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“O Filho do Espirito!

A mais amada de todas as coisas, a Meu ver, é a Justica; ndo te desvies dela, se é que Me
desejas, nem a descures, para que eu em ti possa confiar. Nela te apoiando, veras com teu
proprios olhos e ndo com os alheios; saberas pela Tua prépria compreensdo de teu semelhante.
Pondera isto em teu coragdo: como te incumbe ser. Em verdade, a justica é Minha dadiva ati e o
sinal de Minha misericérdia. Guarda-a, pois, ante os teus olhos”

Baha u’llah
“O dinheiro faz homens ricos, o conhecimento faz homens sabios e a humildade faz grandes

homens.”

Mahatma Gandhi
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RESUMO

Nos dltimos anos, 0 melhoramento genético tem se voltado ao aumento no tamanho da leitegada, o que
favoreceu a ocorréncia de leitbes mais leves ao nascimento. Esses animais tém comprometimento do
desenvolvimento muscular, maiores taxas de mortalidade e baixa qualidade da carcaga. Além dos efeitos
sobre parametros de producdo, pouco se sabe sobre o impacto do peso ao nascer sobre as caracteristicas
reprodutivas especialmente em machos. Nesse contexto, a qualidade dos machos selecionados como
doadores de sémen nas Centrais de Inseminacdo Artificial (CIA) é essencial para reduzir os custos de
producédo de doses seminais, maximizando os lucros. Considerando que os leitdes de baixo peso sdo uma
realidade em granjas comerciais, 0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do baixo peso ao nascer
sobre a qualidade do sémen em machos jovens. Vinte quatro machos foram selecionados de acordo com o
peso ao nascimento e subsequentemente alocados em dois grupos experimentais: Alto Peso (AP): faixas
de peso variando entre 1,80 e 2,15 kg; e Baixo Peso (BP): faixas de peso variando entre 0,75 e 1,10 kg,
sendo criados em baias separadas até os 300 dias de idade. A partir dos 180 dias de idade, sete animais de
cada grupo experimental foram selecionados e treinados para a coleta de sémen, sendo coletados 5
ejaculados por animal, em intervalos de 15 dias, para a analise de qualidade espermatica (motilidade,
vigor, concentracdo e morfologia). Aos 300 dias de idade, foi feita coleta de sangue para dosagem de
testosterona, sendo 0s animais posteriormente castrados, e os testiculos coletados para analises
biométricas e histomorfométricas. Para as avalia¢cdes biométricas, os testiculos foram pesados e realizadas
as medidas de comprimento, largura e espessura. Além disso, pequenos fragmentos do parénquima
testicular foram coletados, fixados em glutaraldeido 5% e incluidos em resina de glicol metacrilato para
analises de eficiéncia da espermatogénese. Os dados foram analisados usando o software SAS (versdo
8.0), e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste T de Student, sendo P < 0,05 considerado
significativo. Todas as medidas biométricas corporais e testiculares foram menores no grupo BP (P <
0,05), mas o peso ao nascer ndo afetou a eficiéncia espermatogénica, tampouco as anélises seminal e
hormonal. Embora as anélises seminais fossem semelhantes em ambos 0s grupos experimentais, 0 grupo
BP apresentou menor CTTS (comprimento total do tdbulo seminifero; P < 0,05), bem como tendéncia a
menor nimero de células de Sertoli por testiculo (P < 0,10), o que pode refletir diretamente na capacidade
de producéo espermatica do individuo. Estudos futuros séo necessarios para entender melhor os efeitos do

peso ao nascer sobre a fertilidade dos machos suinos.

Palavras-Chave: Restri¢do intrauterina de crescimento, sémen, varréo, suino
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ABSTRACT

In recent years, the genetic improvement has focused on increasing litter size, which has favored the
occurrence of lighter piglets at birth. These animals have impaired muscle development, higher mortality
rates and poor carcass quality. In addition to the effects on production traits, little is known about the
impact of birth weight on reproductive traits especially in males. In this context, the quality of the males
selected as semen donors in Artificial Insemination Centers (CIA) is essential to reduce the production
costs of seminal doses, maximizing profits. Considering that low birth weight piglets are a reality at
commercial farms, the objective of this study was to investigate the effects of low birth weight on semen
quality in postpubertal males. Twenty-four males were selected according to their birth weights and
subsequently allocated to two experimental groups: High weight (HW): birth weight range from 1.80 to
2.15 kg; and Low Weight (LW): birth weight range from 0.75 to 1.10 kg. These animals were raised in
separate pens for up to 300 days. Starting 180 days of age, seven animals were selected and trained for
semen collection, and five ejaculates per animal were collected every 15 days for analysis of sperm
quality (motility, vigor, concentration and morphology). At 300 days of age, blood samples were
collected for testosterone analysis, and subsequently males were orchiectomised and the testes were
collected for biometrical and histomorphometrical analyzes. To obtain the biometrical data, testes were
weighed, and measures of length, width and thickness taken. In addition, small fragments of the testicular
parenchyma were collected, fixed in 5% glutaraldehyde and included in glycol methacrylate resin for
analyzes of spermatogenesis efficiency. Data were analyzed using SAS statistical software (version 8.0),
and treatment means were compared by the Student T-test, with P < 0.05 considered significant. All
biometrical and testicular measurements were lower in LW males, but birth weight did not affect
spermatogenic efficiency, seminal and hormonal analysis. Even though semen analysis were similar in
both experimental groups, LW males had shorter total seminiferous tubules length and a trend for lower
total number of Sertoli cells per testis, which may reflect on sperm production capacity. Further studies

are necessary to better understand the effects of birth weight on fertility in boars.

Keywords: Intrauterine growth restriction, semen, boar, swine
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1. Introducgéo

No sistema de producdo de suinos, a eficiéncia reprodutiva é um importante parametro
econdmico utilizado para avaliar a produtividade do rebanho, sendo determinada pelo nimero de leitGes
desmamados por fémea por ano (Dial et al., 1992). Assim, durante as Gltimas décadas, a continua busca
pelo aumento da produtividade tem levado a utilizacdo de estratégias de melhoramento genético voltadas
para o incremento da eficiéncia reprodutiva, sendo o aumento no nimero de leitdes nascidos o principal
parametro investigado pelos geneticistas até entdo (Knox, 2009). Nesse sentido, a selecdo para maior
prolificidade aumentou a discrepancia entre taxa de ovulagédo e o nimero de conceptos sobreviventes ap6s
o periodo de implantacdo e capacidade uterina, principalmente em porcas com ordens de parto mais
avancadas (Foxcroft et al., 2006). Taxas de ovulagdo maiores que o nimero de leitdes que uma porca seja
capaz de manter vivos até o parto leva a um aumento na competicao entre fetos por nutrientes e oxigénio,
0 que favorece uma maior incidéncia de leitdes mais leves ao nascimento (Foxcroft et al., 2006). Por sua
vez, leitbes mais leves ao nascimento sdo mais fracos, e ndo conseguem expressar 0 seu potencial de
crescimento, sinais estes caracteristicos de restri¢do intrauterina de crescimento (RIUC) (Wu et al., 2006).
Neonatos acometidos por RIUC exibem crescimento assimétrico de érgdos, tais como: figado, rins e
intestinos. Além disso, ha evidéncias de que estes animais apresentam pior desenvolvimento pds-natal,
comprometimento na miogénese bem como altera¢cGes na mucosa intestinal e pior qualidade de carne
(Gondret et al., 2006; Rehfeldt e Kuhn, 2006; Alvarenga et al., 2013; Ferenc, 2014). Entretanto, pouco se
sabe sobre a interferéncia de insultos durante o periodo pré-natal sobre a funcdo reprodutiva,
especialmente em machos. Assim sendo, dada a grande incidéncia de leitGes leves em granjas comerciais
e a importancia de machos como doadores de sémen para uso na inseminacéo artificial (1A), o impacto do

peso ao nascimento sobre a fertilidade em varrdes merece atencéo especial.

A utilizacdo da I A no sistema de producdo de suinos tem sido de fundamental importancia para o
aprimoramento da taxa de fertilidade, da genética, da alocagdo de mdo de obra, bem como para o estado
sanitario do plantel. A criacdo de centrais de IA para a producdo de sémen tem permitido a selecdo de
varrdes de alto mérito genético, objetivando maiores taxas de fertilidade e producdo de sémen (Knox,
2016). Em meados da década de 1980, a taxa de utilizacdo de IA nos rebanhos comerciais em alguns
paises da Europa girava em torno de 50-75% (Crabo, 1990). Nos anos 2000, ocorreu um aumento
exponencial no uso da IA em todo o mundo, de tal forma que a quase totalidade das fémeas em
reproducdo eram inseminadas (Weitze, 2000). Hoje, ndo ha duvidas de que a eficiéncia da producéo
comercial na suinocultura esteja ligada ao uso desta técnica (Knox, 2016). No que diz respeito aos
varrdes, o aprimoramento dos indices genéticos, fertilidade e alta eficiéncia na producdo de doses
inseminantes sdo os principais fatores que contribuem para a alta performance desses individuos (Knox,
2016). Logo, o estudo dos fatores que afetam o desenvolvimento testicular, em especial o peso ao
nascimento, e as possiveis consequéncias sobre a espermatogénese e a qualidade do sémen no animal
adulto torna-se especialmente importante no ambito da suinocultura moderna mundial, na qual a
utilizagdo da IA encontra-se incorporada ao manejo reprodutivo das granjas tecnificadas (Bortolozzo et
al., 2005). Certamente, achados neste assunto poderdo contribuir ainda mais para o aumento da eficiéncia
na produgdo de suinos, alertando os geneticistas sobre a possivel importancia do peso ao nascimento

como um critério essencial na selecdo de animais para a linha macho.
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2. Objetivo
2.1 Objetivo geral:

Investigar os efeitos do baixo peso ao nascimento sobre a espermatogénese e a qualidade do sémen em

varrdes aos 10 meses de idade.

2.2 Objetivos especificos:

Comparando machos de diferentes pesos ao nascimento na idade de 10 meses, 0s objetivos especificos
foram:

* Acompanhar o desenvolvimento pés-natal dos animais por meio de medidas biométricas corporais e
testiculares;

* Avaliar as caracteristicas seminais (motilidade, vigor, concentragdo e morfologia espermatica);

*Avaliar a concentragao plasmatica de testosterona;

« Investigar por meio de analises histomorfométricas o parénquima testicular.

3. Revisdo de Literatura

3.1 Restricdo intrauterina do crescimento

A restricdo intrauterina do crescimento (RIUC) pode ser definida como o nascimento de
neonatos que ndo atingiram o seu potencial de crescimento intrauterino normal e apresentam crescimento
de 6rgdos assimétricos, caracterizado pelo crescimento normal do cérebro em detrimento de outros érgaos
internos, como por exemplo figado e rins (Ashworth, 2013). Este fato é devido principalmente a um
suprimento insuficiente de nutrientes e oxigénio, levando ao nascimento de animais pequenos, fracos e
gue ndo conseguem expressar o seu potencial de crescimento (Foxforft et al., 2006). O suino é uma
espécie animal em que a RIUC ocorre de forma natural, ndo necessitando ser induzida (Wu et al., 2006).
Assim sendo, foram reportadas nesta espécie outras formas de diagnéstico dessa patologia, além do baixo
peso ao nascimento, baseadas na morfologia da cabeca (Chevaux et al., 2010). Leitdes com RIUC
apresentam o formato da cabega ingreme, tipo testa de golfinho, olhos esbugalhados e rugas
perpendiculares com a boca (Hales et al., 2013). A partir do exame fisico do animal, foram determinados
escores de classificacdo em razdo do nimero de caracteristicas presentes no mesmo animal. Quando todas
as caracteristicas estavam presentes, o leitdo apresentava RIUC severa (grau 3). Se uma ou duas
presentes, RIUC leve (grau 2). Se nenhuma das caracteristicas estiverem presentes, o leitdo era
considerado normal (grau 1) (Hales et al, 2013).

A RIUC ¢é um problema relevante tanto para humanos quanto para os animais domésticos,
estando associada a morbidade e mortalidade perinatal elevadas (Wu et al., 2006). Em humanos, 8% das
gravidezes sdo diagnosticadas com RIUC. Contudo, acredita-se que este nimero seja subestimado, em
virtude de 2/3 das criancas que nascem no mundo néo terem registro do peso ao nascimento (Ferenc et al.,
2014). Entre os animais, esse nimero pode ser ainda maior. Estudos epidemioldgicos conduzidos nos
Estados Unidos verificaram uma prevaléncia de RIUC em 30 % do nimero total de leitdes nascidos por

ano, enquanto na Europa, as taxas de prevaléncia variam entre 6-10%.
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A ocorréncia de RIUC, na suinocultura, esta diretamente relacionada ao tamanho da leitegada,
mais precisamente ao nimero de embrides/ fetos presentes dentro do corno uterino. Como a prole é um
importante parametro econdmico para as espécies de producdo (Johnson et al., 1998), a RIUC é mais
frequentemente observada em granjas com programas intensivos de producdo (Quiniou et al., 2002). A
selecdo para alta prolificidade em fémeas suinas (maior nimero de leitdes nascidos por leitegada) tem
aumentado bastante durante a Ultima década, fazendo com que a prevaléncia de RIUC também se torne
alta. A RIUC beneficia o desenvolvimento do cérebro em detrimento de outros érgéos fetais (“brain
sparing effect” ou “efeito de poupar o cérebro”) (Bauer et al., 1998) em funcdo da redistribuicdo do fluxo
sanguineo para 6rgdos — chave, como o cérebro, em detrimento de outros érgdos e tecidos como
mausculos, rins, pancreas e figado (Bauer et al., 1998; Ashworth, 2013 e Miller et al., 2016). Isso se deve
ao fato de que frente a insulto no ambiente intrauterino, o feto lanca méo de adaptacBes para aumentar as
chances de sobrevivéncia apés o nascimento. Segundo Barker (1998) e Martin — Gronert e Ozanne
(2006), a resposta imediata exibida pelo feto é a obtencdo de energia por meio de um processo catabdlico,
sendo esta seguida de alteracfes na taxa metabdlica, na esteroidogénese e na sensibilidade dos tecidos aos
hormdnios produzidos, quando o insulto se prolonga durante a gestacdo. Essas alteracfes metabodlicas e
fisiologicas determinam um menor crescimento fetal, aquém de seu potencial, o que resulta no

nascimento de individuos de baixo peso.

Inimeras sdo as causas associadas ao RIUC. Dentre elas destacam-se: desnutricdo ou super
nutrigdo, estresse térmico, doencas e toxinas. Entretanto, a causa mais comum de RIUC (80-90% dos
casos) esta relacionada ao comprometimento na transferéncia de nutrientes e oxigénio pela placenta. Em
suinos, estudos relataram que em leitegadas maiores, o fluxo sanguineo do Gtero também aumentaria (de
0,31 para 0,72; de 0,26 para 0,60 e de 0,20 para 0,43 litros/minuto/feto do 44° ao 111° dia de gestacéo, na
presenca de 2 a 3, 4 a 5 e 6 a 8 fetos no corno uterino, respectivamente). Porém, este aumento no fluxo
sanguineo ocorreria em menor proporcao que o nimero de fetos, reduzindo o fluxo de sangue no Utero e

consequentemente o fornecimento de nutrientes por feto (Pére e Etienne, 2000).

A placenta é o 6rgdo chave de trocas entre mée e feto. Inimeros séo os fatores que influenciam o
seu crescimento e, consequentemente, o desenvolvimento fetal. Dentre eles, pode-se citar: o tamanho
corporal materno, a idade e a ordem de paricdo da fémea, 0 genétipo, a capacidade uterina, a nutri¢ao, a
disponibilidade de oxigénio dentre outros (Bauer et al., 1998; Ashworth et al., 2001).

As consequéncias da RIUC abrangem todos os sistemas orgénicos, podendo inclusive favorecer
o desenvolvimento de desordens metabdlicas (Gatford et al., 2010). H& evidéncias de que a restri¢cdo do
crescimento fetal tem impactos negativos permanentes sobre o desenvolvimento pdés-natal do individuo:
sobrevivéncia pré-desmame, eficiéncia de utilizacdo de alimentos, estado sanitario, composicdo de
tecidos corporais (incluindo proteina, gordura e sais minerais) e qualidade da carne (Wu et al., 2006).
Além disso, 0 baixo peso ao nascimento estaria associado a altas taxas de morbidade e mortalidade em
animais domeésticos (Mellor, 1983; Azzam et al., 1993; Van Rens et al., 2005), sendo as disfungdes
intestinais e respiratérias os principais fatores contribuintes para a alta mortalidade pré- desmame
(Rossdale e Ousey, 2002).
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A viabilidade de leitGes pequenos foi investigada no trabalho de Smit (2007), onde foi reportado
que leitegadas com 10 a 15 suinos nascidos apresentariam mais leitdes nascidos mortos e menos leitdes
desmamados, sugerindo uma reduzida viabilidade dessas leitegadas. Adicionalmente, o ganho de peso
diario (GPD) seria maior em leitdes nascidos mais pesados resultando em um maior peso a desmama
(Alvarenga et al, 2013).

O baixo peso ao nascimento também compromete o sistema genital masculino tanto em homens
guanto em animais. O estudo de Boeri et al. (2016) comparando homens inférteis e homens férteis de
diferentes pesos ao nascimento revelou que a infertilidade foi mais frequente em pacientes que nasceram
com peso menor. Estes também apresentaram menor volume testicular e menor nivel de testosterona
circulante. Em relagdo as analises seminais, o grupo de homens inférteis com baixo peso ao nascimento
apresentou maiores taxas de astenospermia (reducdo ou auséncia da mobilidade dos espermatozoides) e
maior percentual de alteracBes morfologicas dos espermatozoides. Ja em animais, Auler et al. (2017)
demonstraram que varrdes mais leves ao nascimento (entre 0,8 a 1,0 kg de peso vivo) apresentaram
testiculos mais leves aos 8 dias e 8 meses de idade, bem como menor nimero de espermatides alongadas

em comparagdo com varrdes com maior peso ao nascimento (1,8-2,0 kg).

Estudos envolvendo nutricdo materna também revelaram que ratos descendentes de mées que
passaram por uma restricdo calérica no periodo gestacional tiveram um menor crescimento testicular e
um atraso na puberdade (Léonhardt et al., 2003), bem como demora na maturidade sexual (Zambrano et
al., 2005). Além disso, foi observada reducdo no numero de células de Sertoli, menor contagem
espermatica e reducdo da motilidade dos espermatozoides na vida adulta (Toledo et al., 2011).
Similarmente, a restricdo caldrica em dieta de ovelhas gestantes provocou reducdo do peso ao
nascimento, peso do testiculo bem como reduziu o numero de células de Sertoli dos cordeiros
(Kotsampasi et al., 2009). Recentemente, Melo et al. (2013) demonstraram que a restricdo proteica
durante a gestagdo promoveu reducdo no numero das células germinativas (espermatogdnia,
espermatdcito, espermatide) e de Leydig, sem, no entanto, alterar o nimero de células de Sertoli em ratos.
Mesmo tendo sido reportados efeitos de RIUC sobre o sistema genital, estudos envolvendo esse tema na

espécie suina ainda séo escassos, principalmente em machos.

3.2 Ontogénese testicular em suinos

O sistema reprodutivo fetal origina-se na parte dorsal da cavidade abdominal, a partir de duas
cristas germinativas. Antes de se diferenciar no trato reprodutor masculino ou feminino, o sistema é
composto por duas gonadas indiferenciadas, dois pares de ductos, um seio urogenital, um tubérculo
genital, e diversas pregas vestibulares (Hafez, 2004). As células germinativas primordiais (CGP) tém
origem extragonadal, sendo formadas a partir do saco vitelinico mesentérico. Essas células sdo moveis e
altamente invasivas (Goncalves et al., 2001), sendo capazes de migrar do saco vitelino para as cristas
genitais, dando origem aos cordfes gonadais (Ortavant, 1977). Nas fémeas, esses corddes sdo chamados
de corddes corticais, e nos machos, corddes medulares. As células mesenquimais também migram para a

crista gonadal dando origem as células de Leydig nos machos, e as células da teca e estroma nas fémeas.
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As células do epitélio celdomico também migram e dao origem as células de Sertoli nos machos, e células
da granulosa nas fémeas (Gilbert, 2003). Os corddes medulares, nos machos, continuam a proliferar
formando uma rede interna de cord@es sexuais, e uma outra rede mais distal e mais fina, denominada rede
testicular (rede testis). Os ductos deferentes sdo remanescentes do rim mesonéfrico embrionéario e ligam
os testiculos aos ductos de Wolff (Gilbert, 2003).

Os ductos de Miiller e os ductos de Wolff compdem o embrido sexualmente indiferenciado. As
fémeas possuem dois cromossomos X (XX) e 0s machos possuem um cromossoma X e o outro Y (XY).
O espermatozoide é quem determinard o sexo genotipico, ja que ele é quem detém os cromossomas
sexual (Y). A substancia que determina o sexo genotipico masculino é chamada fator determinante
testicular (FDT), o qual é controlado pelo cromossoma Y. O cromossoma X ndo possui esse gene.
Quando o FDT é produzido pelos cordBes sexuais na gdnada primitiva, o desenvolvimento do trato
reprodutivo masculino é estimulado. A auséncia do FDT resulta no desenvolvimento do trato reprodutivo
feminino (Senger, 2003).

Nos machos os ductos de Wolff se desenvolvem controlados pelos andrégenos testiculares, e 0s
ductos de Miiller atrofiam sob influéncia do horménio anti-mulleriano (HAM) produzido pelas células de
Sertoli (Park e Jameson, 2005). Nos testiculos, as células de Sertoli originam-se, provavelmente, do
epitélio celémico, e séo as primeiras células somaticas a se diferenciarem (Karl e Capel, 1998). A
migracdo das demais células somaticas do testiculo, como as células de Leydig, a partir da regido
mesonéfrica para a crista genital, ocorre sob influéncia das células de Sertoli (Capel, 2000), inclusive em
suinos. Ja as células miodides originam-se mais provavelmente do epitélio celdmico ou do mesénquima,

que constitui a crista genital (Combes et al., 2009).

Nos suinos, a diferenciacéo testicular ocorre por volta do 26° até 56° dia de gestacdo, e se
caracteriza pela formacao dos corddes testiculares e diferenciacdo das células somaticas precursoras das
células de Sertoli e células midides peritubulares. Essa diferenciagcdo € necessaria para que ocorra 0
desenvolvimento normal da espermatogénese, e para inibicdo da progressdo dos gondcitos para a fase de
meiose, como acontece nas fémeas (Yao et al., 2002).

Durante o desenvolvimento testicular, as células de Sertoli também séo responsaveis por secretar
0 hormdnio anti-mulleriano, que inibe o desenvolvimento do trato reprodutivo feminino. Sendo assim, as
células de Sertoli sdo responsaveis pela diferenciacdo e desenvolvimento dos testiculos. Porém, as células
de Leydig é que sdo responsaveis por conferir as caracteristicas secundérias masculinas e
desenvolvimento do trato reprodutor masculino, pois sdo as que secretam a maior parte dos andrégenos

durante a vida fetal (Senger, 2003).

3.3 Desenvolvimento testicular pos-natal

O desenvolvimento testicular pos-natal em suinos é variavel dentre as diferentes racas,
provavelmente devido a particularidades envolvendo diferenciagdo sexual e que se mantém durante a
organogénese (Kaminsky et al., 1999). Assim, ao nascimento, o parénquima testicular é constituido por

corddes seminiferos, formados por células de Sertoli e gondcitos, envolvidos por uma camada de células
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peritubulares mioides. O intersticio é composto principalmente por células de Leydig, células do tecido
conjuntivo e vasos sanguineos (Franca, 1987; Avelar et al., 2010). De acordo com Harayama et al.
(1991), o principal componente dos testiculos, neste momento, € o intersticio.

Durante o periodo compreendido entre o0 nascimento e os dois primeiros meses de vida, a
populacdo de gondcitos presente nos corddes seminiferos reduz acentuadamente, sendo observadas, ao
final destes periodos, as primeiras espermatogdnias A (Franca et al., 1988; Avelar et al., 2010). Apesar da
existéncia de um consenso quanto ao momento do desaparecimento total dos gondcitos, o surgimento das
primeiras espermatogdnias A parece variar entre racas e cruzamentos (Franca e Cardoso, 1998; Avelar et
al., 2010). A populacdo de espermatogdnias A apresenta um discreto aumento entre dois e trés meses de
idade, momento em que ocorre simultaneamente a estabilizacdo da populacdo destas células e o
desaparecimento dos gondcitos (Franca et al., 1988). De acordo com Franca et al. (1988), neste momento,

0 estoque basal de espermatogbnias A esta definido.

Aos dois meses de idade, concomitante ao inicio do crescimento da populagdo de
espermatogdnias A, surgem as primeiras espermatogonias B e espermatdcitos primarios e, em algumas
racas, as primeiras espermatides arredondadas. Assim como em outros mamiferos, a populagdo celular
dos cordBes/tubulos seminiferos se mantém baixa até préximo a puberdade. Entretanto, com o inicio deste
periodo, ocorre um aumento acentuado dessa populacdo, sendo constituida por espermatogénias,
espermatdcitos priméarios e secundarios e espermétides arredondadas e alongadas (Franga et al., 1988;
Harayama et al., 1991; Avelar et al., 2010). Estas modificacbes na populacdo celular dos tubulos
seminiferos durante a fase pré - plbere sdo acompanhadas pelo aumento progressivo do peso testicular,
comprimento e diametro dos tlbulos seminiferos e porcentagem destas estruturas no parénquima
testicular (Franca et al., 1988; Harayama et al., 1991; Avelar et al., 2010; Ford e Wise, 2011).

Em suinos, a puberdade é caracterizada por um aumento significativo nos pesos corporal e
testicular, comprimento e didmetro dos tGbulos seminiferos, na populagdo de células espermatogénicas,
concentragdes plasmaéticas de testosterona, além do percentual de tdbulos seminiferos no parénquima.
Entretanto, os eventos mais marcantes da puberdade séo a presencga de espermatides alongadas no Iimen
tubular e a maturacdo das células de Sertoli (Franca, 1987; Harayama et al., 1991; Franca et al., 2000;
Avelar et al., 2010). Durante o periodo compreendido entre a puberdade e a maturidade sexual, a

populacdo de células espermatogénicas aumenta progressivamente (Franga, 1987).

Por sua vez, a maturidade sexual € caracterizada pela estabilizagdo de vérios parametros
testiculares, como a porcentagem de tubulos seminiferos e células de Leydig no parénquima testicular,
didmetro tubular e populagdo de células espermatogénicas (Franga, 1987; Harayama et al., 1991; Franca
et al., 2000; Avelar et al., 2010). Este momento é marcado também pela estabilizagdo das concentragdes

plasmaticas de testosterona (Franga et al., 2000).

Durante o desenvolvimento testicular, as células de Sertoli apresentam duas fases
funcionalmente distintas, denominadas de fase de proliferacéo e fase de maturacdo. A fase de proliferacéo
corresponde ao periodo pré-pubere, no qual as células de Sertoli proliferam ativamente. Durante essa fase,
sdo observados dois momentos marcantes de divisdo celular. O primeiro compreende o periodo do

nascimento até os 30 dias de idade, principalmente durante os primeiros 15 dias pés-nascimento
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(McCoard et al., 2003; Avelar et al., 2010), quando ocorre 0 aumento de aproximadamente seis vezes no
namero de células de Sertoli por testiculo. O segundo momento é observado entre trés e quatro meses de
idade para a maioria das racas, no periodo pré-puberdade, quando se observa um aumento de quase 100%
no namero de células de Sertoli por testiculo. Estes periodos de maior proliferacdo das células de Sertoli
coincidem com niveis plasmaticos mais elevados de FSH (Franca et al., 2000). O encerramento da
atividade mitética das células de Sertoli define o inicio da fase de maturacdo, caracterizada pela
diferenciacdo destas células. Nesta fase, alguns eventos relacionados as funcdes das células de Sertoli
passam a ser observados, como a formacao do limen tubular devido secrecédo de fluidos pelas células de
Sertoli, desenvolvimento do citoesqueleto e filamentos de actina relacionados as especialidades destas
células, formacdo das jungdes de oclusdo responsaveis pelas barreiras de células de Sertoli e proliferacdo
de espermatocitos primarios (Russel et al., 1989; Franca et al., 2000; Ford e Wise, 2011; Avelar et al.,
2010).

As células de Leydig se encontram completamente diferenciadas apds o nascimento (Franca et
al., 2000; Franga et al., 2005), sendo observadas, durante o desenvolvimento pés-natal, duas fases de
proliferacdo destas células. A primeira ocorre durante o periodo perinatal compreendido entre o
nascimento e 30 dias de vida e a segunda, entre o inicio da puberdade até a idade adulta. Ambas as fases

coincidindo com o aumento das concentracdes plasmaticas de testosterona (Franca et al., 2000).

3.4. Estrutura testicular e espermatogénese em suino

3.4.1 Anatomia dos testiculos

Os testiculos sdo os 6rgdos do sistema genital masculino responsdveis pela produgdo de
espermatozoides e do horménio sexual masculino testosterona. Na espécie suina, os testiculos estdo
localizados no interior do escroto, estrutura formada pela pele da parede ventral do abdémen, que se
encontra na regido perineal, ndo sendo pendular como em outras espécies de animais domésticos.
Apresentam posi¢do obliqua com o eixo longo direcionado dorso caudalmente. A borda livre do testiculo,
associada a cabega do epididimo, se encontra em posic¢ao cranio-ventral, enquanto a borda fixada & cauda
do epididimo, por¢do mais alta, em posicdo caudo-dorsal (Dyce et al., 2010)

Dentro do compartimento escrotal, os testiculos estdo localizados em uma cavidade serosa
revestida por uma evaginagdo do peritionio, a tlnica vaginal (parietal e visceral), 0 que permite certo grau

de mobilidade do érgdo no interior do escroto (Gartner e Hiatt, 2007).

3.4.2 Histologia do testiculo

O parénquima testicular é envolvido por uma cépsula de tecido conjuntivo denso modelado
denominada de tunica albuginea (Setchell, 1977). A tdnica albuginea emite septos fibrosos que dividem
todo o drgdo em l6bulos, sendo o espaco interlobular muito abundante na espécie suina (Junqueira e
Carneiro, 2008).

Assim como em outros mamiferos, o parénquima testicular do suino sexualmente maduro é

formado por dois compartimentos principais: o compartimento intersticial e o compartimento tubular. O
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intersticio é composto por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e por um grande

namero de células de Leydig, produtoras de esteroides (Franca e Chiarini-Garcia, 2000).

O compartimento tubular consiste na tdnica propria, no epitélio seminifero, especializado, e no
limen tubular. Os tdbulos seminiferos sdo estruturas longas e convolutas, desprovidas de inervacdo e
vascularizacdo, que compreendem aproximadamente 90% do testiculo. Entretanto em suinos, devido a
grande abundancia de células de Leydig, essa proporcdo é reduzida (Setchell, 1977; Franca e Chiarini-
Garcia, 2000). Franca et al. (2005) demostraram uma propor¢do de aproximadamente 85% de tubulos
seminiferos e 10% de células de Leydig no testiculo de suinos em contraste a, aproximadamente 90% de
tibulos seminiferos e 4% de células de Leydig nos testiculos de pequenos roedores de laboratorio. A
tlnica propria reveste externamente o epitélio, sendo formada por uma camada externa de tecido
conjuntivo, uma camada mais interna composta por células musculares lisas — células peritubulares
mioides— e a membrana basal, que por sua vez, é formada pelas células peritubulares mioides juntamente
com as células de Sertoli, dando suporte para o epitélio seminifero. As células peritubulares mioides séo
células contrateis responsaveis pela movimentagdo de fluidos e propulsdo de espermatozoides no limen
tubular (Setchell, 1977; Franca e Chiarini-Garcia, 2000; Gartner e Hiatt, 2007). Adicionalmente,
apresentam um importante papel no processo espermatogénico, devido a produgdo de fatores que
modulam a funcéo de Sertoli (Skinner et al., 1985).

No interior dos tUbulos seminiferos, o epitélio seminifero é constituido pelas células de Sertoli e
por trés diferentes geragdes de células germinativas que se encontram inseridas e associadas as criptas do
citoplasma das células de Sertoli: espermatog0nias, espermatdcitos e espermatides. A orientacdo das
células germinativas no epitélio seminifero ocorre de acordo com o grau de diferenciacéo destas, sendo as

células mais avangadas localizadas mais proximas do limen tubular (Franca e Chiarini-Garcia, 2000).

3.4.3 Espermatogénese e Esteroidogénese

O processo espermatogénico em suinos, assim como em outros mamiferos, é composto por trés
fases que sdo distintas funcional e morfologicamente: 1- espermatogonial (proliferativa ou mitética); 2-
espermatocitaria (meidtica) e 3- espermiogénica (diferenciacéo), todas as fases estdo sob o controle de
mecanismos regulatérios especificos (Sharpe, 1994; Russell, 1990; Rooij e Russell, 2000). Nos suinos
estdo presentes trés classes de espermatogdnias: espermatogdnia do tipo A, espermatogdnia intermediaria
(In) e a espermatog6nia do tipo B (Costa et al., 2013). As fases meibtica e espermiogénica sdo muito
similares entre os animais. H4 um aumento considerdvel no tamanho da célula e isto é observado nos
espermatdcitos primarios de suinos, de pré- leptéteno a dipléteno. Este aumento é seguido por um
decréscimo no tamanho da célula durante a espermiogénese, de tal forma que, em ratos, por exemplo,
devido a mudangas na cromatina e na condensacdo nuclear, o volume nuclear antes da espermiagéo

permanece apenas 2% do volume inicial (uma diminuicdo de 500 para 10 mm:® (Russell e Franca, 1995).

No entanto, deve ser mencionado que caracteristicas especificas podem ser encontradas em
diferentes espécies no que diz respeito a forma e o tamanho do acrossoma, o tamanho do flagelo, e a
forma do ndcleo da esperméatide madura, o qual em suinos é espatulada (Eddy e O Brien, 1990). O

volume das células de Sertoli, nos tlbulos seminiferos, varia consideravelmente entre os mamiferos (de
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15% no camundongo para 40% em humanos) (Russell et al., 1990). Em geral, espécies com baixa
proporcdo de células de Sertoli nos tGbulos seminiferos, como: camundongo, rato, e hamster, estes
animais possuem uma alta eficiéncia da célula de Sertoli, resultando em alta producéo espermatica diaria

(eficiéncia espermatogénica) (Russell et al., 1990).

Como em outros mamiferos, as células germinativas de suinos estdo arranjadas em associac@es
especificas, conhecidas como estadios, 0s quais sdo segmentados (apenas um estadio por seccao
transversal do tGbulo) assim como em outros mamiferos investigados (Franca e Russell et al., 1998) e
helicoidal em alguns primatas, incluindo os humanos (Sharpe, 1994). Estas associa¢Ges celulares podem
ser identificadas com base em caracteristicas morfoldgicas do nucleo das espermatides, permitindo assim
a identificacdo dos oito estadios do ciclo como ja foi demonstrado para os suinos (Swierstra, 1968; Franca
e Cardoso, 1998)

A duracdo total da espermatogénese baseada em 4,5 ciclos espermatogénicos € de
aproximadamente de 30-75 dias em mamiferos (Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998; Sharpe,
1994) e esta sob o controle do gendtipo da célula germinativa (Franga et al., 1998). Embora, possam
existir diferencas entre linhagens e ragas em membros da mesma espécie, a duragdo dos ciclos
espermatogénicos tem sido, geralmente, considerada constante para determinadas espécies. Em varrdes,
cada ciclo espermatogénico dura em média 8,6 — 9,0 dias, onde a duracdo total da espermatogénese ¢ de
aproximadamente 40 dias, ou seja, cerca de duas semanas para cada fase da espermatogénese (Swierstra,
1968; Franga e Cardoso, 1998).

A célula de Sertoli exerce uma série de fungdes importantes na espermatogénese. Dentre estas
podemos destacar: suporte e nutricio das células germinativas, compartimentalizagdo do epitélio
seminifero pelas jungdes de oclusdo para fornecer protecdo e um ambiente especializado para o
desenvolvimento das células germinativas, liberacdo de espermatides maduras no limen tubular, secrecéo
de fluidos, proteinas e varios fatores de crescimento, fagocitose de células germinativas degeneradas e do

excesso de citoplasma remanescente das espermatides liberadas (Russell et al., 1993).

3.4.4 Ciclo do Epitélio Seminifero

Durante 0 processo espermatogénico, as células germinativas em diferentes estagios de
desenvolvimento se organizam em quatro ou cinco camadas celulares, formando associagdes especificas
entre si, denominadas estadios. As associa¢@es celulares ocorrem em uma sequéncia especifica, sendo que
um mesmo estadio se repete em uma determinada area do epitélio seminifero com o decorrer do tempo
(Clermont, 1972). Em suinos, € observado apenas um estadio por se¢do transversal de tibulo seminifero
(Franca et al., 2005).

Dois métodos foram descritos para a identificacdo dessas associa¢Bes celulares no testiculo do
suino: o método do sistema acrossdmico, descrito para a espécie suina por Franga et al. (2005), baseado
no desenvolvimento do sistema acrossémico nas espermatides recém-formadas; e 0 método da morfologia
tubular, baseado simultaneamente nas caracteristicas morfoldgicas do nlcleo das espermatides e a posi¢do

dos nucleos das espermatides mais avancadas no epitélio seminifero (Swierstra, 1968). Este dltimo
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método determina oito estaddios do ciclo do epitélio seminifero. Neste trabalho, apenas o método da

morfologia tubular sera descrito por ter sido utilizado na metodologia de analise morfométrica.

A descricdo dos oito estadios do ciclo do epitélio seminifero, de acordo com o método da
morfologia tubular, foi realizada para diferentes racas de suinos de forma muito similar por diversos
autores (Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso, 1998; Garcia-Gil et
al., 2002). Entretanto, devido a ocorréncia de pequenas diferencas quanto ao inicio e término de alguns
estadios e quanto a classificacdo e presenca dos tipos espermatogoniais também em alguns estadios, tal

descricao sera apresentada de acordo com os achados mais frequentes:

- O estadio 1 se estende desde a auséncia das espermatides alongadas no lIimen até o inicio da elongacédo
do nicleo destas células. Nesse estadio, apenas sdo observadas espermatides arredondadas, formando
quatro a seis camadas no compartimento adluminal do epitélio seminifero. Préximas a membrana basal,
sdo observadas espermatogbnias tipo A e espermatdcitos primarios em transicdo de pré-leptéteno para
leptéteno. Acima da camada de espermatdcitos priméarios em pré-leptéteno/leptéteno sdo observadas uma
ou duas camadas de espermatdcitos primarios em paquiteno (Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977;
Okwun et al., 1996; Franga e Cardoso, 1998; Garcia-Gil et al., 2002). A frequéncia observada para este

estadio é de aproximadamente 10,8% (Ortavant et al., 1977).

- O estadio 2 se inicia com o alongamento do ndcleo das espermatides e termina com a formacéo dos
feixes de espermatides alongadas. Nesse estddio, sdo observadas espermatogbnias do tipo A e
espermatdcitos primarios na fase de zigéteno e paquiteno da préfase meidtica (Swierstra, 1968; Ortavant
et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso, 1998; Garcia-Gil et al., 2002). Para este estadio, a

frequéncia observada é de aproximadamente 14,4% (Ortavant et al., 1977).

- O estadio 3 compreende o momento do ciclo entre a formagdo dos feixes de espermatides alongadas no
citoplasma das células de Sertoli e o aparecimento de figuras de meiose. As espermétides alongadas
formam os feixes com seus nucleos direcionados para 0s nucléolos das células de Sertoli na base do
tibulo seminifero. S8o observadas espermatogdnias do tipo A, espermatécitos primarios em zigéteno e
em transicdo da fase de paquiteno para diploteno da profase meidtica (Swierstra, 1968; Ortavant et al.,
1977; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso, 1998 e Garcia-Gil et al., 2002). A frequéncia observada para

este estadio é de aproximadamente 3,5 % (Ortavant et al., 1977).

- O estadio 4 se estende do inicio da primeira divisdo meiotica ao término da segunda divisdo meidtica
caracterizado pela presenca das figuras de meiose da primeira e segunda divisdo e espermatocitos
secundarios. Estdo ainda presentes espermatogdnias do tipo A, espermatdcitos primarios em transicdo da
fase de zig6teno para paquiteno da préfase meidtica e espermatides alongadas. Os feixes de espermatides
alongadas se localizam nas criptas do citoplasma das células de Sertoli no meio do epitélio seminifero
(Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso, 1998: Garcia-Gil et al.,

2002). Para este estadio, a frequéncia observada é de aproximadamente 11,6 % (Ortavant et al., 1977).

- No estadio 5, sdo observadas duas geracBes de espermatides: arredondadas e alongadas. Os feixes de
espermatides alongadas se localizam nas criptas do citoplasma das células de Sertoli, na por¢do mais

basal do epitélio seminifero. Sdo observados espermatdcitos primarios em paquiteno e espermatogénias
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do tipo A e intermediarias (Swierstra, 1968; Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Fran¢a e Cardoso,
1998; Garcia-Gil et al., 2002). A frequéncia observada para este estadio é de aproximadamente 8,9 %
(Ortavant et al., 1977).

- O estadio 6 apresenta a mesma populacdo celular do estadio 5. Entretanto, observa-se o inicio da
migracdo dos feixes de espermatides alongadas em direcdo ao limen do tubulo seminifero. Nesse
momento, os feixes sd0 menos evidentes. As espermatogdnias intermediarias sdo observadas em maior
namero, podendo ser observadas espermatogonias tipo B (Swierstra, 1968; Okwun et al., 1996; Franca e
Cardoso, 1998). A frequéncia observada para este estadio é de aproximadamente 20,3 % (Ortavant et al.,
1977).

- No estadio 7, as espermatides alongadas terminam a migracdo em direcdo ao limen e se dissociam. Sao
observados os primeiros corpos residuais. Espermatogénias tipo A e tipo B, além de espermatocitos
primarios em paquiteno e espermatides arredondadas podem ser observados (Swierstra, 1968; Okwun et
al., 1996; Franca e Cardoso, 1998). Para este estadio, a frequéncia observada é de aproximadamente 18,5
% (Ortavant et al., 1977).

- O estadio 8 se estende do momento em que as espermatides alongadas estdo localizadas no limen do
tibulo ao seu completo desaparecimento da por¢dao luminal. A principal caracteristica deste estadio é a
liberagdo das espermdtides alongadas no limen, com a presenca de corpos residuais na superficie luminal
do epitélio seminifero e no citoplasma das células de Sertoli em dire¢éo a base do tibulo. S&o observadas
espermatogbnias tipo A, espermatdcitos primarios em pré-leptéteno e paquiteno e espermatides
arredondadas. Ocasionalmente podem ser observadas espermatogbnias do tipo B (Swierstra, 1968;
Ortavant et al., 1977; Okwun et al., 1996; Franca e Cardoso, 1998; Garcia-Gil et al., 2002). Para este

estadio, a frequéncia observada é de aproximadamente 12,0 % (Ortavant et al., 1977).

A frequéncia dos estadios pode variar entre as diferentes racas da espécie suina, como foi
demonstrado em estudos realizados para as racas Yorkshire e Lacombe (Swierstra, 1968), Meishan
(Okwun et al., 1996), Piau (Franca et al., 1998) e Landrace (Garcia-Gil et al., 2002). O intervalo
compreendido entre a ocorréncia de um determinado estadio e o seu reaparecimento em um mesmo ponto
do epitélio seminifero, ou seja, uma série completa de associages celulares ¢ denominada ciclo do
epitélio seminifero (Clermont, 1972). Em torno de 4,5 ciclos sdo necessarios para que a espermatogénese
se complete a partir do surgimento da espermatogénia A (Russell et al., 1990). Para uma mesma espécie,
a duracdo do ciclo espermatogénico é considerada constante (Clermont, 1972), muito embora exista uma
pequena variacdo entre racas e, possivelmente, genéticas de suinos, como observados em alguns estudos
(Swierstra, 1968; Okwun et al., 1996; Franca et al., 1998; Garcia-Gil et al., 2002). Cada ciclo do epitélio
seminifero, na espécie suina, apresenta a duracdo média de 8,5 a 9 dias, sendo a duracdo total da
espermatogénese de aproximadamente 38,5 a 40 dias (Swierstra, 1968; Franca et al., 1998; Garcia-Gil et
al., 2002). Neste periodo, cada fase da espermatogénese apresenta duracdo de aproximadamente duas
semanas (Franca et al., 2005). Devido a curta duragdo do ciclo do epitélio seminifero e também maior
eficiéncia da célula de Sertoli, os suinos apresentam uma elevada eficiéncia da espermatogénese quando

comparados a outras espécies de mamiferos (Franca et al., 2005).
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3.5 Inseminacdo artificial e qualidade espermatica

A inseminacdo artificial (1A) é uma técnica de reproducdo assistida que consiste na deposicdo do
sémen nas vias genitais da fémea por meio de um cateter (Ferreira, 1986), sendo utilizada em casos em
gue os espermatozoides ndo conseguem atingir as tubas uterinas ou simplesmente o individuo opta por
esse procedimento. Esta técnica consiste em transferir, para a cavidade uterina, os espermatozoides
previamente recolhidos e processados, com a sele¢do dos espermatozoides morfologicamente normais e
moveis.

A primeira 1A registrada foi realizada em 1779, quando o italiano Lézaro Spalanzan colheu o
sémen de um cachorro e o aplicou em uma cadela em cio, a qual pariu trés filhotes 62 dias ap6s a
realizacdo da técnica (Foote, 2002). Em suinos, os primeiros relatos de 1A datam de 1926 — 1940 em
paises como RUssia, Estados Unidos, Japao e Europa (Weitze, 2000; Foote, 2002). Por volta dos anos de
1990, os registros revelaram que a grande maioria dos suinos que nascia na Europa foram provenientes do
uso dessa técnica (Knox, 2016). Nos anos 2000, ocorreu um aumento exponencial do uso da IA em todo o
mundo, de tal forma que a quase totalidade das fémeas em reproducdo eram inseminadas (Weitze, 2000).
Hoje, ndo h& davidas de que a eficiéncia da produgdo comercial de suinos esteja ligada ao uso desta
técnica (Knox, 2016).

Inimeras sdo as vantagens que impulsionaram a ampla utilizagdo da IA como: ganhos genéticos,
reducéo nos custos de cobertura e de mdo de obra, melhor utilizagdo das instalagGes, controle de doencas,
selecdo de ejaculados que apresentasse maior qualidade espermatica, bem como redugdo do nimero de
reprodutores alojados nas granjas (Flowers e Esbenshade, 1993; Wentz et al., 2000). Dentre todas as
vantagens citadas anteriormente, a mais importante delas é a reducéo da proporcao de machos em relagdo
ao numero de fémeas atendidas. No caso da monta natural, sdo necessérios 5% de machos, j& para IA essa
proporcdo é reduzida para 0,5 a 1% (Wentz et al., 2000).

Existem varios tipos de IA e dentre elas podemos citar: 1) cervical (convencional), 2)
intrauterina (pds-cervical) e 3) intrauterina profunda. Em se tratando de IA cervical, o cateter é
introduzido na vagina ap0és a realizacdo de uma higienizagdo prévia da vulva e é direcionado até a entrada
da cérvix. Neste local, o cateter é fixado e 0 sémen ali depositado. O volume das doses inseminantes varia
de 90-100 mL e a concentracédo é de 2,5-3,0 x10° espermatozoides/mL (Knox, 2016). Até pouco tempo
atrds, a IA convencional atendia as exigéncias do sistema de producdo de suinos. Assim, novas
tecnologias foram desenvolvidas e permitiram utilizar um menor nimero de espermatozoides por dose
inseminante, baixando os custos de uma dose de sémen e permitiram a melhor utilizacdo de machos de
alto mérito genético (Johnson, 1988).

Para a IA intrauterina (pos-cervical), o local de deposicdo dos espermatozoides neste
procedimento é o corpo uterino. A mudanga do local de deposicdo do sémen apresenta algumas
vantagens, dentre elas: reducdo de até 50% do ndmero de espermatozoides e do volume da dose
inseminante, minimizagdo das perdas espermaticas e, principalmente, a maximizacdo do uso de machos

geneticamente superiores (Martinez et al., 2002; Mezalira et al., 2005). O principal desafio para esta
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técnica € o canal cervical, caracterizado pela presenca dos pulvinos cervicais. Varios instrumentos foram
desenvolvidos a fim de facilitar a passagem pelo canal cervical e depositar o sémen no corpo do (tero.
Assim, a introducdo de uma sonda ao longo do colo uterino, passando pelos pulvinos cervicais até
alcancar o corpo do Utero permitiu que o sémen fosse ali depositado (Mezzalira et al., 2005).

Enquanto na inseminagdo intrauterina o sémen é depositado 20 cm depois da entrada da cérvix,
podendo se direcionar para ambos 0s cornos uterinos, na inseminacgdo intrauterina profunda, o sémen
pode ser depositado profundamente na jungdo Utero-tubarica de apenas um dos cornos. Essa técnica ainda
ndo estd muito divulgada, ndo sendo assim muito utilizada como rotina na pratica. Além disso,
comparando os dados reprodutivos das inseminacdes cervical e a intrauterina profunda, verifica-se que
ndo sdo significativamente diferentes, indicando que a inseminacdo intrauterina ndo tem efeito sobre o
potencial de fertilidade das fémeas (Bolarin, 2006).

Contudo a IA intrauterina profunda permite uma reducdo de até 20 vezes o numero de
espermatozoides por dose inseminante, podendo chegar a 100 milhes de espermatozoides em 5 mL, sem
nenhum efeito sobre a taxa de parto e tamanho da leitegada (Martinez et al., 2002). Um cateter, muito
leve e fino com 1,2 m de comprimento, é introduzido no cérvix da porca até o Utero, muito préximo da
juncdo Utero-tubérica. Mesmo o cateter sendo introduzido em um dos cornos uterinos, a fecundagéo
ocorre em ambas as tubas uterinas, mostrando que ocorre a migracdo dos espermatozoides de um corno
para o outro (Almeida et al., 2014).

Para que todas essas técnicas de IA atinjam o seu propdsito, primeiramente o sémen do macho
deve ser avaliado a fim de predizer a fertilidade. Neste sentido, alguns pardmetros de qualidade do
ejaculado j& foram determinados como referéncia. A rotina de avaliacdo espermatica do ejaculado passa
pelas seguintes analises: volume, motilidade e vigor espermaticos, concentracdo espermatica, nimero de
células no ejaculado e morfologia (Bonet et al., 1993; Gadea, 2005) e sua execucao ja foi previamente
descrita por Bortolozzo et al., (2005). Os parametros para a espécie suina estdo apresentados na Tabela 1,

conforme informagdes do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA).

Tabela 1: Caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen de machos suinos jovens e adultos, e
limites para normospermia

Caracteristicas Jovens (8 meses) Adultos (> 12 meses) Limites
Volume (mL) 190-225 200-350 100
Motilidade espermatica 75% 80% 70%
Concentragéo espermatica (x10%/mL) 180-200 200-400 —

N° total de espermatozoides (x10°) 35-45 30-60 10
Espermatozoides morfologicamente

alterados 20-25% 5-15% 20%(méax)

Adaptado do Manual do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal para Exame Androldgico e Avaliagdo de Sémen Animal (1998)

Essas analises podem ser feitas visualmente ao microscopio 6ptico ou por meio de sistemas
computadorizados, como CASA (Computer Assisted Semen Analysers). O sistema CASA é o método
mais eficiente para exame androldgico, uma vez que elimina o efeito do analista e tem correlacdo
altamente positiva com as andlises manuais (Vale Filho et al., 2010). Vrios autores citados por Vertegen

et al. (2002) descreveram variagdes de 80% para 0 mesmo ejaculado quando analisados manualmente em

25



laboratorios diferentes. Assim, o sistema CASA permite a comparacdo e classificacdo de ejaculados

diferentes para posterior prognastico de fertilidade.

O consumo de carne suina vem aumentando gradativamente em todo o mundo. Para atender a tal
demanda, a sistema de producdo de suinos deve aumentar a producdo de animais de forma sustentavel,
altamente eficiente e 0 menos degradante possivel para 0 meio ambiente (FAO, 2003). Assim sendo, 0s
estudos que avaliam os efeitos da RIUC sobre o sistema genital de machos suinos tornam-se cada vez
mais importantes para compreender sua origem e tentar minimizar seus efeitos, para dessa forma

preservar a eficiéncia do sistema de produgdo suinicola.

4. Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pelo antigo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFMG
(CETEA), protocolo n® 65/2011. Atualmente este comité é conhecido como Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA).

4.1  Local e periodo

O experimento foi realizado na Granja Paraiso, ndcleo filial de multiplicacdo genética de suinos da
empresa Agroceres PIC®, no periodo compreendido entre novembro de 2011 a agosto de 2012. A granja
localiza-se no municipio de Patos de Minas/MG, a margem da rodovia BR-365, Km 429, na regido do

Alto Paranaiba (Mesorregido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba).

4.2  Instalacdes e manejo do sistema de producéo

A Granja Paraiso é uma granja multiplicadora de ciclo completo com sistema de producéo em sitios
segregados, apresentando trés unidades de producdo denominadas Sitio, Nest | e Nest Il. Na unidade de
producdo Sitio, estdo localizados os setores de Reposicdo, Gestacdo e Maternidade e em ambas as
unidades Nest | e Nest Il, encontram-se 0s setores de creche, recria e terminacdo. Durante o periodo do
experimento, o plantel era composto por 4007 fémeas reprodutoras, com um total de 107.189 leitdes
desmamados/ano.

No setor de gestacdo, ao término do periodo de aleitamento, as matrizes eram alojadas em gaiolas
individuais, para posteriormente serem submetidas & inseminacéo artificial. O periodo médio de descanso
apos a desmama era de cinco dias, sendo as fémeas inseminadas 24 horas apés a primeira detec¢do de cio,
seguindo um protocolo de 24, 48 e 72 horas, quando ainda se observava manifestacdo de cio pela fémea.
A confirmacéo da gestacdo era realizada entre 45 e 50 dias pds-inseminacdo, quando entdo, as fémeas
eram transferidas para baias coletivas onde permaneciam até o periodo pré-parto. Do primeiro dia pos-
desmame ao sexto dia pds-inseminacéo, as fémeas consumiam ragdo peletizada para gestantes ad libitum.
A partir do sétimo dia pés-inseminagdo, o fornecimento de racdo passava a ser controlado de acordo com

0 tempo de gestacdo, sendo do 7° ao 74° dia, 2,0 a 2,5 kg de racéo/dia; do 75° ao 89° dia, 3,0 kg de
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ragdo/dia; e do 90° ao 110° dia de gestacdo, 3,0 a 3,3 kg de ragdo/dia. As matrizes eram conduzidas ao
setor de maternidade, em média, quatro a cinco dias antes da data prevista para o parto. Apés desinfec¢édo
das salas da maternidade, era realizado vazio sanitario, por um periodo de dois dias. Do 110° dia de
gestacdo até o dia do parto, as fémeas recebiam, de forma controlada, racdo farelada para lactantes, sendo
gue apds o parto até a desmama, a ragao passava a ser oferecida ad libitum.

A granja ndo utilizava protocolo de indugdo de parto, entretanto, 0 tempo méaximo de gestacdo
permitido para porcas multiparas era de 115 dias, quando entdo se realizava a aplicacdo de prostaglandina
F20 (Lutalyse®) para induzir o parto. Imediatamente ap6s o nascimento, era realizada a limpeza e
secagem dos leitdes, sendo, em seguida, direcionados e estimulados a mamar o colostro. Ndo eram
utilizadas como medidas de manejo a cura de umbigo e o corte de dentes. Ap6s um periodo minimo de 12
horas de colostragem, eram realizados o corte de cauda, o registro dos animais e a homogeneizagédo de
leitegada. O registro dos animais era realizado com tatuagem, que continha os cédigos da linhagem do
leitdo, da linhagem da mée e o dia do nascimento. Os leites de baixo peso ao nascimento eram
transferidos para mées de leite de 1° ordem de parto e recebiam, durante os primeiros dias de vida,
manejo diferenciado, principalmente o estimulo constante para mamada.

Os leitGes eram desmamados em média aos 21 dias de idade, quando eram levados para o setor
de Creche nos Nests I ou Il, onde passavam por uma nova homogeneizacdo de lote. As baias tinham
capacidade para 50 animais, sendo evitada a mistura de lotes nas transferéncias para 0s setores
subsequentes. O periodo de Creche era de 42 dias, compreendendo animais do 21° até ao 63° dia de
vida. Durante esse periodo, os leitGes recebiam racdo peletizada triturada ad libitum, dividida em quatro
tipos de acordo com a idade: pré- I, pré- Il, Inicial | e Inicial 1l. A transferéncia para a Recria ocorria aos
63 dias de idade, onde permaneciam por 42 dias. Na Recria, 0s animais recebiam a ragdo Recria I, ad
libitum, dos 65 aos 90 dias de idade, e ra¢do Recria Il, também ad libitum, dos 91 aos 105 dias, quando
eram transferidos para o setor de terminacgdo, onde permaneciam até serem vendidos como reprodutores
ou para 0 abate. Nesse periodo, era fornecida racdo para Terminacdo | dos 106 aos 120 dias, Terminagdo
11, dos 121 aos 130 dias de vida, e Final, dos 131 dias até o abate.

No setor de terminagdo, era realizada a selecdo dos machos reprodutores, nas linhagens
desenvolvidas para reproducdo, a partir dos 140 dias de vida. Eram avaliadas as seguintes caracteristicas:
peso corporal, sendo o peso minimo de 80 kg e 0 méaximo de 150 kg, a conformacédo corporal, aprumos,
conformacdo testicular, espessura de toucinho, profundidade de lombo e classificacdo do pernil (escore de
2a10).

4.3 Amostragem dos animais e grupos experimentais

Para a execucdo do presente trabalho, foram selecionados 24 leitdes machos, de composicdo
racial Landrace, Large White e Puro sintético (Landrace, Large White e Duroc), originadas de
cruzamento entre fémeas da linhagem 1062 x machos AG1020 ou 1210. Os animais utilizados no
experimento eram provenientes da linha fémea, ou seja, filhos de porcas cujas fémeas seriam destinadas a

reproducédo e os machos, ao abate.
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Para garantir a superlotacdo uterina e a consequente ocorréncia do crescimento intrauterino
retardado, foram utilizadas fémeas entre a 4° e a 6° ordem de paricdo e leitegadas compostas por 10 a
15 leitdes (Alvarenga et al., 2013). Em cada leitegada, foi selecionado um par de leitdes que foram
distribuidos uniformemente entre dois grupos experimentais, de acordo com o peso ao nascimento, sendo
um dos animais de alto peso ao nascimento (AP), peso variando entre 1,8 a 2,15 kg, e o outro animal, de
baixo peso ao nascimento (BP), peso variando entre 0,75a 1,1 kg.

Para estabelecer as faixas de peso que representariam cada grupo experimental, foram pesados
imediatamente ap6s o nascimento aproximadamente 1000 (mil) leitdes do plantel, originados da mesma
linhagem materna. Dessa forma, foram calculados a média (u) ¢ o desvio-padrio (o) da variavel peso ao
nascimento. As faixas de peso de cada grupo foram determinadas como sendo:p + o a p + 20, para o
grupo AP e p-2c ap - o, para o grupo BP.

Com o objetivo de evitar possiveis efeitos do peso de leitegada sobre o desenvolvimento fetal (Foxcroft,
2006), somente foram selecionados leitdes oriundos de leitegadas de peso médio. Para definir o intervalo
de confianca da média (95%) utilizado como critério de selecdo as leitegadas, foi realizado um
levantamento do peso médio de leitegada obtido e registrado na granja durante o ano anterior. Dessa
forma, foi definido o intervalo para peso médio de leitegada, sendo este de 1,250 kg a 1,650 kg. Ao
término da selecdo dos animais, foram formados dois grupos experimentais, compostos por 12 animais
AP e 12 BP, submetidos a orquiectomia aos 300 dias de idade. A idade escolhida para a castragdo foi
determinada com o objetivo de se avaliar os testiculos dos animais no periodo pés-puberal, tomando

como base facilidades e limitacGes das instalacGes e manejo dos animais.

4.4 Manejo dos animais

Os procedimentos adotados no parto e posterior manejo dos leitbes foram os mesmos utilizados
na granja, descritos anteriormente. Imediatamente apds o nascimento e antes da mamada do colostro, foi
realizada a pesagem dos leitdes e obtidas as sequintes medidas biométricas, por meio da utilizacdo de uma
fita métrica: comprimento cabecga-cauda, circunferéncia toracica e circunferéncia abdominal.

Apo6s a pesagem e avaliagdo biométrica, os leitdes foram identificados com um nimero na regido
dorsal, referente a ordem de nascimento. Durante os periodos de creche, recria e terminagdo, os animais
permaneceram no fluxo normal de producgdo, sendo submetidos a rotina diaria da granja. Devido a
homogeneizacdo de lotes realizada na desmama, os grupos de alto e baixo peso ao nascimento
permaneceram em baias separadas, com mesma densidade animal, até os 300 dias de idade. Nesse
momento, os animais foram retirados do fluxo de producdo da granja e transferidos para uma baia
coletiva, com capacidade para 50 animais, previamente dividida ao meio por uma estrutura metélica
removivel. Os grupos experimentais foram mantidos separados, sendo cada grupo alocado em um lado da

baia. A alimentacdo dos animais, neste periodo, manteve-se inalterada.

45. Coleta das amostras

4.5.1 Coleta de sémen
Aos 170 dias de idade, os 24 animais foram retirados das baias de terminacdo e levados ao

galpdo de machos, onde permaneceram em gaiolas individuais por dois dias, quando se iniciou 0
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treinamento. Para tal, foram colocados em gaiolas préximas ao manequim para visualizar 0s animais que
ja estavam em coleta. Posteriormente, todos os machos, com aproximadamente 180 dias de idade,
comecaram a rotina de coleta quinzenal de sémen, durante cinco semanas. Na sala de coleta, fazia-se o
esvaziamento do diverticulo prepucial, seguido de higienizacdo do prepucio com auxilio de papel toalha.
Procedia-se a coleta por meio da técnica da Mao Enluvada (Bortolozzo et al., 2005), sendo o ejaculado
acondicionado em caneco térmico proprio, protegido por um saco de coleta com filtro para separacéo da
fracdo gelatinosa. Terminada a coleta, direcionava-se a fragdo rica do ejaculado ao laboratério para

processamento das amostras.

4.5.2 Parémetros corporais externos

Foram realizadas a pesagem dos animais em balanca mecanica para suinos e a mensuracao da
biometria corporal - comprimento cabeca-cauda (CCC) - por meio da utilizacdo de uma fita métrica. Para
as aferi¢des métricas aos 300 dias de idade, os animais foram sustentados em posi¢do de estacao.

As medidas biométricas CCC foram obtidas pela demarcagdo prévia de um ponto central no
crénio, equidistante entre as bases da orelha e entre um ponto na altura dos olhos e a nuca. A partir da
sobreposicdo da fita métrica ao ponto central do cranio, o CCC foi determinado pela distancia
compreendida entre o ponto central do crénio e a base da cauda.

4.5.3 Procedimento cirdrgico

Para o procedimento cirurgico realizado nos animais a0s10 meses de idade, foi adotado o método
de orquiectomia aberta (Turner e Mcllwaith, 2002). Os animais foram submetidos & anestesia geral com
cloridrato de xilazina a 2% e quetamina a 10%, na dose de 1,0 mg/kg e 5,0 mg/kg, respectivamente,
ambas por via endovenosa. Posteriormente, foi realizada a aplicacdo de anestesia local na linha de
incisdo, com 20 mL de cloridrato de lidocaina a 2%. Realizou-se incisdo longitudinal no escroto, e, em
seguida na tdnica vaginal. O corddo espermatico foi obliterado por uma ligadura com fio categute
cromado n® 4, e posteriormente seccionado caudalmente a ligadura, com o auxilio de uma tesoura, com o
objetivo de causar o esgar¢camento do tecido e hemostasia local. Apds a remog¢do do testiculo, foram
aplicados, no interior do escroto, solugdo de gentamicina a 2% em solucéo fisiolégica 0,5% e po larvicida
(Tanidil®), e, externamente, na area ao redor da incisdo, spray repelente e cicatrizante. O mesmo
procedimento foi realizado para o testiculo contra-lateral. Os animais foram acompanhados durante os
primeiros dez dias apo6s a cirurgia, quando foram realizadas as aplicagdes de anti-parasitario (lvermectina,
Ivomec®), antiinflamatério (Flunixin meglumine, Flumegam®) e antibiético (enrofloxacino,
Kinetomax®).

4.5.4 Biometria testicular

Os testiculos coletados foram identificados em direito e esquerdo, pesados em balanca de
precisdo e mensurados, com o auxilio de um paquimetro (mm), para obtencdo das medidas morfométricas
largura, altura e comprimento. O volume testicular utilizado para comparacdo entre os dois grupos

experimentais foi obtido pela multiplicacdo entre as trés medidas: altura, largura e comprimento.
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Para a obtencdo do indice gonadossomatico (IGS), parametro também utilizado para comparagdo
entre os dois grupos experimentais, foi calculada a razdo entre o peso médio dos testiculos direito e

esquerdo e o peso corporal, sendo o valor final obtido multiplicado por 100.

4.5.5 Analise Hormonal
Amostras de sangue (5 mL) foram coletadas, por meio de puncdo da veia jugular, em frascos
com EDTA no momento de realizacdo do procedimento de orquiectomia para a analise de concentragédo

plasmatica de testosterona.

4.6 Processamento das amostras
4.6.1 Andlise de sémen

A partir dos 180 dias de idade, 7 animais de ambos os grupos experimentais foram selecionados
para a coleta de sémen, sendo coletados 5 ejaculados por animal, a cada 15 dias de intervalo, para a
anélise de qualidade espermatica (motilidade, vigor, concentracdo e morfologia). Todas as coletas foram
realizadas pela mesma pessoa, sendo interrompidas antes dos animais atingiram os 300 dias de idade, por
motivo de desativacdo do galpdo no qual os animais estavam alojados. Na nova instalagdo, ndo havia
possibilidade de realizar a coleta de sémen. A coleta do sémen foi realizada com um caneco térmico e
escuro, ap0s a realizacdo da coleta, este era imediatamente encaminhado ao laboratério para realizacéo
dos testes. Foram realizadas andlises de volume, concentracdo, motilidade e morfologia. Para
determinacdo do volume, o contelido do caneco térmico foi pesado em balang¢a digital considerando-se
cada grama (g) correspondente ao volume do ejaculado. Para as demais analises, foram retiradas trés
aliquotas de sémen, uma que seria utilizada para determinacéo da concentracéo, a segunda para avaliacdo
da motilidade e vigor, e a Gltima aliquota seria diluida em formol salina tamponada para a determinacéo
da morfologia dos espermatozoides.

Para efetuar as analises de concentragdo, motilidade e vigor, o sémen foi diluido com diluente
aquecido a 37°C na proporcdo de 1:10, e colocado uma aliquota de 2mL da solu¢gdo em um tubo
eppendorf. Para as analises iniciais de motilidade e vigor, uma gota de sémen foi colocada entre lamina e
laminula para observacéo ao microscdpio Optico. Para a determinagdo do nimero de espermatozoides/mL
(concentracdo), uma gota de sémen foi colocada na cdmara de contagem (cAmara de Neubauer) para
analise em microscopio de contraste de fase. Para a anélise de morfologia, uma aliquota do sémen foi
diluida em formol salina tamponada, colocado em um tubo eppendorf e armazenada para anélise ao final
do mesmo dia. As analises foram feitas em preparacdo Umida, entre lamina e laminula, para observacéo
ao microscépio 6éptico de campo claro com contraste de fase, utilizando aumento de 1000x. Foram
observados 200 espermatozoides por amostra que foram classificados em defeitos maiores e menores, de
acordo com Blom (1973).

4.6.2 Processamento histoldgico
Para as avalia¢es morfolégicas e morfométricas, foram coletados fragmentos dos testiculos de
1,0 a 2,0 mm de espessura, fixados por imersdo em solucdo de glutaraldeido a 5% em tampéo fosfato a

0,05M e pH 7,3, por 24 horas. Apos esse periodo, as amostras foram armazenadas a 4° C em solugio
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tampao fosfato a 0,05M e pH 7,3 até o momento da inclusdo. Os fragmentos foram desidratados em série
crescente de alcoois (70%, 80%, 90%, 95%, 100%) e infiltrados em resina plastica a base de glicol
metacrilato (Historesin, Leica®), para posterior inclusdo.

Apds a polimerizagdo dos blocos, foram obtidos cortes histoldgicos de 3 e 5um de espessura,
que, apds terem sido distendidos em agua destilada, foram transferidos para laminas histolégicas e secos
em chapa quente a 60° C. Os cortes foram submetidos a técnica de coloragdo histolégica com azul de

toluidina-borato de sédio (Chiarini-Garcia et al., 2011).

4.6.3. AvaliacGes histomorfométricas

Para as analises morfométricas foram selecionados, aleatoriamente, sete animais em cada grupo

experimental.

e NUumero de células de Sertoli por seccao transversal de tubulo seminifero

O namero nucleos de células de Sertoli por seccdo transversal/tibulo seminifero foi determinado
nos cortes histoldgicos de 5 um de espessura, com aumento final de 1000x em microscépio Olympus BX-
41. Foram avaliadas 10 secg¢des transversais de tdbulos seminiferos no estadio 1 por testiculo (direito e
esquerdo), de contorno o mais circular possivel.
e Diametro dos tabulos e altura do epitélio

O diametro médio dos tubulos seminiferos e a altura do epitélio foram determinados nos cortes
histologicos de 5um de espessura, utilizando-se régua graduada acoplada a ocular de um microscdpio
Olympus BX-41, sendo que esta régua foi aferida com o auxilio de uma Id&mina micrométrica de Leitz.
Foram mensurados o didmetro e a altura do epitélio de dez sec¢Oes transversais por testiculo (direito e
esquerdo), de contorno o mais circular possivel, selecionadas aleatoriamente por varredura horizontal do
tecido, sendo as mensuracgdes realizadas em aumento final de 400x.
e Proporcdo volumétrica dos componentes do parénquima testicular

A andlise das proporcBes volumétricas (Vv%) dos diferentes componentes do parénquima
testicular foi realizada utilizando-se reticulo com 21 linhas horizontais e 21 linhas verticais, totalizando
441 interse¢Bes (pontos), acoplado a ocular de um microscépio Olympus BX-41. Foram analisados, em
cada testiculo, cinco campos, selecionados aleatoriamente por varredura horizontal do tecido, perfazendo-
se um total de 2.205 pontos. Para a obtencdo das proporcdes volumétricas, foram contados, em aumento

final de 400X, os pontos coincidentes sobre tdbulos seminiferos e intersticio.

e Comprimento Total do Tubulo Seminifero - CTTS
O comprimento total dos tabulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em metros, foi
estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tabulos seminiferos no testiculo, e do
didmetro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte formula foi empregada (Dorst e Sajonski,
1974).
CT=VTS/nR?
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onde:
VTS= volume total dos tlbulos seminiferos no testiculo

nR?= area da secg¢do transversal de tibulos seminiferos (x = 3,14 ¢ R = diametro tubular/2)

e Eficiéncia do processo espermatogénico

A andlise da eficiéncia do processo espermatogénico foi realizada por meio da contagem das
células espermatogénicas do epitélio seminifero e do célculo das razBes entre 0s nimeros corrigidos
dessas células e entre estas e as células de Sertoli. Tal contagem foi realizada em 10 sec¢es transversais
de tdbulo seminifero (cinco por testiculo) de contorno o mais circular possivel, contendo o estadio 1 do
ciclo do epitélio seminifero, estadio este classificado de acordo com o método da morfologia tubular
(Swiestra, 1968; Franca e Cardoso, 1998). A escolha do estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero foi
determinada pela presenga, neste estadio, das células germinativas necessarias para o célculo da eficiéncia
do processo espermatogénico, sendo elas: espermatogbnia do tipo A, espermatécito primario em pré-
leptdteno, espermatdcito primario em paquiteno e espermatides arredondadas. Também foram contados
os nucléolos das células de Sertoli.

A partir dessas contagens celulares, foram obtidos os seguintes indices:
e indice mitético (determinar o coeficiente da eficiéncia mitética das espermatogdnias): n® espermatécito
em prelept6teno/n°® espermatogbnia A,
« indice meidtico (verificar a taxa de apoptose/morte das células germinativas durante a divisdo meiética):
n° espermatide arredondada/ n° espermatécito em paquiteno;
e Indice apoptotico (verificar a taxa de apoptose/morte durante a fase de espermatdcito primario):
espermatécito primario em paquiteno / Espermatdcito primario em pré-leptdteno;
e Capacidade de suporte da célula de Sertoli (estimar o nimero de espermétides arredondas suportadas
por cada célula de Sertoli): n°® espermatides arredondadas/n® NCS;
e Eficiéncia geral da espermatogénese (determinar o nimero de espermatides arredondadas produzidas
apo6s um ciclo completo de fase proliferativa (espermatogonial) e mei6tica (espermatocitaria), estimando a

eficiéncia global da espermatogénese): n® espermatides arredondadas/n® espermatogdnia A.

A populacéo celular obtida por secgéo transversal de tdbulo seminifero em estadio 1 foi corrigida
pela espessura do corte histologico (5um) e pelo didmetro nuclear, utilizando a formula de Abercrombie
(1946), modificada por Amann e Almquist (1962):

Espessura do corte

NUmero corrigido = contagem obtida x

Espessura de corte + D2M | 2f_DM/| 2

2 4

32



Devido a forma irregular do nicleo da célula de Sertoli, os nucléolos foram utilizados para a
obtencdo dos numeros corrigidos desse tipo celular por sec¢do transversal de tdbulo seminifero.
Adicionalmente, o diametro nuclear médio (DM), para cada tipo celular estudado, foi obtido pela média
das medidas do didmetro de 10 ndcleos por animal, sendo cinco por testiculo. Devido a sua forma
irregular, o diametro do ndcleo das espermatogénias foi calculado pela média entre os diametros maior e
menor. A mensuragdo do didmetro nuclear foi realizada, em aumento final de 1000X, utilizando-se uma

régua graduada acoplada a ocular de um microscépio Olympus CX-31.

Figura 1. Fotomicrografia de luz de testiculo suino aos 10 meses de idade. (A) Parénquima testicular
apresentando secg¢do transversal de tibulo seminifero (TS) no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero e
tecido intersticial. (B) Detalhe do epitélio seminifero mostrando o tipos celulares presentes no estadio 1:
S, célula de Sertoli; G, espermatogdnia A; PI, espermatocito primario em pré-leptéteno; P, espermatécito
primario em paquiteno; Ar, espermatide arredondada; Lu, lGmen; Tp, tdnica prépria. Barras: (A), 40 um e
(B), 13 pm.

4.6.4 Andlise de Testosterona

Apos a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas & 1500g por 15 minutos, e o plasma

armazenado a -20°C até o momento das analises. As concentracGes de testosterona foram quantificadas
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em duplicata por analisadores de imunoensaio COBAS E 411 (Roche Diagnostics USA), usando kit de
imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (ECLIA) (Roche Diagnostics USA) disponivel
comercialmente. De acordo com o fabricante, o anticorpo usado para a andlise de testosterona teria

menos de 1% de reacdo cruzada com outros andrdgenos.

4.6.5 Andlise Estatistica

Todos os parametros avaliados foram testados quanto a normalidade antes da andlise, usando o
procedimento univariado do programa Statistical Analysis System (SAS Institute, Cary, NC, Estados
Unidos). Os dados foram analisados como um delineamento inteiramente ao acaso e o modelo estatistico
incluiu machos como fatores fixos e biometria e morfologia seminal como fatores aleatérios. Os efeitos
do tratamento (peso ao nascimento) sobre peso corporal, medidas testiculares e pardmetros seminais
foram analisados utilizando o modelo linear geral (GLM) do programa SAS, sendo as médias comparadas
por meio do teste T de Student. As avaliagbes dos parametros seminais ao longo das coletas foram
analisadas por andlise de variancia de medidas repetidas do programa SAS. A frequéncia de machos
aprovados até a Gltima coleta em cada grupo experimental foi comparada pelo teste de Qui-Quadrado.
AssociacBes importantes entre dados biométricos (pesos corporais e medidas testiculares) e reprodutivos
(caracteristicas seminais) foram avaliadas por anélises de regressdo e correlacdo. Em todas as anélises, P
< 0,05 foi considerado significativo e P < 0,1, tendéncia. Nas tabelas e gréaficos, os dados sdo
apresentados como médias + erro padrdo da média.

4 Resultados e Discussao

5.1 Biometria corporal e testicular

Os valores médios referentes a biometria tanto corporal quanto testicular em ambos 0s grupos
experimentais obtidos ao nascimento e aos 10 meses de idade estfo apresentados na Tabela 2.

As medidas biométricas obtidas dos leitdes ao nascimento foram maiores nos animais do grupo
AP em comparagdo com os do grupo BP (P < 0,05). A presenca de leitdes pequenos ao nascimento
caracterizados por baixo peso corporal e medidas biométricas reduzidas também foi demonstrada
previamente por outros autores (Wang et al., 2010; Alvarenga et al., 2013; Auler et al., 2017), sendo
comum seu relato em granjas comerciais em funcdo das caracteristicas genéticas das matrizes
contemporaneas, que sao hiperprolificas. Ha evidéncias de que para cada leitdo a mais na leitegada o peso
ao nascimento reduz em 35 gramas (Quiniou et al, 2002).

De forma interessante, aos 10 meses de idade, as diferengas observadas entre os dois grupos
experimentais ao nascimento permaneceram para 0s parametros biométricos corporais avaliados, sendo

ainda observadas diferencas para os parametros testiculares peso e volume.

Tabela 2. Dados biométricos obtidos ao nascimento e aos 10 meses e niveis plasmaticos de
testosterona aos 10 meses de idade em leitdes de alto (AP) e baixo (BP) pesos ao nascimento
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Parametros AP (n=12) BP (n=12) Significancia

Nascimento

PC (ko) 19 = 04- 09 = 03° P < 0,05
DPC (cm) 51 * o01° 45 * 0,1° P < 0,05
CA (cm) 2 * 06° 21 = 0,7° P < 0,05
CCC (cm) 28 = 0,7 24 = 08° P < 0,05
CT (cm) 28 * 0,7° 25 * 09° P < 0,05
10 meses

PC (kg) 199 + 3,6° 168 = 44¢° P < 0,05
DPC (cm) 157 * 04° 152 % 05°* P < 0,05
CA (cm) 139 + 2,0¢® 131 = 2,60 P < 0,05
CCC (cm) 132 * 08°® 124 £ 11° P <0,05
CT (cm) 132 £ 16> 128 * 2]1° P <0,05
PT (9) 458 = 17» 352 £+ 21° P <0,05
IGS 023 + 0,012 021 = 0,012 NS
VT (cmd) 727 £ 45 546 £ 54° P <0,05
Testosterona ng/mL 43 + 1,0¢® 45 + 13- NS

Valores expressos como média + erro-padrdo. PC: peso corporal; DPC: Diametro bi-parietal da cabega; CA:
Circunferéncia abdominal; CCC: Comprimento cabega-cauda; CT: Circunferéncia toracica; PT: Peso testicular;
IGS: indice gonadossomaético (peso testicular/peso corporal x 100); VT: volume testicular.**Médias com letras
distintas na mesma linha diferem(P < 0,05); NS: ndo siginificativo.

Contudo, o indice gonadossomatico (IGS) foi semelhante entre ambos 0s grupos experimentais.
A similaridade observada entre tal indice nos animais AP e BP retrata a proporcionalidade existente entre
0s pesos corporal e testicular, ou seja, animais mais leves apresentam testiculos também mais leves,
conforme resultados descritos por Auler et al. (2017).

Para se predizer o efeito do peso ao nascimento sobre o desenvolvimento corporal futuro dos
animais, foram feitas correlagdes entre as caracteristicas biométricas neonatais e aos 10 meses de idade.
Assim, 0s pesos ao nascimento e aos 10 meses apresentaram fortes correlagdes com CA (r = 0,58; P <
0,05er=0,75; P <0,05); CCC (r=0,69; P< 0,05e r=0,94; P<0,05) e CT (r=0,62; P <0,05e r =0,87;
P < 0,05), respectivamente ao nascimento e 10 meses. Esses dados comprovam que animais maiores ao
nascimento serdo os animais com melhor desenvolvimento pds-natal, pois além de ganharem mais peso
diariamente durante o ciclo de producgdo, apresentardo maiores medidas biométricas.

Os leitdes AP apresentaram maiores peso e volume testiculares em relacdo aos animais BP aos
10 meses de idade. Maiores pesos e volumes testiculares em machos de diferentes pesos ao hascimento
também foram descritos por outros autores em idades diversas. Por exemplo, Almeida et al. (2009)
relatou essa diferenca em leitdes aos 7 dias de idade, Lin et al. (2017) em machos de 12 meses e Auler et
al. (2017) aos 8 meses de idade.

Também foram feitas, correlagcBes do peso corporal dos animais aos 10 meses de idade com o
peso e volume testiculares. Houve correlagcdo positiva do peso corporal aos 10 meses com 0 peso
testicular (r = 0,74; P < 0,05) e com o volume testicular (r = 0,60; P < 0,05). Esses dados comprovam
evidéncias anteriores de que animais maiores ao nascimento, & desmama e a puberdade apresentam
testiculos maiores (Wolf, 2009).
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O peso ao nascimento ndo afetou os niveis plasmaticos de testosterona, como também foi
observado por Lin et al. (2017) e Auler et al. (2017). Isto sugere que a maturidade sexual ndo foi
comprometida pelo peso ao nascer, fato este comprovado pelas avaliagdes seminais, evento totalmente
androgeno-dependente. Neste contexto, ha evidéncias de que machos com menos libido apresentaram

menor concentragdo de testosterona plasmatica (Flowers, 2008; Oberlender et al. 2010).

5.2 Andlise de sémen

Os parametros seminais avaliados durante as coletas de sémen, em intervalos de 15 dias, nos

animais AP e BP estdo apresentados na Tabela 3.

O peso ao nascimento ndo afetou os principais pardmetros seminais avaliados (volume,
concentragdo, motilidade, vigor, nimero de espermatozoides totais) no exame de qualidade seminal. No
entanto, volume do ejaculado aumentou ao longo das coletas, ao passo que a concentragdo do ejaculado
diminuiu (P<0,05). Avaliagdes seminais entre animais de diferentes pesos ao nascimento foram
recentemente realizadas em machos aos 12 meses de idade por Lin et al. (2017), sendo demonstrado
menor volume e maior concentragdo nos animais que sofreram RIUC. De acordo com esses autores, 0
aumento na concentracdo seria decorrente ao menor volume do ejaculado nos animais que sofreram
RIUC. E interessante notar que essa diferenca desapareceu quando foi calculado o nimero total de
espermatozoides no ejaculado, corroborando com os achados do presente estudo.

Da mesma forma, o peso ao nascimento ndo afetou o nimero total de espermatozoides no
ejaculado e consequentemente 0 nimero de doses totais inseminantes. Embora o peso ao nascimento ndo
tenha comprometido os resultados citados anteriormente, os animais do grupo BP produziram
aproximadamente 40% menos espermatozoides e doses inseminantes. A quantidade e a qualidade do
sémen, especialmente volume, concentracdo espermatica e motilidade, determinam o nimero total de
doses destinadas para inseminacgdo originarias de um Unico ejaculado. Além disso, o numero total de
doses inseminantes afeta diretamente os custos associados ao uso de IA (Flowers, 2008). Portanto, a
presenca de machos produtores de grandes quantidades de sémen, originando inUmeras doses
inseminantes durante seu periodo de permanéncia nas centrais IA, deve ser particularmente valorizada
(Knecht et al, 2017).

Quanto a morfologia espermatica, ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
experimentais no tocante as patologias listadas na Tabela 4. Contudo, no presente trabalho, 50% dos
animais do grupo BP foram reprovados por ultrapassarem o limite recomendado pelo Manual para Exame
Androldgico e Avaliacdo do Sémen Animal (CBRA, 1998), para alguma patologia especifica, ao passo
que 37,5% dos animais AP foram reprovados, em se considerando 0s mesmos critérios.

Para os parametros volume seminal e concentracdo espermatica, foi observado um efeito de
tempo, ou seja, 0 volume aumentou enquanto a concentragdo diminui com o avancar da idade (Tabela 3).
Até o macho atingir a maturidade sexual, hd uma melhora gradual dessas caracteristicas, chegando a
estabilizagdo (Franca et al., 2000). A maturidade sexual pode ocorrer a partir de oito meses, mas varios
autores relatam variagdes de acordo com a raga ou linhagem, época do ano, manejo e tipo de alojamento
(Flowers, 2008; Banaszewska e Kondracki, 2012; Schulze et al., 2014; Flowers, 2015).
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Assim sendo, ndo seria recomendavel a avaliacdo androlégica em machos com menos de oitos
meses de idade. Schulze et al. (2014) relataram que metade dos machos descartados nas centrais de
inseminacdo por baixa qualidade seminal, tinham idade inferior a oito meses. Esse fato pode trazer
prejuizo ao programa de selecdo uma vez que machos com bons indices zootécnicos poderiam ser

excluidos antes de atingirem a maturidade sexual.
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Tabela 3. Caracteristicas seminais em animais de alto (AP) e baixo (BP) pesos ao nascimento coletados

em intervalos de 15 dias a partir de 180 dias de idade

Caracteristicas seminais AP (n=7) BP (n=7) Significancia
Volume (mL)

1° semana 164 + 24 121 + 25 NS
2° semana 164 + 19 126 + 20 NS
3° semana 171 + 21 160 + 23 NS
4° semana 178 + 14 134 + 15 P <0.05
5° semana 185 + 15 166 + 17 NS
Concentragdo (x10%/mL)

1° semana 329 + 49 213 + 53 NS
2° semana 284 + 57 240 + 61 NS
3° semana 208 + 36 196 + 41 NS
4° semana 236 t 53 188 + 63 NS
5° semana 254 + 55 159 + 61 NS
Motilidade (%)

1° semana 85 + 45 72 = 47 NS
2° semana 83 + 44 74 + 46 NS
3° semana 82 + 26 78 + 3,0 NS
4° semana 80 + 32 79 t+ 3.2 NS
5° semana 80 + 40 82 + 43 NS
Vigor

1° semana 45 = 0,3 43 + 0,2 NS
2° semana 43 + 0,2 40 + 0,2 NS
3° semana 46 = 0,2 43 + 0,2 NS
4° semana 47 + 0,3 44 + 0,2 NS
5° semana 44 + 0,2 46 + 0,2 NS
Espermatozoides totais

(x109)

1° semana 57 + 12 26 + 13 NS
2° semana 48 + 10 30 £+ 11 NS
3° semana 40 + 9 34 + 10 NS
4° semana 41 + 9 26 + 11 NS
5° semana 47 + 9 28 + 10 NS
NuUmero de doses totais

1° semana 19 = 4 84 + 43 P <0.056
2° semana 16 £+ 33 10 + 3,6 NS
3° semana 13 £+ 28 11 £ 3,2 NS
4° semana 14 + 3 85 = 4,0 NS
5° semana 15 + 3 95 + 34 NS

Valores expressos como média + erro-padrdo para cada grupo experimental. NS: ndo significativo
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Tabela 4. Morfologia espermatica das amostras de sémen, coletadas em intervalos de 15 dias a partir de
180 dias de idade, em animais de alto (AP) e baixo (BP) pesos ao nascimento

Caracteristicas

seminais AP (n=7) BP (n=7) Significancia
Normais %

1° coleta 87 * 2,6 87 + 26 NS

2° coleta 76 + 6,0 91 + 6,0 NS

3° coleta 77 £ 71 84 + 71 NS

4° coleta 81 + 7,3 88 + 6,8 NS

5° coleta 78 + 10,5 82 + 10,5 NS

Gota Citoplasmatica
proximal (GCP) %

1° coleta 33 + 1,7 50 + 1,7 NS
2° coleta 23 = 11 1,8 + 1,1 NS
3° coleta 30 £ 1,7 46 + 17 NS
4° coleta 1,5 + 0,5 1,3 + 05 NS
5° coleta 35 £ 1,6 34 + 16 NS
Gota Citoplasmatica

distal (GCD) %

1° coleta 3,8 + 1,2 40 + 1,22 NS
2° coleta 8,8 + 31 25 + 31 NS
3° coleta 70 £ 24 40 + 24 NS
4° coleta 35 + 11 26 + 1,1 NS
5° coleta 6,3 £+ 2,3 50 + 23 NS
Cauda Dobrada

(CD) %

1° coleta 57 £+ 21 26 + 21 NS
2° coleta 11,8 + 3,2 45 + 3,2 NS
3° coleta 13,0 £ 5,4 66 * 54 NS
4° coleta 123 + 5,6 70 t 5,6 NS
5° coleta 12,0 + 7,3 98 + 73 NS
Defeitos de cabeca

%

1° coleta 04 t 0,8 1,8 + 0,8 NS
2° coleta 0,8 + 0,2 06 * 0,2 NS
3° coleta 04 t 0,5 08 + 05 NS
4° coleta 0,5 + 0,6 09 + 0,5 NS
5° coleta 02 + 0,1 0 = 01 NS

Valores expressos como média + erro-padrdo para cada grupo experimental. NS: ndo significativo

Para se predizer a producdo espermatica de varrdes de diferentes pesos ao nascimento, algumas
correlagBes foram estabelecidas entre medidas testiculares e concentracdo espermatica. Observou-se
tendéncia entre os pesos dos testiculos direito e esquerdo (r = 0,51; P = 0,06 e r = 47; P = 0,08),
respectivamente, e concentragcdo espermatica. Além de correlagdo positiva entre o comprimento do
testiculo esquerdo e tendéncia com o direito (r = 0,55; P = 0,039 e r = 0,51; P = 0,06), respectivamente, e

concentragdo espermatica.
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5.3 Avaliagdes histomorfometricas

As analises histomorfométricas do parénquima testicular dos animais de alto e baixo pesos ao
nascimento estéo apresentadas na Tabela 5. Os resultados revelam que o peso ao nascimento ndo alterou o
didmetro e a altura do epitélio dos tlbulos seminiferos, avaliados em estaddio 1 do ciclo do epitélio
seminifero. Resultados semelhantes também foram observados por Lin et al. (2017) e Auler et al. (2017)
para machos suinos nas idades de 12 e 8 meses, respectivamente.

Tabela 5. Anélises histomorfométricas do parénquima testicular em animais de alto (AP) e baixo (BP)
pesos ao nascimento, orquiectomizados aos10 meses de idade

Parémetros AP (n=7) BP (n=7) SignificAncia
Diametro Tubulo Seminifero (um) 262 + 43- 260 * 5,1 NS
Altura do Epitélio (um) 92 £ 1,2 95 + 14¢» NS
CTTS (m) 7323 + 348 6093 + 376° P< 0,05
N° células Sertoli/testiculo (x10° ) 14 + 0,82 11 + 08¢ P=0,07

Proporg¢édo Volumétrica (Vv%o)

Tubulo Seminifero 86 + 34- 85 + 3,72 NS
Intersticio 14 + 3,4-» 15 + 372 NS

N° células/STTS
Sertoli 72 £ 04- 74 £ 04- NS
Espermatog6nia A 18 + 0,22 223 = 02+ NS
Pré-leptdteno 29 + 18¢= 31 £ 2,12 NS
Paquiteno 36 £ 2,7 37 £ 3,12 NS
Espermaétide arredondada 100 + 11 95 + 11» NS
Total de células espermatogénicas 175 + 14 173 16 NS

Eficiéncia da Espermatogénese
indice mitético 173 + 2.1 144 + 25» NS
indice meidtico 27 £ 02 26 = 02° NS
indice apoptético 1,3 £ 0,072 1,2 £ 0,09¢ NS
Suporte célula de Sertoli 137 = 1,1» 131 + 13- NS
Eficiéncia geral da
Espermatogénese 57 £ 6,1° 47 £ 7,22 NS

Valores expressos como média + erro-padrdo. CTTS: Comprimento Total de Tubulo Seminifero; STTS: Seccdo
Transversal de Tdbulos Seminiferos. *°Médias com letras distintas na mesma linha diferem (P < 0,05); NS: ndo
significativo.

Como demonstrado por alguns autores, o didmetro dos tibulos seminiferos depende do tamanho
do lamen tubular e do nimero total de células por seccéo transversal de tibulo seminifero (Godinho e
Cardoso, 1979; Franga et al., 2000; Avelar et al., 2010). Assim, o didmetro tubular pode ser utilizado para
avaliacdo da eficiéncia da espermatogénese. Diversos pardmetros contribuem para a determinacdo do
diametro tubular, dentre os quais podem ser mencionados o nimero de camadas de células mioides, que
constituem a tdnica prépria, a eficiéncia das células de Sertoli, responsaveis pela altura do epitélio
seminifero, e a secrecdo de fluidos pela célula de Sertoli, que determina o tamanho do limen tubular
(Franga e Russell, 1998). Os elementos citados podem diferenciar-se consideravelmente nas diferentes
espécies de mamiferos e ainda dentro de linhagens ou ragas de uma mesma espécie (Franca e Russell,
1998). No presente trabalho, nem o diametro tubular tampouco o ndmero de células de Sertoli por

seccdo transversal foram afetados pelo peso ao nascer, o que vai de encontro ao trabalho de Lin et al.

40



(2017) em machos adultos.Além disso, ndo foram observadas diferencas entre os animais de alto e baixo
peso em relacdo a altura do epitélio, diferentemente do que foi observado por Auler et al. (2017), em
machos de oito meses de idade. A semelhanca na altura do epitélio seminifero entre os grupos
experimentais aos 10 meses de idade aqui apresentada pode ser explicada pela constancia no nimero total
de espermatocitos primarios em paquiteno e de espermatides arredondadas por seccdo transversal de
tlbulo seminifero.

Utilizando os valores de peso testicular, didmetro tubular e volume de tdbulos seminiferos no
testiculo, foi obtido o valor correspondente ao comprimento total dos tdbulos seminiferos (CTTS). O peso
do testiculo varia nas diferentes espécies de mamiferos. As variacdes no diametro e no volume ocupado
pelos tabulos seminiferos no testiculo constituem a grande diferenca no valor do CTTS. A titulo de
exemplo, é esperado que um maior diametro tubular impliqgue em menor comprimento tubular por grama
de testiculo em uma dada espécie. No geral, de 10 a 20 metros de tdbulos seminiferos por grama de
testiculo séo observados na maioria dos mamiferos j& investigados (Franga e Russell, 1998). No presente
estudo, os suinos dos grupos AP e BP apresentaram um valor aproximado de 16 e 17 metros de tlbulos
seminiferos por grama de testiculo, respectivamente. Contudo, no que se refere ao comprimento dos
tibulos seminiferos, os animais BP apresentaram menor CTTS, o que justificaria um menor nimero de
espermatozoides produzidos no ejaculado destes machos. Adicionalmente, foi observada uma tendéncia
para menor nimero de células de Sertoli por testiculo neste mesmo grupo experimental, o que confirmaria
a menor capacidade de produgdo espermdtica nos varrGes BP. Vale ressaltar que o menor nimero de
ceélulas de Sertoli por testiculo nos animais BP néo refletiu em um menor nimero deste tipo celular por
seccdo transversal de tObulo seminifero, o que também foi observado em machos de baixo peso ao
nascimento aos 8 meses (Auler et al., 2017) e aos12 meses (Lin et al., 2017) de idade. Segundo Franca et
al. (2000), existe correlago significativa entre o nimero absoluto de células de Sertoli no testiculo e o
comprimento total dos corddes/tibulos seminiferos, sendo o alongamento destes durante a fase pré-
puberal dependente da atividade mitdtica das células de Sertoli. Por sua vez, maior nimero de células de
Sertoli, como resultado de sua maior proliferacdo durante o periodo pré-puberal, estéa relacionado a maior
producdo espermatica (Franca et al., 2000; Auler et al., 2017).

Os valores médios referentes a proporgdo (%) dos componentes do parénquima testicular
revelaram similaridade na propor¢do de tdbulos seminiferos e intersticio entre 0s grupos experimentais,
sugerindo que 0 peso ao nascer ndo altera a composic¢do do parénquima testicular. Adicionalmente, foram
computados 0s numeros das células germinativas e células de Sertoli, obtidos a partir do estadio 1 do
ciclo de epitélio seminifero, cujos valores corrigidos demonstraram que 0s nimeros de espermatogdnias
do tipo A, espermatécitos primarios em pré-leptéteno, espermatocitos primarios em paquiteno,
espermatides arredondadas e total de células espermatogénicas foram semelhantes ente os machos AP e
BP. No entanto, avaliando os machos AP e BP aos 8 meses de idade, Auler et al. (2017) reportaram
menor nlmero de espermatdcitos primarios em paquiteno e espermatides arredondadas nos varrdes BP.
Provavelmente, tal diferenca se deve ao fato de os animais estarem no periodo peripuberal, ou seja, no
inicio da vida reprodutiva, sendo esta fase marcada por mudancas morfolGgicas e fisiolégicas de

comportamento e no ejaculado.
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H& evidéncias de que o padrdo de divisdo espermatogonial governa a produgdo de
espermatdcitos primarios e pode ser calculado pela razdo entre 0 nimero destas células na fase de pré-
leptdteno e o nimero de espermatogbnias A, sendo denominado coeficiente de eficiéncia de mitose
espermatogonial (Ortavant et al., 1977). No presente estudo, devido a semelhanca existente entre os
ntmeros dessas células em ambos 0s grupos experimentais, ndo foi observada alteracdo no coeficiente de
eficiéncia de mitose espermatogonial, sugerindo que o peso ao nascimento ndo influencia as divisdes
mitdticas dessa fase da espermatogénese.

Além disso, a razdo do nimero de células na fase de espermatides arredondadas e espermatocitos
primarios em paquiteno, conhecido como coeficiente de eficiéncia meiético, foi semelhante entre os
grupos experimentais. Assim como os dados anteriores, 0 peso ao nascimento ndo alterou o indice
apoptético da espermatogénese, obtido pela razdo entre 0 nimero corrigido de espermatocios primarios
em paquiteno e em pré-leptéteno, nem a capacidade de suporte da célula de Sertoli, medida da capacidade
de suporte e da funcéo desta célula.

Segundo Okwun et al. (1996), este pardmetro esta relacionado tanto & producdo de espermatides
para cada espermatog6nia A, quanto a produgdo espermatica diéria, sugerindo que estas caracteristicas
também estdo preservadas nos animais de baixo peso ao nascimento. A semelhanca observada entre os
grupos experimentais tanto nos indices reportados acima, bem como na avaliacdo morfoldgica do sémen,
demonstra que o parénquima testicular foi preservado em detrimento do peso ao nascimento, que poderia,
por exemplo, estar associado a falhas na espermatogénese, caso houvesse maior incidéncia de defeitos de
cabeca.

Finalmente, a eficiéncia total da espermatogénese, definida pela razdo entre o nimero de espermatides
arredondadas e espermatogbnias do tipo A ndo sofreu influéncia do peso ao nascimento. De forma
semelhante, Melo et al. (2013) demonstraram que a deficiéncia nutricional in utero ndo foi capaz de
alterar a eficiéncia da espermatogénese em ratos, ocorrendo apenas uma ligeira reducdo da capacidade de

suporte das células de Sertoli.

6. Consideracoes finais

Os resultados do presente estudo demonstraram que o0 peso ao nascimento influencia o tamanho
testicular, j& que existe uma proporcionalidade do tamanho do testiculo em relagdo ao tamanho corporal.
De tal forma que, animais que nascem menores apresentam testiculos menores, sendo essa caracteristica
mantida até a idade adulta. No entanto, mesmo tendo testiculos menores a espermatogénese néo é alterada
em varrdes de baixo peso ao nascimento. De fato, os testiculos s&o menores como consequéncia do menor
comprimento dos tdbulos seminiferos, e ndo por alteracfes na organogénese.

Entretanto, mesmo ndo havendo comprometimento na organogénese, estes animais apresentam
uma menor producdo espermatica em decorréncia da reducéo do comprimento tubular e do nimero total
de células de Sertoli. Dessa forma, 0 peso ao nascimento deveria ser incluido como um parametro de
selecdo dos futuros reprodutores, visto que animais menores ao nascimento produzirdo menos

espermatozoides, ndo sendo eficientes e sustentaveis para o sistema de producdo suinicola.
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