdo) (CASTRO et al., 2016). Os machos podem ser
manejados para produzir de 20 a 40 doses de sémen tradicional (inseminacéo artificial
intracervical), contendo 2,5 a 3,0 bilhdes de espermatozoides ou de 40 a 60 doses
(inseminacéo artificial intrauterina), com 1,5 a 2,0 bilhdes de espermatozoides (MOZO-
MARTINA et al., 2012; KNOX, 2015). A inseminacéo artificial possibilita que machos
geneticamente superiores produzam descendentes com até 200 fémeas/ano, valor
extremamente superior & monta natural, que alcanca em média 20 fémeas/ano (FAVERO

e FIGUEIREDO, 2009). Assim, é necessario implantar técnicas e manejos especificos
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para 0os machos durante a selecdo, bem como durante a criacdo, em granjas nucleos,
multiplicadores ou comerciais (CASTRO et al., 2016).

A puberdade, no macho suino, inicia-se entre 5 e 8 meses de idade, com a entrada
em servico em torno dos oito meses de idade A habilidade de montar e produzir
ejaculados férteis sdo componentes importantes na decisdo de utilizar um macho na
reproducdo, ocorrendo um aumento volume do ejaculado e no numero total de
espermatozoides gradual, entre 7 e 12 meses de idade (SCHEID & AFONSO, 2000).

1.7  SELECAO E DESCARTE DE MACHOS REPRODUTORES

Os suinos reprodutores utilizados em programas de melhoramento genético sao
avaliados de uma maneira criteriosa através da sua genealogia, conformacao, desempenho
e progénie (CASTRO et al., 2016). Os machos sdo selecionados principalmente por meio
de caracteristicas de crescimento e carcaca (ROBINSON; BUHR, 2005) dando pouca
énfase para sua fertilidade, limitando a sele¢cdo com base no desenvolvimento reprodutivo
e comportamental do animal (FLOWERS, 2008). A selecdo desses animais € realizada,
geralmente, quando eles atingem aproximadamente 150 dias de idade (FIGUEIREDO,
2013). A selecdo dos machos jovens muitas vezes ocorre antes de o animal atingir sua
maturidade sexual completa (SCHULZE et al., 2014).

A avaliacdo dos reprodutores é feita individualmente por profissionais capacitados
e realizada de acordo com os critérios e/ou padrfes de selecdo da empresa responsavel
pela genética (CASTRO et al., 2016). A selecdo por conformacdo é realizada por meio da
avaliacdo visual do exterior dos machos, avaliando-se os aprumos, o aparelho genital e o
desenvolvimento das areas de maior interesse econémico (lombo, pernil e paleta)
(ROBINSON; BUHR, 2005). O selecionador deve observar os defeitos que podem
ocasionar o descarte do macho, como por exemplo: cegueira; problema de locomogéo
(aprumos); abscesso; criptorquidismo unilateral ou bilateral (auséncia do testiculo na
bolsa escrotal); hipoplasia ou hiperplasia testicular; desvio da coluna vertebral (escoliose,
lordose ou cifose) e sinais de lesdes causadas por canibalismo (ROBINSON; BUHR,
2005; GAGGINI et al., 2008; FIGUEIREDO, 2013).

Exames andrologicos tambem devem ser realizados frequentemente para avaliar
0 sémen e a capacidade reprodutiva do macho (BROEKHUIJSE et al., 2012). Todas essas

avaliacdes possibilitam a precisdo da selecdo de cada caracteristica reprodutiva, assim
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como a recomendacéo de descartes ou reposi¢cdo de acordo com o indice genético dos
animais (ROBINSON; BUHR, 2005).

O melhoramento genético busca a produtividade, mas desconsidera caracteristicas
importantes de reproducdo (FLOWERS, 2008). Por exemplo, a Unica resposta durante o
treinamento dos machos para coleta de sémen é a capacidade de montar no manequim, e
quando isso ndo ocorre, 0 animal é descartado, muitas vezes sem determinar o motivo da
dificuldade em realizar a monta (CASTRO et al., 2016). N&o se sabe os motivos pelos
quais alguns machos tém mais habilidade e montam rapidamente no manequim, enquanto
outros sdo mais lentos ou muitas vezes ndo conseguem montar (LEVIS; REICKS, 2005).

Os principais motivos de descarte de machos reprodutores suinos estéo associados
ao melhoramento genético, falta de qualidade do sémen, problemas de aprumos e falta de
libido durante a coleta, com as taxas anuais de abate variando entre 20-70% (KNOX et
al., 2003). Um estudo realizado em sete unidades de inseminacdo artificial na América
do Norte e Europa verificou que de 1 a 20% dos machos sdo descartados por falta de
libido, 20 a 45% ao melhoramento genético, 10 a 30% devido a qualidade do sémen, 13
a 60% pela condicao fisica do macho e 10 a 20% devido a outras causas (ROBINSON;
BUHR, 2005).

Uma granja que apresenta uma baixa fertilidade de seu rebanho de machos, tende
a apresentar uma reducdo nos indices de desempenho reprodutivo, podendo, a
infertilidade dos machos ter um significativo efeito adverso sobre o desempenho
reprodutivo (SANTOS et al., 2012). Preconiza-se, nas centrais de inseminacéo, utilizar
praticas de descarte de machos inférteis, a partir de um exame clinico e reprodutivo,
detectando o macho que apresentar insuficiéncia reprodutiva (CORREA, 1999).

Para determinar a causa dos baixos niveis de fertilidade dos machos, que incluem
fatores que podem influenciar a qualidade e quantidade de sémen produzido durante a sua
vida dtil, podemos citar a idade do macho, a frequéncia de coletas, a temperatura
ambiental, a nutricdo, a raca e outros fatores estressantes, destacando-se aqueles que
afetam o estado sanitario dos reprodutores e 0s iatrogénicos, como 0s provocados por
procedimentos errdbneos na coleta, processamento e armazenamento do sémen
(CORREA, 1999).

O grande desafio na reposicdo de machos é conseguir ajustar uma taxa de
reposicdo que proporcione um atraso genético compativel economicamente, de maneira
que a distancia entre os niveis da piramide de melhoramento genético ndo fique tdo

distante e a transferéncia dos genes selecionados nas granjas nucleos de melhoramento
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genético sejam rapidamente incorporados aos planteis comerciais, com uma alta produgéo
de sémen (SANTOS et al., 2012). Machos mais maduros produzem uma quantidade
maior de sémen por coleta, porém a manutencdo de machos por muito tempo no plantel
comercial leva ao risco de se usar material genético ultrapassado o que ocasionaria numa
diminuicdo da qualidade da dose inseminante (ANTUNES, 2007a).

Uma recomendac&o € utilizar os machos reprodutores por no méaximo dois anos
nas centrais de difusdo genética, considerando que 0os mesmos entram em atividade a
partir dos 240 dias de idade. Em algumas eventualidades pode-se reter algum macho por
questdes de manejo da Central por um tempo maior, mas, em hipotese alguma os machos

devem ser mantidos com idade superior a trés anos. (ANTUNES, 2007a).

1.8 TREINAMENTO PARA COLETA DE SEMEN

Os machos reprodutores apos serem selecionados sdo submetidos a um periodo
de treinamento para coleta de sémen que se inicia, geralmente, aos sete meses de idade,
com uma duracdo de aproximadamente duas semanas para a maioria dos machos (KNOX,
2015).

O manequim, onde o0 macho iré realizar a monta, deve ser bem posicionado, firme,
com altura compativel ao tamanho do macho e ndo podendo causar desconforto ou trauma
ao animal. O piso deve estar seco, com um ambiente calmo e sem estresse para 0 macho
(ABRAHAO, 2006). O responsavel pelo treinamento precisa ter experiéncia, paciéncia e
ajudar o animal através de toques no manequim e com a emissao de sons para influencia-
lo a realizar a monta (ABRAHAO, 2006). O horério para realizagio do treinamento
também deve ser considerado, sendo realizado em periodos com temperaturas
confortaveis, pois a atividade sexual pode ser influenciada pelo estresse por frio ou calor
(SURIYASOMBOON et al., 2005). As secdes de treinamentos devem ser de 15 a 20
minutos, ndo obtendo sucesso, 0 macho devera retornar no dia seguinte (ABRAHAO,
2006).

Deve ser realizada a higienizagdo do prepdcio, a mesma consiste em retirar toda a
secrecédo (urina e fluidos) depositada no local, com objetivo de reduzir a contaminagéo
do sémen (ABRAHAO, 2006). O sémen pode ser coletado de forma manual (técnica da
mé&o enluvada), semiautomatica ou automatica. O macho néo deve ser removido de cima
do manequim, principalmente enquanto estiver ejaculando, pois isso pode prejudicar o

comportamento sexual do animal (TONIOLLI, 2010). Um macho experiente, acostumado
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com a rotina de coletas, podera ser colocado na baia de coleta durante o treinamento para
montar no manequim e ser observado por um macho inexperiente, auxiliando no
aprendizado do macho principiante (RODRIGUES, 2013).

A boa relacdo entre os animais e 0 manejador/coletador durante o treinamento €
importante para 0 sucesso ha coleta de sémen. As primeiras coletas de sémen irdo
influenciar o comportamento sexual subsequente, por este motivo o animal deve ser
supervisionado e auxiliado, se necessario (CASTRO et al., 2016). SituacGes de estresse
devem ser evitadas principalmente no manejo de machos inexperientes, pois sabe-se que
alguns machos precisarao de varias exposi¢cdes ao manequim para entender sua finalidade
(KNOX et al., 2003).
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CAPITULO2

MANUSCRITO
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Frequéncia de coletas de sémen em machos reprodutores suinos no inicio da vida

reprodutiva: avaliagdo dos parametros seminais

Frequency of semen-collections in boars at the beginning of reproductive life:

evaluation of seminal parameters

Julianni Dornelles'* Carlos Augusto Rigon Rossi'' Marcelo Soares'' Cristian

Guilherme Graf!"" Luara Medianeira de Lima Schldsser'Y Rodrigo Dalmina Rech'V

RESUMO
Na reproducdo de suinos, com os avangos especificos em genética e demanda do

mercado suinicola, hd a necessidade de avaliar se é possivel um maior aproveitamento
dos animais jovens e, com isso aumentar a producdo de doses inseminantes e maximizar
sua vida til nas centrais de inseminacao artificial. O objetivo deste estudo foi identificar
quais sdo os melhores intervalos entre coletas de sémen de suinos reprodutores com nove
meses de idade. Para isso, 20 suinos foram distribuidos aleatoriamente em quatro
tratamentos (T): T1- intervalo entre coletas de dois dias; T2- intervalo entre coletas de
trés dias; T3- intervalo entre coletas de quatro dias e T4- intervalo entre coletas de sete
dias. A partir dos ejaculados foram produzidas doses inseminantes, as quais foram
avaliadas quanto ao volume, motilidade total, motilidade massal, concentragdo total,

namero total de células, morfologia, integridade de membrana e as substancias reativas
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ao 4acido tiobarbitirico (TBARS), no sémen diluido em Vitassem®. As doses
inseminantes foram avaliadas nas horas 0, 24, 72, 120 e 168. Foram realizadas, também,
medidas testiculares (comprimento, largura e volume), semanalmente durante os 90 dias
de experimento. O grupo T3 apresentou concentracdo espermaética 5,6% (p>0,05),
37,04% (p<0,05) e 42,15% (p<0,05) superior se comparado ao T4, T2 e T1. A motilidade
total do T4 foi superior em 0,79% (p>0,05), 2,02% (p>0,05) e 3,38% (p<0,05) se
comparada ao T3, T2 e T1, respectivamente. O volume do testiculo direito no T4 foi
18,48%, 23,14% e 34,46% superior (p<0,05) em relagdo ao T3, T2 e T1, respectivamente.
Na avaliacdo da morfologia espermaética para células normais, T4 foi superior (p<0,05)
em 6,47%, 8,14% e 14,21% se comparada aos grupos T3, T2 e T1, respectivamente. O
grupo T4 apresentou integridade de membrana plasmatica normais superior (p<0,05) em
6,89%, 8,8% e 14,57 se comparado com T3, T2 e T1, respectivamente. E para as
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), o grupo T1 foi superior (p<0,05)
em 6,58%, 12,52% e 10,03% em relacdo ao T2, T3 e T4, respectivamente. Esses
resultados indicam que menores intervalos entre as coletas de sémen, influenciam
negativamente as caracteristicas quantitativas e qualitativas das células espermaéticas. O
intervalo entre coletas de 3 e 4 dias proporciona os melhores resultados sobre a
viabilidade espermatica de suinos com nove meses de idade.

Palavras-chave: células espermaticas, doses inseminantes, intervalos entre coletas,

parametros espermaticos.

ABSTRACT
In breeding pigs, with the specific advances in genetics and demand of the swine

market, it is necessary to evaluate if it is possible to make the most use of the young
animals, to increase the production of inseminating doses and maximize their useful life

in the artificial insemination centers. Therefore, the objective of this study was to evaluate
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the best intervals for the collection of semen from breeding pigs at the beginning of their
reproductive life. For this, twenty pigs were randomly distributed in four treatments (T),
being T1 - interval between collections of two days; T2- interval between collections of
three days; T3- interval between collections of four days and T4- interval between
collections of seven days (control). From the ejaculates, inseminating doses were
produced, which were evaluated by volume, total motility, mass motility, total
concentration, volume, total number of cells, morphology, membrane integrity and
reactive substances to thiobarbituric acid (TBARS) in the semen diluted in Vitassem®
The inseminated dose were evaluated at hours 0, 24, 72, 120 and 168) and testicular
measurements (length, width, and volume). Group T3 presented a spermatic
concentration of 5.6% (p> 0.05), 37.04% (p <0.05) and 42.15% (p <0.05) higher than T4,
T2 and T1. The total motility of T4 was higher in 0.79% (p> 0.05), 2.02% (p> 0.05) and
3.38% (p <0.05) than in T3, T2 and T1, respectively. The right testicle volume in the T4
was 18.48% (p <0.05), 23.14% (p <0.05) and 34.46% (p <0.05) compared to T3, T2 and
T1, respectively. In the evaluation of sperm morphology for normal cells, T4 was higher
in 6.47% (p <0.05), 8.14% (p <0.05) and 14.21% (p <0.05) when compared groups T3,
T2 and T1. Group T4 had normal plasma membrane integrity (p <0.05), 8.8% (p <0.05)
and 14.57 (p <0.05) plasma membrane integrity when compared to T3, T2 and T1. And
for the TBARS parameters, the T1 group was 6.58% (p <0.05), 12.52% (p <0.05) and
10.03% (p <0.05) higher than the groups T2, T3 and T4, respectively. These results
indicate that short intervals between semen collections negatively influence the
quantitative and qualitative characteristics of sperm cells. The four day interval between

collections provides the best results on sperm viability.

Key words: collection intervals, inseminanting, sperm cells, sperm parameters.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnoldgico e cientifico inserido na suinocultura atual
proporcionou 0 aumento da produtividade e a busca constante por qualidade, agregacao
de valor ao produto final e bem-estar dos animais de producdo. Atualmente, sabe-se que
ndo bastam apenas bons padrées nutricionais e boas praticas de manejo no plantel como
um todo. E necesséario também que os indices reprodutivos sejam elevados, o que faz com
gue uma atencdo especial seja dada ao plantel de reprodutores (CASTRO et al., 2016).

Com o crescimento do setor suinicola foi necessario a automatizacdo, a qual gerou
maior eficiéncia na producdo de doses inseminantes em centrais de difusdo genética.
Neste aspecto, devemos considerar que as biotécnicas utilizadas buscam otimizar o
material genético dos machos através da diminuicdo do nimero de células espermaticas
por dose inseminante e do nimero de doses por inseminac&o. E interessante salientar que
estudos demonstraram que 0s parametros espermaticos podem ser alterados pela
frequéncia de coletas dos machos, 0 que determina a quantidade e a qualidade do
ejaculado e o nimero de espermatozoides presentes nesse ejaculado (PRUNEDA et al.,
2004). Assim, animais que ndo possuem uma rotina de coletas de sémen, em intervalos
regulares e de acordo com a idade, podem apresentar diminuicdo da libido, do nimero
total de espermatozoides e consequentemente, no nimero de doses inseminantes
produzidas (FRANGEZ et al., 2005).

Portanto, ha necessidade de avaliar a possibilidade de reduzir o intervalo entre as
coletas de sémen, aumentar a producdo de doses inseminantes viaveis e otimizar a vida
uatil dos machos nas centrais de inseminacéo artificial. O objetivo do estudo foi avaliar

quais sdo os melhores intervalos entre coletas de sémen de suinos reprodutores no inicio
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da vida reprodutiva em relacdo as caracteristicas quantitativas e qualitativas das células

espermaticas no sémen diluido em Vitassem®.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade Distribuidora de Genética de So Carlos, oeste
do estado de Santa Catarina, Brasil, no periodo entre janeiro e abril de 2018, totalizando
90 dias de experimento. Foram utilizados 20 machos da genética Agroceres PIC, com 9
meses de idade. Certificados sanitariamente GRSC (Granja de Reprodutores Suinos
Certificadas), alimentados na primeira hora da manhd com racdo para suinos
reprodutores Nutri-Macho, 2,4 kg/animal/dia. O delineamento experimental utilizado foi
0 inteiramente casualizado, com os machos divididos aleatoriamente nos tratamentos.
Foram estudados quatro tratamentos (T): T1- intervalo entre coletas de dois dias; T2-
intervalo entre coletas de trés dias; T3- intervalo entre coletas de quatro dias e T4-
intervalo entre coletas de sete dias.

As coletas de sémen foram realizadas em manequins fixos, de altura regulavel e
sistema de coleta semiautomatico. A partir dos ejaculados, foram produzidas doses
inseminantes (DI), as quais foram avaliados o volume do ejaculado (mL), concentracao
espermatica (sptz/mL), a motilidade total (%) e a motilidade massal (0 a 5), nas horas 0,
24, 72,120 e 168 do estudo. O estresse oxidativo e integridade de membrana plasmatica
das DI foram avaliados nas horas 0, 72, 120 e 168. O teste de termorresisténcia (TTR) e
a morfologia das células esperméticas foram avaliadas nas horas 72, 120 e 168. Os
testiculos foram avaliados em: comprimento, largura e volume do testiculo direito bem
como, comprimento, largura e volume do testiculo esquerdo com auxilio de um

paquimetro 150mm marca Mitutoyo®, semanalmente durante os 90 dias de experimento.
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A avaliacdo dos pardmetros espermaticos foi realizada com auxilio do sistema
CASA (Sistema de Andlise Computadorizada de sémen - Magavision®, Magapor),
utilizando camaras de contagem especificas do equipamento (cdmara de contagem celular
125- mobilidade individual e massal: 5 anélises por unidade).

As incidéncias de lesdes na membrana intacta foram avaliadas seguindo a
metodologia de colora¢do eosina-nigrosina (BRITO, 2007). Na interpretacdo foram
considerados como espermatozoides lesionados, aqueles que apresentavam a membrana
pigmentada. O mesmo foi feito para a avaliacdo da morfologia espermaética, avaliando
defeitos primarios, secundarios e terciarios (DONATEU, 2004).

O teste de termorresisténcia (TTR), foi utilizado para avaliar a competéncia
funcional dos espermatozoides quando submetidos a condi¢des que simulam a
temperatura corporal da espécie suina como descrito na literatura (TARDIF et al., 1999).
O TBARS foi avaliado seguindo a metodologia descrita por Cruz et al (2015), nas horas
0,72,120 e 168.

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS Studio. As
variaveis foram primeiramente submetidas ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov. Apresentando este pressuposto, foram submetidas a anélise de variancia e as
diferencas entre as médias, comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia. Dados

ndo-paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos séo apresentados nas tabelas 1, 2 e 3. A partir desses
resultados, observamos que altas frequéncias de coletas em machos reprodutores no inicio

da vida reprodutiva, afetam determinados indices da qualidade do sémen como o volume,
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a concentracdo espermética, a motilidade total, a morfologia e a integridade de
membranas.

Na tabela 1 observa-se que a concentracdo espermaética do T3 foi 5,6% (p>0,05),
37,04% (p<0,05) e 42,15% (p<0,05) superior se comparado aos grupos T4, T2 e T1,
respectivamente. Estes resultados foram semelhantes aos relatados por FRANGEZ et al.
(2005), os quais observaram uma reducdo no nimero de espermatozoides por ejaculagdo
em animais coletados com uma frequéncia de sete vezes na semana, provavelmente
devido ao pouco tempo de amadurecimento dos espermatozoides no epididimo. A
concentracéo total de sémen, conforme SWIERSTRA e DYCK (1976), foi relatada como
sendo significativamente menor quando os ejaculados foram coletados em intervalos de
24 e 72 horas, resultados semelhantes ao grupo T1, com 72 horas de intervalo entre
coletas, com uma menor concentracdo espermatica em relacdo aos demais grupos.
Segundo KEMP et al. (1998), maiores frequéncias de coletas resultam em aumento na
producdo de espermatozoides, mas sem efeito nos parametros de qualidade do sémen.
N&o foi possivel observar um aumento na produgdo espermatica nos animais submetidos
a menores intervalos entre coletas. Resultado também encontrado por FRANGEZ et al.
(2005), que relatou que a frequéncia de coletas de sete vezes na semana reduziu
significativamente o nimero de espermatozoides na ejaculagdo, resultando em menor
namero de doses inseminantes. Animas coletados com uma frequéncia de duas vezes por
semana apresentaram maior producdo de espermatozoides e maior taxa de libido
(STRZEZEK et al., 1995). Assim como encontrado no grupo T3, que além de apresentar
maior concentracdo de espermatozoides também apresentou uma excelente libido,
superior aos demais grupos, principalmente ao grupo T1, no qual os machos necessitavam
de um maior tempo junto ao manequim para realizar a monta. O que também foi descrito

por FRANGEZ et al. (2005), que relatou que a libido é significativamente menor com
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uma frequéncia de coleta de sete vezes na semana, o que pode constituir um fator limitante
para a qualidade do espermatozoide.

A motilidade total (tabela 1) do T4 foi superior em 0,79% (p>0,05), 2,02%
(p>0,05) e 3,38% (p<0,05) se comparada ao T3, T2 e T1, respectivamente. Além da
diminuicdo da motilidade dos espermatozoides relatada no grupo T1, outros estudos
também encontraram essa diminui¢do e constataram que poucos dias de intervalo entre
coletas provoca reducdo da concentragdo total, aumento de células espermaticas anormais
e com membranas danificadas (STRZEZEK et al., 1995). Entretanto, intervalos de coleta
superiores a sete dias afetam negativamente a motilidade espermética no sémen fresco
(BROEKHUIJSE et al., 2012).

Na tabela 1, foi possivel observar que as variaveis testiculares foram influenciadas
pela frequéncia de coletas. O volume do testiculo direito no grupo T4 foi superior
(p<0,05) em 18,48%, 23,14% e 34,46% em comparacdo a T3, T2 e T1, respectivamente.
A variavel volume néo apresentou diferencas (p>0,05). Mesmo sem diferengas (p>0,05),
0 T2 apresentou o volume testicular 15,75% superior em relacdo ao T3. Através desses
resultados, podemos estimar que o T2 e 0 T3 pode ser uma boa op¢éo para a rotina das
Centrais de inseminacdo. Outros estudos observaram que o volume da ejaculagdo néo foi
afetado pela maior frequéncia de coletas (FRANGEZ et al., 2005), o que também foi
observado em nosso estudo, todavia com menor nimero de coletas. Contudo,
SWIERSTRA e DYCK (1976), observaram que o volume do ejaculado foi
significativamente menor quando os ejaculados foram coletados em intervalos muito
curtos.

Em relacdo a morfologia espermatica (tabela 2), o grupo T4 foi superior (p<0,05)
em 6,47%, 8,14% e 14,21% se comparada aos grupos T3, T2 e T1, respectivamente. Ja

na avaliacdo de células com alteragdes primarias o grupo T1 foi superior (p<0,05) em
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27,6%, 58,75% e 188,63% quando comparado com T2, T3 e T4, respectivamente. Os
resultados para as alteragGes secundarias apresentaram T1 superior (p<0,05) em 34%,
47,39% e 167,5% se comparada com T2, T3 e T4, respectivamente. E para as defeitos
terciarios, o grupo T1 foi 34,81% (p>0,05), 43,15% (p>0,05) e 176,9% (p<0,05) quando
comparada com os grupos T2, T3 e T4, respectivamente. O gameta masculino produzido
nos testiculos é altamente polarizado, mas funcionalmente imaturo, 0 que requer uma
diferenciacdo do espermatozoide no epididimo para se tornar progressivamente movel e
adquirir capacidade de fertilizagdo (OLSON et al., 2002). Este desenvolvimento é crucial
para 0 processo e requer interacdo espermatica com um ambiente luminal
progressivamente variavel regulado por atividades secretoras e absortivas especificas da
regido do epitélio do epididimo (HINTON et al., 1995).

Os tratamentos T1 e T2 apresentaram maiores porcentagens de células com
defeitos, sendo observado grande presenca de defeitos de cabeca, pecga intermediéria, gota
citoplasmatica e cauda dos espermatozoides. Segundo STRZEZEK et al. (1995), os
espermatozoides com formacdo de cauda anormais se desenvolvem no ducto do
epididimo. As anomalias no nimero de cabecas e caudas sdo geralmente relacionadas a
maturacdo defeituosa dos espermatozoides ao longo do ducto do epididimo que pode
levar a aglutinacdo do esperma, o que resulta em espermatozoides com mdaltiplas cabegas
e caudas, ou a diminuicdo da estabilidade cefalica com cabecas isoladas. Uma alta
frequéncia de coleta de sémen traz um padréo alterado de reabsor¢éo e secrecdo do fluido
do epididimo, o que resulta em maturacdo defeituosa do esperma e desenvolvimento
anormal da motilidade das células esperméticas (PRUNEDA et al., 2004). No presente
estudo, animais submetidos a menores intervalos de coletas, apresentaram uma diferenca
significativa no numero de espermatozoides com gota citoplasmatica proximal,

intermediéria e distal, quando comparados a animais que foram submetidos a um maior



220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

44

intervalo entre as coletas. Em seu estudo, PRUNEDA et al. (2004), relatou que machos
submetidos a uma alta frequéncia de coletas, apresentaram espermatozoides com gotas
citoplasmaticas proximais 40% maior que no grupo controle. O grupo T1 apresentou uma
elevada porcentagem de gotas citoplasmaticas proximais e distais quando comparado aos
grupos T3 e T4. Uma alta frequéncia de coleta de sémen resulta em anomalias na
migracdo de goticulas proximais. Conforme STRZEZEK et al. (1995), essas anomalias
na maturacao dos espermatozoides podem ser devido ao menor tempo de passagem no
ducto epididimal, bem como a alteracdes no padrdo de absorcao e secrecdo do epitélio
epididimal que causam alteracbes no equilibrio de proteinas e ions do liquido
epididimario interferindo no processo de maturacdo dos espermatozoides (STRZEZEK
et al., 1995). Este fato pode caracterizar a grande quantidade de defeitos espermaticos
encontrados no ejaculado dos machos com maiores frequéncias de coletas.

Machos reprodutores, submetidos a uma frequéncia de coleta a cada dois dias,
durante 12 meses (sem periodos de descanso), produziram ejaculados com apenas 35%
de espermatozoides moveis (BONET et al., 1991). Essa reducdo também foi relatada por
STRZEZEK et al. (1995), em seu estudo, quando suinos reprodutores submetidos a uma
coleta ao dia durante um periodo de 10 dias produziram ejaculados com 54-58% de
motilidade dos espermatozoides.

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados da integridade de membrana
plasmatica, especificamente as normais, onde podemos observar que o grupo T4 foi
superior (p<0,05) em 6,89%, 8,8% e 14,57% quando comparado aos grupos T3, T2 e T1,
respectivamente. FULOP (1996), observou que a resisténcia osmdtica dos
espermatozoides também diminuiu indicando comprometimento da integridade de
membrana. Os niveis de alguns marcadores bioquimicos medidos também foram

alterados por altas frequéncias de coletas (FULOP, 1996). Outros pardmetros, como
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atividade respiratoria dos espermatozoides, com o aumento da frequéncia de coletas,
podem ser afetados e levar a producdo de um sémen com uma viabilidade reduzida
(FRANGEZ et al., 2005).

Os resultados obtidos para as substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARYS), tabela 2, demonstram que o grupo T1 foi 6,58% (p<0,05), 12,52% (p<0,05) e
10,03% (p<0,05) superior que o0s grupos T2, T3 e T4, respectivamente. Animais
submetidos a um ritmo mais intenso de coletas, apresentaram maiores danos oxidativos
em suas células espermaéticas. Segundo ANDRADE (2010) o estresse oxidativo em
espermatozoides € induzido por um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e a defesa antioxidante. Nos espermatozoides este estresse ocorre extra
e intracelular e quando excede a capacidade dos antioxidantes disponiveis, 0 gameta fica
altamente suscetivel a danos (MAHFOUZ, 2010). O grupo submetido a um menor
intervalo entre coletas (T1) apresentou uma maior producdo de ROS, provavelmente
devido ao excesso de coletas, pois quando ocorre um excesso de producdo, o
espermatozoide entra em um estado de estresse oxidativo, que é caracterizado por danos
na membrana plasmatica e na integridade de DNA (AITKEN, 2010), o que inclui a perda
da motilidade de forma irreversivel, inibicdo de respiracdo espermatica, lesdes ao DNA
espermatico, mitocondrial e perda de enzimas intracelulares, interferindo na capacidade
fecundante do espermatozoide (IRVINE et al., 2000; VALENCA e GUERRA, 2007).

Os resultados obtidos para os parametros do TBARS sao apresentados na tabela
2, e demonstram que o grupo T1 foi superior (p<0,05) em 6,58%, 12,52% e 10,03% em
relagdo aos grupos T2, T3 e T4, respectivamente. Estes resultados demonstram que 0s
animais submetidos a um ritmo mais intenso de coletas, apresentaram maiores danos
oxidativos em suas células espermaticas. Segundo ANDRADE (2010) o estresse

oxidativo em espermatozoides € induzido por um desequilibrio entre a producdo de
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espécies reativas de oxigénio (ROS) e a defesa antioxidante. Nos espermatozoides este
estresse ocorre extra e intracelular e quando excede a capacidade dos antioxidantes
disponiveis, o gameta fica altamente suscetivel a danos (MAHFOUZ, 2010). Em nosso
estudo, o grupo submetido a um menor intervalo entre as coletas (T1) apresentou uma
maior producdo de ROS, provavelmente devido ao excesso de coletas, pois quando ocorre
um excesso de producéo, o espermatozoide entra em um estado de estresse oxidativo, que
é caracterizado por danos na membrana plasmaética e na integridade de DNA (AITKEN,
2010). O que inclui a perda da motilidade de forma irreversivel, inibi¢do de respiracdo
espermatica, lesbes ao DNA espermatico e mitocondrial e perda de enzimas
intracelulares, interferindo na capacidade fecundante do espermatozoide (IRVINE et al.,
2000; VALENCA e GUERRA, 2007).

Os machos submetidos aos intervalos entre coletas de 3 e 4 dias obtiveram
melhores resultados para classificarmos qual a melhor frequéncia entre coletas para
machos no inicio da vida reprodutiva com a finalidade do maior aproveitamento desses
animais na central de inseminagdo. Constatamos que animais jovens podem ser coletados
com intervalos de 3 e 4 dias sem comprometer seu ejaculado e consequentemente a

producdo de doses inseminantes.

CONCLUSAO
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Os resultados obtidos demonstram que machos suinos com nove meses de idade
podem ser submetidos a um intervalo entre coletas de 3 e 4 dias, sem comprometer as
caracteristicas e a qualidade de suas células espermaticas. Portanto, estes intervalos
podem ser utilizados para 0 maior aproveitamento dos animais jovens e com issO
aumentar a producdo de doses inseminantes maximizando sua vida Util nas centrais de

inseminacdo artificial.
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Tabela 1. Efeito de diferentes frequéncias de coletas em relagdo aos parametros

espermaticos e tamanho testicular (média terro padrdo da média) de machos suinos com

Tratamentos

Parametros

T1 T2 T3 T4
Volume (mL) 157,5345,69  165,23+9,98  142,74+6,10  141,32+7,67
C (sptz/mL) 210,67+9,86° 218,52+16,96° 299,47+19,94* 283,58+14,24
MT (%) 80,57+1,13>  81,65+1,31*  82,84+1,46*  83,30+1,73%
MM (0 a5) 4,88+0,06" 4,83+0,08%  4,74+0,10° 5,15+0,082
MT - TTR (%) 60,06+0,45°  63,52+0,53*  61,85+0,56™  65,08+0,59°
Largura TD (cm)  6,60+0,10° 6,74+0,07° 6,91+0,04° 7,19+0,042
C TD (cm) 11,17+0,14°  11,92+0,08°  11,92+0,09°  12,83+0,09
V TD (cm) 263,03+10,76° 287,20+7,91° 298,55+6,49®  353,68+8,05°
L TE (cm) 6,65+0,10° 6,69+0,08° 6,86+0,04° 7,10£0,03?
C TE (cm) 11,2440,13°  11,90+0,08°  11,90+0,09° 12,68+0,08?
V TE (cm) 268,57+10,86° 285,75+8,62° 29558+6,34°  336,23+5,63°

T1=dois dias de intervalo entre coletas; T2= trés dias de intervalo entre coletas; T3= quatro dias
de intervalo entre coletas; T4= sete dias de intervalo entre coletas; MT= Motilidade Total; MM=
Motilidade Massal; C= Concentracdo espermatica; TD= testiculo direito; C TD= comprimento
testiculo direito; V TD= Volume testiculo direito; L TE= largura testiculo esquerdo; C TE=
comprimento testiculo esquerdo; V TE= volume testiculo esquerdo;*Linhas diferentes entre
colunas indicam que diferem estatisticamente no teste de Tukey (p<0,05) e no teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05) (Largura TE).
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Tabela 2. Pardmetros de viabilidade espermatica de células normais e com alteragdes e

estresse oxidativo (TBARS) nos diferentes tratamentos de machos suinos com 9 meses

de idade.
Tratamentos/
T1(%) T2(%) T3(%) T4(%) P

Variaveis

IM normais (%) 80,70° 84,08° 86,50° 92,462  <0,0001
SPTZ normais (%) 81,76 86,35° 87,70° 93,38% <0,0001
D. P (%) 2,54 1,99° 1,60° 0,88¢ 0,0001
D. S (%) 5,942 4,43° 4,03° 2,22° <0,0001
D. T (%) 9,722 7,21° 6,79" 3,51¢ <0,0001
TBARS (%) 6,47€%%  6,07e%®  575¢%%  588e0%  <0,0001

a b.ced| etras diferentes entre linhas diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis
(p<0,05). IM: Integridade de Membrana, SPTZ: Espermatozoide, D. P: Defeitos Primarios, D. S:

Defeitos Secundarios e D. T: Defeitos Tercidarios. TBARS: substancias reativas ao acido

tiobarbiturico.
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Tabela 3. Pardmetros de viabilidade espermatica de células normais e com alteragdes e
estresse oxidativo (TBARS) entre os diferentes intervalos de analise dos tratamentos de

machos suinos com 9 meses de idade.

Int. Analise/
HO H72 H120 H168 P

Variaveis

IM normais (%) 87,607 86,61%° 85,67 84,76° <0,0001
SPTZ normais (%) - 88,39° 87,26° 86,24° <0,0001
D. P (%) - 1,64 1,76" 1,86° 0,0001
D. S (%) - 3,75% 4,16° 4,56° <0,0001
D. T (%) - 6,242 6,83" 7,35° <0,0001
TBARS (%) 6,07E-9  579E-9  590E-9  641E-9 0,1274

a b.ced| etras diferentes entre linhas diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis
(p<0,05). IM: Integridade de Membrana, SPTZ: Espermatozoide, D. P: Defeitos Primarios, D. S:
Defeitos Secundarios e D. T: Defeitos Terciarios. TBARS: substancias reativas ao acido

tiobarbiturico.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos revelam que machos suinos no inicio da vida reprodutiva
podem ser submetidos a um intervalo entre coletas de 3 e 4 dias, sem comprometer as
caracteristicas e a qualidade de suas células espermaticas. Portanto, estes intervalos
podem ser utilizados para 0 maior aproveitamento dos animais jovens e com issO
aumentar a producdo de doses inseminantes e maximizar sua vida Gtil nas centrais de

inseminacao artificial.
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