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PRODUTIVIDADE E QUALIDADE ESPERMATICA DE CACHACOS SUPLEMENTADOS
COM NIVEIS CRESCENTES DE L-GLUTAMINA E L-ACIDO GLUTAMICO

RESUMO: Os aminoécidos L-glutamina (Gln) e L-acido glutdmico (Glu) tém potencial para compor
dietas de cachagos, pois atuam de forma benéfica no organismo animal, podendo exercer efeitos sobre
o desempenho produtivo e reprodutivo. O objetivo deste estudo foi avaliar a produtividade e a qualidade
espermatica do sémen puro, a durabilidade e a qualidade espermatica do s€men resfriado, bem como a
qualidade espermatica do s€émen pos-descongelado de 24 cachagos de quatro linhagens comerciais (A,
B, C e D), com idade média de (21,5 + 4,40 meses), suplementados com 0,0%, 0,5% ¢ 1,0% de Gln e
Glu. Durante 120 dias, os animais foram alojados e distribuidos em um delineamento em blocos
casualizados (DBC), com trés tratamentos (0,0%, 0,5% e 1,0% de Gln e Glu), quatro repeti¢oes (blocos),
com dois cachagos cada. Diariamente, foram fornecidos 2,5 kg de ragdo padrao da central (RPC) aos
animais, ¢ o suplemento foi fornecido un top. Para a morfometria testicular, foram tomadas as medidas
de comprimento e largura dos testiculos direito e esquerdo no 15° dia (M1) e no 1152 dia (M2). Para a
avaliag@o de produtividade e qualidade espermatica por ciclo espermatico (40, 80 e 120 dias), a fragdo
rica dos ejaculados foi coletada duas vezes por semana e avaliada por meio do sistema CASA
(Computer-Assisted Semen Analysis), quanto a concentracao (C), motilidade (M), patologia (P) e
numero de doses (ND 2 x 10?). Na avaliagdo da morfologia espermética, utilizando o teste do esfregaco
corado, foram avaliados os parametros: espermatozoides normais (ESPZN), total de patologias (TP),
defeito de cabega (DC), defeito de acrossoma (DA), peca intermediaria (PI), cauda dobrada enrolada
(CDE), cauda dobrada com gota citoplasmatica proximal e distal (CDGCP e¢ CDGCD), gota
citoplasmatica proximal e distal (GCP ¢ GCD), cabega isolada (CI) ¢ no teste supravital, os
espermatozoides vivos (V) e mortos (M). Na avaliacao do s€émen resfriado, nos dias 40, 80 e 120, apos
a coleta, a fracdo rica em espermatozoides dos ejaculados foi diluida (1:1; v/v) no diluidor de
resfriamento, envasada em saché de 80 mL e avaliada quanto a durabilidade nos dias 1 (D1 = 24h) e dia
5 (D5 = 120h), e qualidade: lesdao de acrossoma (LLA), lesdo de membrana plasmatica (LMP) e estresse
oxidativo do s€émen (EOS), avaliado por citometria de fluxo. Para o congelamento do sémen, nos dias
92, 99 e 106, apods a coleta, a fragdo rica em espermatozoides foi diluida (1:1; v/v) no diluidor de
resfriamento, com o intuito de se obter a concentracdo adequada para o congelamento. No pods-
descongelamento, foram avaliados os parametros cinéticos dos espermatozoides em sistema CASA e
por citometria de fluxo a lesdo de acrossoma (LA), lesdo de membrana plasmatica (LMP) e estresse
oxidativo do s€émen (EOS) ¢ integridade da cromatina (IC). Na morfometria testicular, observou-se
diferenga estatistica (p < 0,05) entre a linhagem (D) e as linhagens (A, B e C), bem como entre as
medi¢des (M1) e (M2). Na produtividade e qualidade espermatica, houve diferenga estatistica (p < 0,05)
entre os tratamentos, com os niveis de (0,5 e 1,0%) superiores ao controle (0,0%), entre as linhagens,
com destaque para a linhagem (B), ¢ entre as coletas. Na morfologia espermatica, houve diferenga
estatistica (p < 0,05) entre as linhagens, com variagdes nos resultados entre elas. No sémen resfriado,
houve diferenga estatistica (p < 0,05) quando comparadas as 3 coletas, independentemente dos
tratamentos, para o (EOS). Na avaliagdo da durabilidade do sémen, houve diferenca estatistica (p <
0,05), com aumento de LA e LMP entre os tempos (D1= 24h e D5= 120h), independentemente dos
tratamentos. Para o sémen pos-descongelamento, ndo houve efeito do tratamento (p > 0,05) nos
parametros cinéticos avaliados, assim como nos parametros de (LA, LMP, EOS e IC). Em suma, a
suplementagdo de 0,5% e 1,0% de L-Gln e L-Glu para cachacgos proporcionou efeito positivo nos
parametros de produtividade do s€émen puro, mas ndo no sémen resfriado ou sémen pos-descongelado,
indicando, assim, efeitos metabolicos benéficos para esta categoria animal. Tais resultados mostram a
necessidade de continuidade das pesquisas para obtencdo de melhores resultados na reproducdo de
suinos por meio da utiliza¢do do sémen resfriado e pos-descongelado.

Palavras-chave: aminoacido, reprodutor suino, sémen, suplemento.



PRODUCTIVITY AND SPERM QUALITY OF BOARS SUPPLEMENTED WITH
INCREASING LEVELS OF L-GLUTAMINE AND L-GLUTAMIC ACID

ABSTRACT: The amino acids L-glutamine (Gln) and L-glutamic acid (Glu) have the potential to be
included in the diets of breeding males, as they act beneficially in the animal's body, potentially exerting
effects on productive and reproductive performance. The objective of this study was to evaluate the
productivity and quality of pure semen, the durability and quality of cooled semen, as well as the quality
of post-thawed semen from 24 males of four commercial lines (A, B, C, and D), with an average age of
(21.5 + 4.40 months), supplemented with (0.0%, 0.5%, and 1.0%) of GIn and Glu. For 120 days, the
animals were housed and distributed in a randomized block design (RBD), with three treatments (0.0%,
0.5%, and 1.0% of Gln and Glu), four repetitions (blocks), with two pens each. Daily, 2.5 kg of central
standard feed (CSF) were provided to the animals, and the supplement was provided un top. For
testicular morphometry, the length and width measurements of the right and left testicles were taken on
the 15th day (M1) and the 115th day (M2). For the evaluation of sperm productivity and quality per
sperm cycle (40, 80, and 120 days), the rich fraction of the ejaculates was collected twice a week and
assessed using the CASA (Computer-Assisted Semen Analysis) system, regarding concentration (C),
motility (M), pathology (P), and number of doses (ND 2x10°). In the evaluation of sperm morphology,
using the stained smear test, the following parameters were assessed: normal spermatozoa (NS), total
pathologies (TP), head defect (HD), acrosome defect (AD), intermediate piece (IP), coiled tail (CT), tail
with proximal and distal cytoplasmic droplet (TPCD and TDC), proximal and distal cytoplasmic droplet
(PCD and DCD), isolated head (IH), and in the supravital test, live spermatozoa (LS) and dead
spermatozoa (DS). In the evaluation of cooled semen, on days 40, 80, and 120, after collection, the
sperm-rich fraction of the ejaculates was diluted (1:1; v/v) in the cooling diluent, packaged in 80 mL
pouches, and assessed for durability on day 1 (D1 = 24h) and day 5 (D5 = 120h), and quality: acrosome
damage (AD), plasma membrane damage (PMD), and semen oxidative stress (SOS), evaluated by flow
cytometry. For the freezing of semen, on days 92, 99, and 106, after collection, the sperm-rich fraction
was diluted (1:1; v/v) in the cooling diluent, with the aim of achieving the appropriate concentration for
freezing. In the post-thawing phase, the kinetic parameters of the sperm were evaluated using the CASA
system, and through flow cytometry, the acrosome damage (AD), plasma membrane damage (PMD),
oxidative stress of the semen (OSS), and chromatin integrity (CI) were assessed. In testicular
morphometry, a statistical difference (p < 0.05) was observed between lineage (D) and lineages (A, B,
and C), as well as between measurements (M1) and (M2). In sperm productivity and quality, there was
a statistical difference (p <0.05) between the treatments, with levels of (0.5 and 1.0%) being higher than
the control (0.0%), between the strains, with a highlight for strain (B), and between the collections. In
sperm morphology, there was a statistical difference (p < 0.05) between the strains, with variations in
the results among them. In cooled semen, there was a statistical difference (p < 0.05) when comparing
the 3 collections, regardless of the treatments, for (EOS). In the evaluation of semen durability, there
was a statistical difference (p < 0.05), with an increase in LA and LMP between the times (D1= 24h and
D5= 120h), regardless of the treatments. For the post-thaw semen, there was no treatment effect (p >
0.05) on the evaluated kinetic parameters, as well as on the parameters of (LA, LMP, EOS, and IC). In
summary, the supplementation of 0.5% and 1.0% of L-GIn and L-Glu for boars provided a positive
effect on the productivity parameters of pure semen, but not on cooled or post-thawed semen, thus
indicating beneficial metabolic effects for this animal category. Such results highlight the need for
continued research to achieve better outcomes in pig reproduction through the use of cooled and post-
thawed semen.

Keywords: amino acid, swine breeding, semen, supplement.
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1 INTRODUCAO

A producio e exportacdo de suinos do Brasil tem ocupado lugar de destaque no cenario
nacional e internacional, como reflexo dos avangos conquistados na nutri¢ao dos animais, na
ambiéncia, no melhoramento genético e na utilizagao das biotecnologias da reproducao, dentre
elas, destaca-se a inseminagao artificial com sémen resfriado.

No Brasil, a propor¢do de acasalamento por inseminacdo artificial (I.A.) é 95%,
semelhante a dos outros maiores produtores de suinos, assim como na Unido Europeia, que € o
segundo maior produtor mundial e apresenta o mesmo percentual que o Brasil, que ocupa o
quarto lugar (Waberski et al., 2019).

O sémen suino, processado e conservado na forma liquida entre 15 e 18°C, ganhou
mercado e se estabeleceu como o principal meio utilizado na inseminagao artificial a campo na
reproducao dessa espécie, visto que tem se mostrado eficiente com os atuais parametros de
qualidade adotados para o processamento do sémen, bem como os niveis de fertilidade
alcancados, possibilitando assim o bom desempenho produtivo e reprodutivo na suinocultura
moderna.

Sendo assim, a maioria das inseminagdes artificiais (I.A.) ocorre utilizando sémen
diluido e acondicionado no estado liquido entre 15 e 18°C por um periodo de até cinco dias
(Bianch ef al., 2011), diferente das demais espécies, como a bovina, na qual ¢ comumente
utilizada a criopreservacgao.

A criopreservacao espermatica ¢ uma das principais biotecnologias da reproducao, pois
permite o armazenamento do s€émen por tempo indeterminado, o que facilita a difusdao genética
de reprodutores superiores e torna possivel o transporte seminal entre regides geograficamente
distantes (Veerkamp e Beerda, 2007; Andrade et al., 2019; Yéanez-Ortiz et al., 2022).

No entanto, a utilizagdo da inseminacdo artificial a campo com sémen suino
criopreservado ainda ¢ um desafio a ser vencido atualmente, pois caracteristicas inerentes a
célula espermatica desta espécie sao dadas como fatores que contribuem para a impossibilidade
de uso desta biotecnologia de reprodugdo, com a mesma eficiéncia quando comparada ao uso
de sémen liquido conservado a temperaturas entre 15 e 18°C.

Varias pesquisas vém sendo desenvolvidas sobre diferentes aspectos do processo de
criopreservacao de sémen suino (Toniolli ef al., 2017; Guimaraes et al., 2018). Essas pesquisas
tém buscado resultados que possibilitem aumentar os indices de fertilidade do s€émen em

programas de inseminagao artificial com o uso de sémen criopreservado.
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Na produgao de suinos, pesquisadores tém utilizado uma variedade de elementos como
suplemento na dieta ou como crioprotetor, na tentativa de obter resultados que possam
contribuir para melhorar os parametros quantitativos e qualitativos do s€émen fresco, resfriado
ou do sémen pds-descongelado.

Os aminoacidos L-glutamina (Gln) e o L-4cido glutamico (Glu) tém ganhado
notoriedade no meio cientifico, pois sdo vistos com potencial para serem incorporados em dieta
de suinos machos reprodutores, com a finalidade de se obter melhoras nos parametros de
qualidade espermatica do sémen fresco, resfriado e criopreservado, devido a atuarem de forma
versatil no metabolismo animal.

De acordo com Briassouli et al. (2012), os amino4cidos desempenham um papel crucial
na sintese de proteinas, desencadeando cascatas de sinalizagdo que regulam vérios aspectos do
metabolismo energético e servem como precursores importantes em vias metabolicas.

Também ¢ relatado por Salmon et al. (2017) que a incorporagdo de moléculas, como o
colesterol e os aminoacidos, em protocolos de criopreservacao do s€émen suino, pode aumentar
a prote¢do da membrana espermatica e a viabilidade dos espermatozoides nesses
procedimentos.

El-Sheshtawy et al. (2008) sugerem que os aminoacidos (AAs) sdo moléculas
carregadas, sendo possivel que interajam, eletrostaticamente, com os grupos fosfato dos
fosfolipidios da MP do espermatozoide, formando, assim, uma camada sobre a superficie da
célula, protegendo-a contra choques térmicos.

Assim, essa protecdo pode contribuir para manter a integridade da membrana
acrossomal dos espermatozoides, durante a criopreservacao (Ugur et al., 2020).

Diante do exposto, a hipotese desta tese ¢ que a suplementacdo na dieta dos aminoacidos
L-glutamina e L- acido glutamico melhore os parametros quantitativo e qualitativo do sémen
fresco, do sémen resfriado e do sémen criopreservado de suinos reprodutores machos, bem
como reduza os danos ocasionados pelo estresse oxidativo.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os parametros de
produtividade e qualidade espermatica do sémen puro, durabilidade e qualidade espermatica do
sémen resfriado e qualidade espermatica do sémen pds-descongelado de 24 suinos machos
reprodutores, suplementados com niveis crescentes de L-glutamina e L-acido glutamico na

dieta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 L - Glutamina

A glutamina ¢ um L - a-aminoacido contendo cinco carbonos; seu peso molecular ¢
146,15 kDa e sua composi¢ao elementar compreende carbono (41,09%), hidrogénio (6,90%),
oxigénio (32,84%) e nitrogénio (19,17%) (Cruzat et al., 2018).

A glutamina tem dois grupos amino, nomeadamente o grupo o~ amino € o grupo amida
de cadeia lateral facilmente hidrolisavel, e essas caracteristicas permitem que a glutamina
desempenhe o papel de transportador de nitrogénio e de NH3 (Cruzat et al., 2018).

Uma caracteristica importante da glutamina ¢ que, no pH fisiologico, o grupo carboxil
deste aminoacido ¢ carregado negativamente e o grupo amino ¢ carregado positivamente,
resultando em carga liquida zero. Essa caracteristica o coloca como sendo um aminoécido
neutro.

Silva (2024) cita que, enquanto os polares (ndo carregados ou neutros) sao aminoacidos
soliveis em &gua, eles se ionizam em condi¢des normais, com excecdo da serina. Os
aminoacidos polares sdo: glicina, cisteina, serina, tirosina, treonina, glutamina e asparagina.

Nos ultimos anos, o aminoacido L — glutamina tem sido frequentemente reportado em
pesquisas cientificas que buscam elucidar pontos desconhecidos que envolvem a nutrigdo
animal. Essas pesquisas tém demonstrado o importante papel desse aminoacido em inlimeros
eventos metabolicos no organismo.

Dentre esses eventos metabodlicos, pode-se citar a importante participagdo da glutamina
na recuperacao de animais doentes ou que passaram por algum tipo de desafio metabdlico.

Uma gama de trabalhos tem sido publicados reafirmando que a sintese enddgena de
glutamina nao atende a demanda do corpo humano em condi¢des catabolicas, como no cancer
(Altman et al., 2016), sepse (Kao et al., 2013), infeccdes (Rogero et al., 2007), cirurgias
(Flaring et al., 2003), traumas (Rodas ef al., 2012), bem como durante exercicio fisico intenso
e prolongado (Leite et al., 2016).

Nessas condi¢des de desafios metabolicos, a glutamina passa a exercer papel importante
como um aminodcido condicionalmente essencial, promovendo efeitos positivos para o
organismo.

Com a intensificacao dos estudos com a utilizagao da glutamina nos ultimos anos, foram
inimeras as descobertas que sustentam o papel versatil deste aminoacido no metabolismo

animal.
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Cruzart et al. (2014) apontam que, em quase todas as células, a glutamina pode ser usada
como substrato para a sintese de nucleotideos (purinas, pirimidinas e aminoacidos), fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), antioxidantes e muitas outras vias biossintéticas
envolvidas na manutenc¢do da integridade e funcao celular.

A glutamina, além de ser precursor na sintese de aminoacidos, nucleotideos, acidos
nucleicos, proteinas e outras moléculas biologicamente importantes, ¢ considerada o principal
substrato energético, utilizado em altas taxas em células de proliferagao rapida, como
enterdcitos e leucocitos, e atua na doagao de esqueletos de carbono para a gliconeogénese € no
transporte de amonia entre os tecidos (Cruzart et al., 2009).

A glutamina também ¢ um aminodacido proteinogénico, ou seja, um aminoacido que €
incorporado as proteinas e representa 5 a 6% dos aminoéacidos ligados (Roth, 2008).

A partir desse entendimento, a realidade mudou nos ultimos anos, pois um maior
numero de pesquisas nas mais variadas areas da ciéncia tem sido reportado com a utiliza¢do da
glutamina e, consequentemente, novas descobertas sdo publicadas sobre a participagdo deste
aminoacido em inumeras reagdes metabdlicas no organismo animal, fato este que tem o
colocado em evidéncia.

A glutamina foi inicialmente classificada como um aminoacido ndo-essencial, uma vez
que pode ser sintetizada pela enzima glutamina sintetase (GS), a partir do glutamato e do 4cido
glutamico (Buchman, 2001).

Com as novas descobertas, a classificacdo da glutamina passou a ser questionada, em
virtude de se entender que a capacidade de sintese da glutamina nao atendia a demanda do corpo
em situagoes de desafios metabolicos, sendo necessario, nessas condi¢des, um aporte
nutricional deste aminoécido.

Em uma nova classificacdo, recentemente, o United States Department of Agriculture
in Report Dietary Guideline Advisory Committees (USDA — DGAC, 2010) agrupa os
aminoacidos da seguinte maneira: Aminodcidos Essenciais ou Indispensaveis (Histidina,
Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina, Treonina, Triptofano e Valina);
Aminodcidos Condicionalmente Essenciais (Arginina, Cisteina, Glutamina, Glicina, Prolina e
Tirosina); Aminoacidos N#o essenciais ou Dispensaveis (Alanina, Acido Aspartico,
Asparagina, Acido Glutdmico e Serina).

Entre os 20 aminoacidos detalhados no cédigo genético, a glutamina fornece o melhor
exemplo da versatilidade do metabolismo dos aminoacidos e da fun¢do imunologica (Cruzart

etal., 2018).
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A glutamina ¢ o aminoacido mais abundante e versatil do corpo, e ¢ de fundamental
importancia para o metabolismo intermedidrio, troca de nitrogénio interorganico via amonia
(NH3), transporte entre tecidos e homeostase do pH (Cruzart et al., 2018).

Hamed et al. (2022) reafirmam que a glutamina, um aminoacido condicionalmente
essencial, exerce efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios.

E relatado também por Nur ef al. (2011) que, apds o estresse oxidativo, a glutamina se
torna o substrato para a biossintese da glutationa reduzida (GSH), um antioxidante nao
enzimatico estabelecido.

Além disso, foi demonstrado que a glutamina evita a ativacdo de NF-kB liderada por
ROS, diminuindo assim a transcrigdo a jusante de genes pro-inflamatorios, evitando a
tempestade de citocinas e danos ao DNA (Hamed et al., 2022).

Cruzart et al. (2018) relatam que a glutamina ¢ fornecida rotineiramente como um
componente da suplementacdo nutricional clinica para pacientes pré e pds-operatdrios, e
também para muitos atletas de elite, para restaurar as fungdes imunologicas.

Sendo assim, com as inimeras evidéncias reportadas na literatura, fica demonstrado o
papel importante deste aminoacido em apoio ao bom funcionamento do organismo animal,
principalmente em condic¢des de desafios metabolicos.

No entanto, Cruzart et al. (2018) afirmam que, embora existam evidéncias crescentes
em apoio aos efeitos imunomediadores da suplementacdo de glutamina, ainda permanecem

diversas questdes e consideragdes especificas.

2.2 L- Acido Glutimico

O glutamato, ou L-4cido glutamico, ¢ um aminoacido de propriedades acidas que
compde diversos tipos de proteinas dos seres vivos. Trata-se de um aminoécido ndo essencial
ou natural, isto &, por ser produzido a partir de outros compostos celulares. E representado pela
formula quimica CsHoNO4 e possui um acido carboxilico como radical na sua estrutura (Salinas,
2014).

Em relacdo a sua polaridade, o acido glutdmico ¢ classificado como sendo um
aminodcido que ¢ carregado negativamente, assim como o &cido aspartico.

De acordo com Newsholme et al. (2003), sua carga negativa permite a estabilizagdo de
proteinas, mas o impede de atravessar facilmente as membranas celulares, e transportadores de
Glu sdo encontrados em baixa densidade na membrana plasmatica, com excecdo de células

especializadas, como as do sistema nervoso central, figado, intestino e rim.
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Quando analisado sobre sua afinidade com a agua, o acido glutdmico ¢ classificado
juntamente com: arginina, lisina, acido aspartico, glutamina, asparagina, histidina, serina e
treonina, como sendo um aminodacido hidrofilico, ou seja, que tem afinidade e se dissolve com
facilidade em agua.

O Glu (CsHoNOg4) esta presente em grandes quantidades nos 6rgdos e tecidos do corpo
vivo (Yamaguchi e Ninomiya, 2000) e foi isolado pela primeira vez em 1866 pelo alemao
Ritthausen, mediante hidrodlise acida de gliadina, um composto do glaten (Rath e Airoldi, 2021).

Com o passar do tempo e com os avangos das pesquisas, foi possivel produzir o
glutamato em grande escala. Atualmente, o Glu € produzido, principalmente, por fermentacao
de agucares oriundos da cana-de-acticar, beterraba, mandioca, milho e outras fontes de glicose.

De acordo com Maluly et al. (2021), todas as bactérias gram-positivas corineformes
(Corynebacterium, Corynebacterium glutamicum) sdo responsaveis pela producdo do L-Glu,
que também pode ser sintetizado por microrganismos dos géneros Arthrobacter,
Brevibacterium, Mycobacterium, etc., em pequenas quantidades por fungos como Aspergillus
terreus rindieron e Ustilado maudis.

Como citado anteriormente, o aminoacido glutamato, ou 4cido glutdmico, € classificado
como sendo um aminoacido ndo essencial, por ser capaz de ser sintetizado no proprio
organismo.

No organismo, o glutamato ¢ sintetizado e metabolizado mediante a atuacdo das enzimas
denominadas aminotransferases; estas enzimas catalisam as reacdes de transaminacdo e
desaminacao. Tais reagdes sao descritas a seguir.

A transaminacdo ocorre quando ha transferéncia do grupamento o-amino de uma
molécula de aminodcido (AA) ao a-cetaglutarato, liberando o a-cetodcido. O a-cetaglutarato
ao ser aminado doa sua dupla ligagdo de oxigénio, se convertendo em Glu, produto final da
maioria das transaminagdes. Assim, o Glu atua como doador especifico dos grupos aminos para
diversas vias biossintéticas ou de excrecdo. O Glu pode participar de nova reacdo de
transaminacao, doando o grupamento amino recebido ao oxaloacetato, retornando ao estado de
a-cetaglutarato e formando o aspartato, integrante do ciclo da ureia (Nelson e Cox, 2014).

Na mitocondria hepdtica ocorre a desaminagdo oxidativa, catalisada pela enzima
glutamato desidrogenase. O Glu, ao reagir com uma molécula de 4gua e de NAD(P), tem como
produtos resultantes a-cetaglutarato, NAD(P)H, um ion de hidrogénio e amonio livre, sendo
este ultimo fonte do primeiro nitrogénio da ureia (Nelson e Cox, 2014).

As reacdes de transaminacgdo e desaminagdo, catalisadas pelas aminotransferases, sdo

livremente reversiveis.
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A catédlise de conversdo de Glu em GIn, que sdo intercambidveis, ¢ mediada pela
glutamina-sintetase (Obled, 2003), e ocorre quando o Glu e ATP reagem para formacao de y-
glutamil-fosfato, que se combina a amdnia livre produzida nos tecidos, gerando Gln e fosfato
inorganico (Nelson e Cox, 2014).

Como citado no topico anterior, a sintese de glutamina pela GS depende da
disponibilidade de glutamato. O glutamato, por sua vez, ¢ sintetizado a partir do 2-oxoglutarato
NH4, pela agdo da glutamato desidrogenase, ou ainda pelo catabolismo de outros aminoacidos,
como os aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs), principalmente a leucina (Tan et al.,
2017).

Outro ponto importante, citado por Sakomura et al. (2014) € que, na via do glutamato,
a glutamina € importante para a sintese de glutationa, o mais abundante antioxidante celular do
organismo animal. O muco e o complexo de jun¢do, que protegem o epitélio intestinal, sdo ricos
em glicoproteinas que sdo sintetizadas a partir de glucosamina-6-fosfato, de cuja sintese
participa a glutamina.

Outras fun¢des do Glu foram descritas como a participacdo na sintese de moléculas
bioativas como a glutationa (GSH), do neurotransmissor y-aminobutirato (GABA) e da ativacao
de receptores gustativos (Curi et al., 2007; Burrin ef al., 2008).

Isso posto, pode-se observar aqui neste topico, o papel de suma importancia do acido
glutamico para o metabolismo, pois, apesar deste ser classificado como um aminoécido nao
essencial, as pesquisas aqui referenciadas mostram suas particularidades e sua participacdo nas

diferentes vias metabolicas, contribuindo positivamente para o funcionamento do organismo.

2.3 Aminoicido L - glutamina e L - Acido Glutimico na nutri¢io de suinos

A busca pela maxima eficiéncia produtiva e reprodutiva de suinos tem levado ao
aperfeicoamento nas formulagdes de dietas para atender as diferentes fases e estados dentro do
ciclo de produgao.

Pesquisas direcionadas em avaliar o metabolismo e a influéncia de elementos desde a
espermatogénese no macho reprodutor suino e ovogénese na fémea reprodutora, bem como até
as mais avancgadas fases de desenvolvimento desses animais, buscam elucidar pontos obscuros
que impossibilitam maiores ganhos produtivos e reprodutivos na suinocultura brasileira.

Dentre os elementos pesquisados, os aminoacidos L-glutamina (GIn) e o L-4cido
glutdmico (Glu) tém ganhado notoriedade no meio cientifico, em fun¢do da versatilidade que

exercem no metabolismo animal.
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De acordo com Briassoull et al. (2012), os aminoacidos desempenham um papel crucial
na sintese de proteinas, desencadeando cascatas de sinalizagdo que regulam vérios aspectos do
metabolismo energético e servem como precursores importantes em vias metabdlicas.

Santos et al. (2019) reafirmam que se pode admitir a condicionalidade de essenciais, em
razdo da capacidade de sintese enddgena ndo ser compativel para manter o crescimento € o
equilibrio de nitrogénio corporal.

De acordo com Wu (2013), a Glutamina ¢ um aminoacido essencial para neonatos
(incluindo o humano e o suino), adultos sob estresse (por exemplo, estresse térmico,
queimaduras e infec¢des) e animais reprodutores (machos e fémeas).

Oliveira et al. (2006) enfatizam que o apropriado manejo nutricional em suinos
reprodutores ¢ uma importante ferramenta para maximizar a produtividade e melhorias nos
indices de fertilidade do plantel.

Quando o adequado manejo nutricional ndo € negligenciado, Diedrich et al. (2014)
afirmam que estardo assegurados os processos de maturagdo fisioldgica, bioquimica e
comportamental que ocorrem até a puberdade, o que iré refletir em espermatogénese normal,
expressao da libido, qualidade e quantidade de ejaculado obtido.

Lin Y et al. (2017) constataram que leitdes com RCIU no pods-natal apresentam
desenvolvimento testicular prejudicado, com redugcdo do numero de células germinativas,
volume testicular, volume de sémen e menos espermatozoides por ejacular no pds-natal
comparados aos leitdes de crescimento normal.

Auler et al. (2017) também reafirmam que ha uma associagcdo entre peso ao nascer €
peso e/ou volume testicular, sendo constatada em varrascos neonatos e adultos.

Zhu et al. (2018) concluiram que a suplementacdo com glutamina durante a gestacdo
média (84-100 dias) diminuiu a variagdo do peso ao nascer € o nimero de leitdes com o
crescimento intrauterino retardado.

Rezaei ef al. (2013) também registraram resultados positivos no grupo suplementado
com glutamina, obtendo menor proporcao de leitdes de baixo peso em comparagcdo com grupos
nao suplementados.

Nas fases que sucedem a gestacdo, o desmame ¢ considerado um periodo critico da
produgdo, pois esse periodo ¢ marcado por inumeras mudancas, dentre elas, fisiologicas,
metabolicas e ambientais; essas mudangas podem acarretar perdas significativas de producao.

Sobre essas mudangas, Campbell ez al. (2013), Satessa et al. (2020) e Blavi et al. (2021),
relatam que se observa o aumento na mortalidade, nos indices de diarreia, além do desempenho

abaixo da média.
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A suplementa¢do na dieta com os aminoacidos L-glutamina e L-4cido glutdmico tem
apresentado resultados consistentes nessa fase de producgdo, mitigando os efeitos prejudiciais
decorrentes dos desafios enfrentados nesse periodo.

E relatado na literatura que, assim como a arginina, a glutamina isolada ou associada a
outros aminoacidos ajuda na digestdo e absor¢do de nutrientes, além de melhorar o sistema
imunolodgico de leitdes desmamados (Xiong et al., 2019).

Caldara et al. (2010) avaliaram a influéncia da glutamina sobre o turnover do carbono
da mucosa intestinal de leitdes desmamados sobre seu processo de renovagdo e, assim,
concluiram que a suplementacao de 1% de glutamina nessa fase de criagdo acelerou o turnover
do carbono da mucosa intestinal.

Na fase de reproducdo, ainda sdo timidas as pesquisas com suplementacdo dos
aminoacidos L-glutamina e L- 4cido glutdmico para compor dietas de machos suinos
reprodutores. No entanto, as poucas pesquisas que abordaram o assunto tém demonstrado
resultados promissores para esta categoria animal.

Salinas (2014) constatou em sua pesquisa que os varrdes alimentados com ra¢do-padrao
+ 1% de L-glutamina e L-acido glutdmico, durante o periodo experimental, apresentaram, em
média, 12,13% mais volume de ejaculado, em comparacdo com os animais alimentados
somente com ragdo-padrdo. A autora justifica o resultado sugerindo que pode ter ocorrido o
aumento da capacidade das células de captar 4gua para o meio intracelular, o que pode ser
induzido pelo uso da ra¢do com adi¢do de glutamina, favorecendo, assim, maior volume.

O aumento do volume celular ¢ retratado em estudos com suplementagdo deste
aminoacido para animais que passaram por algum desafio metabdlico e apos a suplementacgao
com Gln, melhores resultados referentes a sintese proteica foram observados. A explicagdo ¢
sustentada pelo fato de o transporte de Gln, dependente de Na”, influenciar a entrada de agua e
aumento do volume celular e induzir vias de sinalizagdo para sintese proteica.

Nao diferente, no periodo de reprodugdo, mais especificamente no periodo gestacional,
sdo relatadas inimeras alteracdes metabolicas e maior demanda nos requerimentos nutricionais
da fémea reprodutora.

Essas mudancas estdo relacionadas diretamente com o perfil de exigéncias nutricionais
da fémea, o qual ¢ determinado pela demanda para mantenga, ganho materno e crescimento
fetal (Sola-Oriol e J. Gasa, 2017).

Constantemente, dietas convencionais formuladas para porcas em gestacdo ndo atendem
as suas demandas em proteinas e minerais, e sao nessas condigdes de caréncia nutricional que

o animal pode enfrentar condi¢des catabodlicas com subsequente perda de produgao.
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Rezai et al. (2013) enfatizam que o balango de aminodcidos e vitaminas durante a
gestacao deve ser adequado de acordo com cada fase, pois estes sdo os principais nutrientes
durante a vida embrionaria e fetal que atuam na regulacao da sobrevivéncia e desenvolvimento
do concepto.

Mellagi et al. (2022) ressaltam que existem algumas recomendagdes quanto a0 manejo
de condigdo corporal a serem seguidas para a realizagdo da primeira insemina¢do, sendo de
suma importancia para assegurar o desempenho reprodutivo e a longevidade, nas quais
preconiza-se que a leitoa esteja com peso entre 130 e 150 kg e que seu crescimento corporal
durante a primeira gestacdo tenha um ganho de peso de 35 a 40 kg, para, assim, conseguir
chegar ao primeiro parto com reservas corporais suficientes e estar apta a desenvolver sua
primeira lactagao.

O crescimento intrauterino reduzido, ja mencionado anteriormente, ¢ um exemplo que
ocasiona perdas na producao suinicola brasileira, pois € constatado com frequéncia na produgao
animal, e esse fato € atribuido dentre os inimeros fatores ao inadequado manejo nutricional,
bem como, a evolucdo genética que proporcionou maior prolificidade das porcas.

Wang et al. (2017) relatam que o crescimento e desenvolvimento embriondrio e fetal
foram limitados devido a diminui¢ao do fluxo sanguineo por feto, diminuindo assim a eficiéncia
placentaria.

Para assegurar o aumento no fluxo sanguineo e melhorar a eficiéncia placentaria,
estudos apontam que a utilizagdo de L-Gln e L-4cido Glu tem se mostrado positiva para esse
fim na nutri¢do de porcas.

No intestino delgado da porca gestante, a glutamina ¢ utilizada para sintetizar citrulina
e arginina. A citrulina € convertida posteriormente em arginina em praticamente todos os tipos
de células fetais e maternas, incluindo a placenta e as células endoteliais vasculares (Wu et al.,
2010).

Campos et al. (2012) e Wientjes et al. (2013) relatam que ha estudos em que a arginina
e os membros da sua familia (glutamina, glutamato, prolina, aspartato, asparagina, ornitina e
citrulina) possuem um importante papel na vascularizagdo e no desenvolvimento placentério,
especialmente em marras.

E relatado que a suplementagdo simultdnea de arginina e glutamina na ragio de porcas
em gestacao melhora significativamente o desempenho reprodutivo das porcas primiparas (Wu
et al., 2011). Isso ocorre em virtude que os dois aminoacidos regulam a sintese proteica por
ativarem a producdo de poliaminas e a via sinalizadora do mTOR (mammalian target of

rapamycin).
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A sinaliza¢do dependente de mTOR pode ser iniciada no musculo esquelético a partir
da ligacdo de fatores de crescimento (como o IGF-I), hormdnios (como a insulina) e nutrientes,
tais como os aminoacidos leucina e glutamina, aos receptores do tipo tirosina quinase (RTK)
presentes na membrana plasmatica. Apos essa ligagdo, a PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)
¢ ativada, o que acarreta a fosforilagdo de AKT (protein kinase B) que, por sua vez, ird fosforilar
mTOR (Fang et al., 2013).

A quinase mTOR se associa a raptor (regulatory associated protein of mTOR) e GBL (G
protein B-subunit-like protein), acarretando a formac¢ao do complexo denominado mTORC1
(mechanistic target of rapamycin complex 1).

Tal complexo tem como alvos principais S6K (70 kDA ribosomal protein S6 kinase) e
4EBPI1 (eukaryotic initiation fator 4E-binding protein 1). A quinase S6K, apos ser ativada pelo
mTORCI, estimula a traducdo através da fosforilagdo do S6, um polipeptidio ribossomico.
Além disso, hd outra forma pela qual a mTORCI1 consegue induzir a tradugdo: através da
fosforilagcdo inibitoria do 4E-BP1, um regulador negativo do fator de iniciacdo da tradugao
elF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) (Hara et al., 1998; Arthur e Cooley, 2012;
Gumucio e Mendias, 2013).

Em geral, os estudos com suplementagdo dietética, principalmente de aminoacidos,
durante a gestagdo, proporcionam melhora nos indices produtivos e reprodutivos de suinos,
levando ao reconhecimento da arginina e glutamina como aminoacidos essenciais para gestagcao
de leitoas e porcas (NRC, 2012).

Na fase de lactagdo, assim como a gestacao dos animais de producao, ¢ um periodo em
que a fémea reprodutora necessita receber atencao especial nos aspectos nutricionais, visto que
¢ caracterizado por um periodo de alta demanda energética para mantenca e produgao de leite
para nutrir de forma satisfatoria o neonato.

Ricci et al. (2018) citam que o balango energético negativo ocorre pela mobilizacdo das
reservas corporais, devido a alta demanda nutricional na lacta¢do, pois as necessidades
energéticas aumentam nas primeiras semanas, influenciadas pelo tamanho da leitegada.

De acordo com Mellagi et al. (2022), o tamanho da leitegada aumenta do primeiro ao
quinto parto, sendo assim, o que se espera ¢ que haja um maior numero de ovulagdes e de
capacidade uterina.

Sendo assim, como o consumo nutricional ndo atende as necessidades de produgao de
leite de uma leitegada numerosa, as fémeas precisam mobilizar as reservas corporais (Close et

al., 2001).
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De acordo com Nelson e Cox (2014), o catabolismo ¢ a fase de degradagdo do
metabolismo, na qual moléculas de nutrientes organicos (carboidratos, gorduras e proteinas)
sao convertidas em produtos finais menores e mais simples (como acido lactico, CO2 e NH3).

A glutamina ¢ o aminoacido livre mais abundante no sangue humano e a diminui¢ao das
concentragdes circulantes de glutamina esta geralmente associada a estados catabdlicos e maus
resultados em uma variedade de pacientes (Tjader et al., 2007). Informagdes semelhantes a
essa, também foram constatadas em pesquisas com as diferentes espécies de animais, sendo a
glutamina o aminoacido com maior propor¢ao, principalmente no musculo esquelético.

Sob condi¢des de elevada degradagdo proteica, a glutamina pode atuar como regulador
metabolico, para aumentar a sintese e reduzir o catabolismo protéico (Zavarize et al., 2010).

O uso da glutamina por outros 6rgaos do corpo aumenta em resposta ao estresse €, como
consequéncia, o conteudo plasmatico diminui drasticamente. Assim, para restabelecer a
concentracdo, a glutamina existente no musculo esquelético ¢ lancada no sangue, sendo
responsavel pela manutencdo das concentragdes plasmaticas e por prover outros tecidos com
esse aminoacido (Zavarize et al., 2010).

A condicao corporal da reprodutora suina tem sido avaliada com atenc¢ao no periodo de
gestagdo, visto que obter reservas corporais nesse periodo ¢ de fundamental importancia para
mitigar problemas ocasionados no periodo de lactagdo, ou seja, um bom nivel de reservas
corporais, para que, assim, a producdo de leite e a manutencdo da gestacdo ndo sejam
impactadas negativamente.

Mellagi et al. (2022) e Rodoigues et al. (2013) consideram que o baixo desempenho
reprodutivo no segundo ciclo pode estar associado a caréncia nutricional durante a primeira
lactacdo, sendo que essa caréncia pode ndo ter suprido de forma adequada as demandas
energéticas da fémea, contribuindo assim de forma negativa para sua mantenca durante a fase
de lactagdo, acarretando na mobilizacdo de suas proprias reservas corporais e resultando em
excessiva perda de peso.

Kitt et al. (2004) verificaram que o fornecimento de 2,5% de glutamina as porcas
aumentou o teor de glutamina no leite. Esse resultado mostra que, com a suplementacdo deste
aminodacido, ¢ possivel melhorar a disponibilidade dele, tanto para os processos metabolicos da
matriz quanto para uma maior oferta a prole.

Wu (2005) concluiu que uma suplementacdo de glutamina durante a lactagdo poderia
prevenir a perda de massa muscular das matrizes suinas, j4 que a glutamina e o glutamato,

mesmo representando de 10 a 15% do total de aminoacidos em muitos alimentos e coprodutos
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industriais (Li et al., 2010) e o milho e a soja ndo fornecerem um padrao ideal de aminoacidos
para porcas em lactagao.

Isso posto, claramente, a suplementacdo dos aminoacidos L-glutamina e L-acido
glutamico na dieta de suinos nas diferentes fases e estados dentro do ciclo de produgao, tem
apresentado resultados positivos para o desempenho produtivo e reprodutivo dessa espécie,
demonstrando contribui¢do favoravel em condi¢des de anabolismo, bem como atuando de

forma positiva nos processos que minimizam ou inibem o catabolismo proteico.

2.4 Congelamento do sémen suino, efeitos danosos a célula espermatica e possivel
participacdo dos aminoaciados para manuten¢a6é da qualidade espermatica no
poOs descongelamento.

O congelamento do sémen suino ¢ uma pratica que vem sendo desenvolvida ha anos; no
entanto, pouco se avangou em relagdo a manutencao dos parametros de qualidade das células
espermaticas, quando comparados aos padrdes alcancados com a utilizacdo do sémen suino
resfriado a temperaturas que variam entre 15° e 18°C.

No processo de criopreservagdo de s€émen suino, a preocupagdo ¢ voltada para a
membrana plasmatica, visto que ela serve como escudo de protecdo contra os agentes
causadores dos efeitos danosos ao espermatozoide suino, os quais sao mais suscetiveis a danos
na membrana plasmatica quando comparados aos de outras espécies.

A membrana plasmatica desempenha um papel relevante na capacidade fertilizante das
células, sofrendo modificagdes ao longo do processo de espermatogénese, bem como no transito
e armazenamento no epididimo, no trato genital feminino e na capacitagdo e penetragao do
odcito (Vicente-Carrillo et al., 2016).

Espermatozoides de espécies como humanos, coelhos e macacos tém menor
sensibilidade ao choque térmico durante o processo de congelacdo. Acredita-se que essa maior
resisténcia se deva a uma melhor relacdo entre a propor¢ao colesterol/fosfolipidios e a uma
maior quantidade de acidos graxos saturados em suas membranas quando comparados a
espécies mais suscetiveis, como bovinos, ovinos e suinos (Lone, 2018).

A membrana plasmatica da célula espermatica de suinos possui diferengas em sua
estrutura em comparagdo com outras espécies de animais, como apontado por Johnson et al.
(2000). As principais diferengas na MP incluem: menor porcentagem de moléculas de colesterol
e sua distribui¢do de maneira assimétrica; maior quantidade de glicerol na monocamada interna

do que na externa; uma quantidade menor de fosfatidilcolina e maior de fosfatidiletanolamina
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e esfingomielina; diferencas na composicao dos 4cidos graxos dos fosfolipideos, com poucas
duplas ligagdes do tipo cis.

O perfil lipidico das células espermaticas difere entre as espécies e, até mesmo, entre
individuos da mesma espécie, o que pode propiciar maior ou menor integridade de membrana
plasmatica e interferir na criotolerancia da célula. Isso se deve a modificagdo dos componentes
e da organizagdo dos lipidios presentes na membrana durante o processo de congelagdo
(Cabrera, 2017).

Bernecic et al. (2019) afirmam que o colesterol tem grande importancia na célula
espermatica, desde a protecdo da integridade das membranas até a capacitagdo dos
espermatozoides.

Shi et al. (2018) relatam que a producdo do colesterol comega cedo na formagdo da
célula espermadtica, em que primariamente ocorre a expressdo de genes colesterogénicos nas
células germinativas dos machos.

Fica evidente que a menor relagdo colesterol/fosfolipidios na membrana plasmatica de
espermatozoide suino ¢ um dos fatores que tém impossibilitado a conquista de melhores
resultados na criopreservagao do s€émen suino.

Silva et al. (2015) afirmam que o processo de criopreservagdao em suinos pode levar a
alteracdoes na composi¢ao de proteinas e carboidratos, o que pode perturbar a estrutura da
membrana e reduzir a viabilidade espermatica.

A descoberta do papel bioldgico dos aminoacidos (AAs) na prevencao de danos a célula
surgiu a partir da observagdao de uma variedade de plantas que sdo capazes de acumular o
aminodcido prolina em resposta a temperatura fria (Tonhati, 2018).

Tem sido relatado que alguns AAs protegem diversos tipos de células animais contra o
estresse causado pela congelagdo, incluindo as células espermaticas (Sangeeta et al., 2015).
Assim, essa protecdo pode contribuir para manter a integridade da membrana acrossomal dos
espermatozoides durante a criopreservacao (Ugur et al., 2020).

Vérios aminoacidos foram detectados no plasma seminal e utilizados com sucesso como
agentes crioprotetores ndo penetrantes na criopreservagdo de espermatozoides de mamiferos.
Como exemplo dos AAs estudados, estdo a glutamina e a prolina (Davoodian ef al., 2017), a
metionina (Coyan et al., 2010), a betaina (Attia et al., 2019), a cisteina (El-Sheshtawy et al.,
2008), a alanina e a glicina (Fagundes ef al., 2010).

No entanto, ainda ndo estd bem esclarecido o papel exato desses aminodcidos na
fisiologia da célula espermatica, bem como os mecanismos de atuagdo durante o processo de

congelamento e no pés-descongelamento.
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O choque frio espermatico e o estresse oxidativo podem induzir a apoptose espermatica
e aumentar a expressao de fatores apoptdticos, como Bax e caspase-3 (Liu et al., 2016; Dong
etal., 2022).

De Mercado et al. (2009) demonstram que a L-glutamina tem a capacidade de
crioproteger o espermatozoide suino, melhorando a motilidade espermatica poOs-
descongelamento, e pode ser usada como um substituto parcial do glicerol nos diluentes de
congelamento.

Os estudos mais recentes mostraram que mais de 70% dos espermatozoides suinos nao
sobrevivem a criopreservagdo (Caamafio et al., 2021; Bustani e Baiee, 2021). Além disso, as
taxas de parto diminuiram em 20-30% e o tamanho das ninhadas caiu em dois a trés leitdes
quando se usou sémen suino criopreservado em comparagao com as taxas alcangadas quando
se usou preservagao liquida (Kaeoket et al., 2008). Isso se deve a formagao de cristais que
ocorre durante a criopreservacdo, seguida de desidratagdo que acaba afetando a taxa de
sobrevivéncia do espermatozoide suino (Almubarak et al., 2021).

Quanto ao mecanismo de atuacdo na criopreservacdo, El-Sheshtawy et al. (2008)
sugerem que os aminoacidos (AAs) sdo moléculas carregadas, sendo possivel que interajam
eletrostaticamente com os grupos fosfato dos fosfolipidios da MP do espermatozoide,
formando, assim, uma camada sobre a superficie da cé€lula, protegendo-a contra choques
térmicos.

Ja Sangeeta et al. (2015) relatam que alguns aminoacidos atuam por meio de efeito
osmotico, prevenindo a formacao de cristais de gelo no meio extracelular.

Martins-Bessa ef al. (2007) também relatam que a capacidade dos AAs em melhorar a
crio-sobrevivéncia dos espermatozoides tem sido relacionada com suas propriedades
metabdlicas e crioprotetoras, oxidantes ou osmorregulativas.

Apesar de ter sido verificado o efeito crioprotetor sobre espermatozoides, em diversas
espécies, os mecanismos de crioprotecao espermatica, conferidos pelos AAs, assim como a
funcdo de aminoacidos livres na fisiologia do espermatozoide, ainda ndo foram totalmente
esclarecidos (Fagundes et al., 2010).

Os espermatozoides de suinos, em particular, sdo muito suscetiveis a danos
peroxidativos devido a seu alto teor de acidos graxos poliinsaturados e baixas concentracdes de
colesterol em sua membrana plasmatica (Mandal ez al., 2014; Yeste, 2015).

Inumeros estudos demonstram que o baixo uso do s€émen suino congelado deve-se ao

fato de que este apresenta reduc@o nas taxas de concepgao e esta associado a leitegadas menores
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(2-3 leitdes, em média), sendo tais resultados atribuidos aos danos de estrutura e funcionalidade
da célula espermatica, causados durante o processo de criopreservagdo (Khalifa et al., 2014).

Tais danos estruturais ndo estdo limitados apenas a membrana plasmatica da célula
espermatica, mas também sao responsaveis por comprometer a integridade da cromatina e a
funcao mitocondrial, envolvendo ainda a degradagdo de mRNAs, agindo de forma prejudicial
sobre a agdo de importantes proteinas (Yeste, 2016).

Diante disto, sabe-se apenas que o processo de criopreservacao pode promover
relevantes alteracdes na fluidez da membrana plasmatica, resultando em modificagdes do perfil
lipidico nos espermatozoides da espécie suina, tornando-os mais sensiveis ao choque térmico
(Am-In et al., 2011; Lee et al., 2015).

As principais causas sdo transi¢des de fase lipidica, cristalizacdo de gelo e fluxos de
agua induzidos por osmotica. Isso resulta em reorganizagdes da membrana, que podem
perturbar a integridade, estrutura e fungdo da membrana (Jovici€ et al., 2020).

Além dessas particularidades, a espécie suina ainda apresenta uma grande variagao entre
racas e entre ejaculados de diferentes individuos da mesma raca (Zaja et al., 2016), e entre
ejaculados do mesmo varrasco (Techakumphu et al. 2013).

As informagdes mencionadas sdo corroboradas por Passarelli et al. (2020), Pedrosa et
al. (2021) e Torres et al. (2022), os quais afirmam que estudos recentes no ambito da andrologia
suina demonstraram que, até mesmo ejaculados com alta qualidade e viabilidade, variam na
capacidade de tolerar o processo de criopreservagao.

Por fim, sdo inumeras as pesquisas realizadas e protocolos desenvolvidos ou testados;
no entanto, at¢ o momento, nenhum resultado demonstrou ser capaz de manter a taxa de
sobrevivéncia dos espermatozoides suinos e padrdes de qualidade proximos aqueles do s€émen

resfriado, ficando assim, o uso do s€émen suino criopreservado limitado a casos especificos.
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CAPITULO 1

PRODUTIVIDADE E QUALIDADE ESPERMATICA DO SEMEN FRESCO DE
CACHACOS SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES NiVEIS DE L-
GLUTAMINA E L-ACIDO GLUTAMICO NA DIETA
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PRODUTIVIDADE E QUALIDADE ESPERMATICA DO SEMEN FRESCO DE CACHACOS
SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES NiVEIS DE L-GLUTAMINA E L-ACIDO
GLUTAMICO NA DIETA

Resumo: A suinocultura brasileira ocupa lugar de destaque nos contextos nacional e internacional,
resultado de investimentos na cadeia produtiva, bem como do uso eficiente da inseminagdo artificial
com s€men resfriado entre 15°C e 18°C. Nesse cenario, sdo necessarias pesquisas que busquem
elementos para compor dietas que promovam o aumento da produtividade de sémen e a melhoria das
células espermaticas dos suinos. Os aminoacidos L-glutamina (L-GIn) e L-4cido glutdmico (L-Glu)
apresentam potencial de uso para esse fim, visto que possuem acdo benéfica para o organismo. Este
estudo objetivou avaliar a produtividade e a qualidade espermatica do sémen fresco de 24 suinos machos
reprodutores, de quatro linhagens comerciais (A, B, C e D), com idade média de (24,5+4,40 meses), que
receberam dietas contendo niveis de (0,0%, 0,5% e 1,0% de L-GIn e L-Glu). Durante 120 dias, os
animais foram alojados individualmente em gaiolas metalicas e distribuidos em um delineamento em
blocos casualizados (DBC), com trés tratamentos (inclusdo de 0,0%, 0,5% ¢ 1,0% de L-Gln ¢ L-Glu na
dieta) e quatro repeti¢des (blocos) com dois cachagos por unidade experimental. Diariamente, foram
fornecidos 2,5 kg de ragdo padréo da central (RPC) em um unico trato, com suplemento fornecido on
top conforme cada tratamento. Para a avaliagdo da biometria testicular dos animais, foram realizadas
duas medigdes (M1 =dia 15 e M2 =dia 115), com a tomada das medidas de comprimento e largura dos
testiculos direito (CTD e LTD) e esquerdo (CTE e LTE), com auxilio de paquimetro. Para avaliacao de
produtividade e qualidade espermatica, durante 120 dias, a fragdo rica em espermatozoide dos
ejaculados foi coletada duas vezes por semana pelo método semiautomatico em manequim fixo, sendo
imediatamente seguida para analise em sistema CASA (Computer-Assisted Semen Analysis),
considerando os parametros: volume do ejaculado (mL), concentragdo de espermatozoides (%),
concentracdo de espermatozoides viaveis (%), motilidade (%), patologia (%), espermatozoides em
bilhdes por coleta (bi/C), espermatozoides em bilhdes por més (bi/M) e nimero de doses (2x10°). Na
avalia¢do da morfologia espermatica pela técnica do esfregaco corado, foram avaliados os pardmetros:
Espermatozoides normais (%); Total de patologias (%); Defeito de cabeca (%); Defeito de acrossoma
(%); Defeito de peca intermediaria (%); Cauda dobrada enrolada (%); Cauda dobrada com gota
citoplasmatica proximal (%); Cauda dobrada com gota citoplasmatica distal (%); Gota citoplasmatica
proximal (%); Gota citoplasmatica distal (%) e Cabeca isolada (%). No teste supravital, os pardmetros
espermatozoides vivos (%) e mortos (%) foram quantificados. Os resultados obtidos para os parametros
testiculares indicaram maiores médias para a linhagem (D) em relacdo as demais (A, B e C). Nao houve
diferenga estatistica (p > 0,05) ao avaliar separadamente os tratamentos, mas houve diferenga estatistica
(p < 0,05) entre as medigdes (M1) e (M2), independentemente dos tratamentos (0,0%, 0,5% e 1,0%).
Na produtividade, houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos, destacando-se os
tratamentos (0,5 e 1,0%) em relacdo ao tratamento (0,0%), entre as linhagens, com destaque para a
linhagem (B), além de diferencas entre os ciclos. Na morfologia espermatica houve diferenca estatistica
(p < 0,05) entre linhagens com os resultados se alternando entre elas. Concluiu-se neste estudo que a
suplementacdo de 0,5% e 1,0% dos aminoacidos L-Gln e L-Glu na dieta de cachagos proporcionou
resultados significativos (p < 0,05) entre os grupos tratados ¢ o grupo controle, na avaliagdo de
produtividade e qualidade espermatica do sémen fresco, sendo que os melhores resultados foram
atribuidos aos animais tratados, demonstrando o efeito positivo do suplemento para essa categoria
animal.

Palavras-chave: aminoacido, ejaculado, nutri¢do, reprodutor suino, suplemento.
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SPERM PRODUCTIVITY AND QUALITY OF FRESH SEMEN FROM BOARS
SUPPLEMENTED WITH DIFFERENT LEVELS OF L-GLUTAMINE AND L GLUTAMIC
ACID IN THE DIET

Abstract: Brazilian pig farming occupies a prominent place in both national and international contexts,
as a result of investments in the production chain, as well as the efficient use of artificial insemination
with semen cooled between 15°C and 18°C. In this scenario, research is needed to seek elements to
compose diets that promote increased semen productivity and the improvement of boar sperm cells. The
amino acids L-glutamine (L-GIn) and L-glutamic acid (L-Glu) show potential for use in this regard, as
they have beneficial effects on the body. This study aimed to evaluate the productivity and sperm quality
of fresh semen from 24 male breeding pigs of four commercial lines (A, B, C, and D), with an average
age of (24.5+4.40 months), who received diets containing levels of (0.0%, 0.5%, and 1.0% of L-GIn
and L-Glu). For 120 days, the animals were housed individually in metal cages and distributed in a
randomized block design (RBD), with three treatments (inclusion of 0.0%, 0.5%, and 1.0% of L-Gln
and L-Glu in the diet) and four repetitions (blocks) with two pens per experimental unit. Daily, 2.5 kg
of central standard feed (CSF) were provided in a single feeding, with the supplement given on top
according to each treatment. For the evaluation of the testicular biometry of the animals, two
measurements were taken (M1 = day 15 and M2 = day 115), measuring the length and width of the right
testicle (RTL and RWL) and left testicle (LTL and LWL) with the aid of a caliper. For the evaluation of
sperm productivity and quality, over a period of 120 days, the sperm-rich fraction of the ejaculates was
collected twice a week using a semi-automatic method on a fixed mannequin, and was immediately
followed by analysis in a CASA (Computer-Assisted Semen Analysis) system, considering the
parameters: ejaculate volume (mL), sperm concentration (%), viable sperm concentration (%), motility
(%), pathology (%), sperm in billions per collection (bi/C), sperm in billions per month (bi/M), and
number of doses (2x10°). In the evaluation of sperm morphology using the stained smear technique, the
following parameters were assessed: Normal spermatozoa (%); Total pathologies (%); Head defect (%);
Acrosome defect (%); Midpiece defect (%); Coiled tail (%); Tail with proximal cytoplasmic droplet (%);
Tail with distal cytoplasmic droplet (%); Proximal cytoplasmic droplet (%); Distal cytoplasmic droplet
(%) and Isolated head (%). In the supravital test, the parameters of live (%) and dead (%) spermatozoa
were quantified. The results obtained for the testicular parameters indicated higher averages for the (D)
lineage compared to the others (A, B, and C). There was no statistical difference (p > 0.05) when
evaluating the treatments separately, but there was a statistical difference (p < 0.05) between the
measurements (M1) and (M2), regardless of the treatments (0.0%, 0.5%, and 1.0%). In productivity,
there was a statistical difference (p < 0.05) between the treatments, with treatments (0.5 and 1.0%)
standing out compared to treatment (0.0%), among the lineages, with lineage (B) being highlighted, as
well as differences between the cycles. In sperm morphology, there was a statistical difference (p < 0.05)
between strains, with the results alternating between them. It was concluded in this study that the
supplementation of 0.5% and 1.0% of the amino acids L-Gln and L-Glu in the diet of boars provided
significant results (p < 0.05) between the treated groups and the control group, in the evaluation of
productivity and sperm quality of fresh semen, with the best results attributed to the treated animals,
demonstrating the positive effect of the supplement for this animal category.

Keywords: amino acid, ejaculate, nutrition, swine reproductive, supplement.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira, nos ultimos anos, tem se mostrado competitiva no mercado
nacional e internacional, € vem mantendo-se entre os maiores produtores e exportadores de
carne suina do mundo.

O bom desempenho produtivo e reprodutivo de suinos no Brasil ¢ atribuido aos
investimentos aplicados no melhoramento genético das linhagens comerciais, no manejo
sanitario, na producao de doses de sémen com alta capacidade de fertilizagdao, no uso da
inseminacao artificial (IA) com sémen resfriado e nas pesquisas sobre exigéncias nutricionais
de cada categoria animal.

A inseminacao artificial (IA) € praticada mundialmente e ¢ a biotecnologia mais aplicada
e eficaz na reprodugdo de suinos (Waberski et al., 2019). No Brasil, em 2019, considerando o
plantel de matrizes em criagdes tecnificadas, foi estimado que 94,4% do plantel foi inseminado
(Viana et al., 2020).

Nesse sentido, fica evidente a importancia do bom manejo do macho reprodutor suino
para a obten¢ao de doses de sémen com alta capacidade de fertilizagdao na producgao.

Waberski et al. (2019) relatam que a produgao de doses de s€men com alta capacidade
de fecundagdo ¢ um grande desafio na suinocultura moderna.

Atualmente, na nutricdo de suinos machos reprodutores, pesquisadores tém direcionado
seus estudos na busca de elementos ou compostos que possam proporcionar o aumento da
produtividade do sémen, juntamente com a melhoria da qualidade das células espermaticas,
pois, a formulacao de uma dieta para este fim, ainda ¢ vista como um desafio a ser vencido na
atualidade.

Neste contexto, os aminoacidos L-glutamina e L- 4cido glutdmico se apresentam com
potencial para serem utilizados nas formulagdes de dietas para suinos machos reprodutores,
pois sdo inimeras as pesquisas que mostram que esses aminodcidos agem de forma dinadmica
no metabolismo animal, promovendo inimeros beneficios para o organismo animal.

A glutamina ¢ classificada como aminodcido ndo essencial, no entanto, estudos tém
afirmado categoricamente que, a sintese endogena de glutamina ndo atende as demandas do
corpo em condi¢des, como sepse (Kao et al., 2013); traumas (Rodas et al., 2012), bem como,
exercicio fisico intenso e prolongado (Leite ef al., 2016) e em animais reprodutores machos e
fémeas (Wu, 2013).

Hamed et al. (2022) afirmam que a glutamina ¢ um aminodcido condicionalmente

essencial, exerce efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios. Em quase todas as células, a
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glutamina pode ser usada como substrato para a sintese de nucleotideos (purinas, pirimidinas e
aminoacidos), fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADPH), antioxidantes e
muitas outras vias biossintéticas envolvidas na manutengdo da integridade e fungdo celular
(Curi et al., 2016; Cruzart et al., 2014).

Por outro lado, o glutamato ¢ precursor da sintese de ornitina em macrdéfagos e
mondcitos, o que o conecta com o ciclo da ureia e resulta na formacdo de arginina, substrato
para enzima oxido nitrico sintetase (Newsholme et al., 2003).

Wu et al. (1995) afirmam que o glutamato pode substituir a glutamina em diversos
papéis metabdlicos, como na geragdo de energia e sintese de aminoacidos.

Em suas pesquisas, Zhang et al. (2016) e Wang et al. (2022) enfatizam que esses
aminoacidos sdo indispensaveis a regulacdo do metabolismo do nitrogénio e a homeostase
corporal.

Isso posto, objetivou-se com este estudo avaliar a produtividade e a qualidade
espermatica do s€émen fresco de 24 suinos machos reprodutores, suplementados com diferentes

niveis de L-glutamina e L-acido glutamico na dieta.

2 MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos experimentais envolvendo os animais no estudo foram

aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (CEUA/UFRPE), Recife, sob o nimero de aprovagdo 1671090822.

2.1 Localizacio e estrutura da irea experimental, animais e tratamentos

Esse estudo foi realizado em uma Unidade de Disseminagao de Genética (UDGQG)
pertencente a Empresa Bretanha Importacdo e Exportagdo Ltda, localizada na Cidade de Sao
Carlos, Estado de Santa Catarina — SC.

O municipio possui clima mesotérmico e esta a uma altitude média de 260 metros acima
do nivel do mar. Esta localizado geograficamente a latitude de 27°05°00 ao Sul do Trdpico de
Capricoérnio, e longitude de 53°01°00” ao Oeste do Meridiano de Greenwich (Oliveira ef al.,
2019).

A presente pesquisa foi desenvolvida durante 120 dias. Nesse periodo, a pesquisa foi
conduzida dentro de um galpao de alvenaria, coberto com telhas de fibrocimento, piso em
concreto armado e com divisorias de gaiolas metalicas com dimensdes apropriadas (240cm x
70cm x 130 cm) para alojar individualmente os animais, sendo essas equipadas com bebedouro

do tipo nipple, comedouro do tipo calha e sistema de fornecimento de ragdo semiautomatico.
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Para a realizagdo da coleta da fragdo rica em espermatozoides dos ejaculados, o referido
galpao contava com uma sala de coleta com quatro divisorias em alvenaria (Box de coleta),
piso ceramico e equipada com 4 manequins fixos em aco inox. Tal estrutura tornava possivel a
realizagao do procedimento de coleta de sémen de quatro animais simultaneamente.

O galpao contava também com um laboratorio para analise de s€émen equipado com
microscopio optico e de contrastes, computador, estufa de circulacdo de ar forgada, maquina
envasadora de doses de s€émen, conservadora, refrigerador, osmose, balanga de precisdo e placa
aquecedora.

Toda a estrutura do referido galpao contava com sistema automatico de monitoramento
de temperatura, umidade relativa do ar e ventilagdo.

Neste estudo, foram utilizados 24 suinos machos reprodutores saudaveis (Sus scrofa
domesticus) de 4 linhagens comerciais com idade média de (24,5 + 4,40 meses) que foram
distribuidos individualmente em gaiolas metéalicas em um delineamento de blocos casualizados
(DBC), com 3 tratamentos (0,0 %; 0,5% e 1,0% de inclusdo de L-Glutamina e L-Acido
Glutamico na dieta), 4 repeti¢des (Blocos) com 2 animais cada repeticao.

Durante todo periodo experimental (120 dias), os animais foram alimentados com ragao
padrdo da central (RPC) a base de milho e farelo de soja (Tabela 1), fornecida pela Empresa
Polinutri Alimentos S/A, CNPJ: 60.210.515/0004-90.

Diariamente, a racdo padrdo da central (RPC) foi fornecida aos animais as 6:00 h da
manh, na quantidade de 2,5 kg em um tinico trato e o suplemento L — Glutamina e L — Acido
Glutdmico (AminoGut) (Tabela 2), fornecido pela empresa Ajinomoto do Brasil Industria e
Comercio de Alimentos Ltda. CNPJ: 46.344.354/0001-54, foi incluido na racao de forma on

top de acordo com cada tratamento e o acesso a dgua pelos animais foi ad libitum.

Tabela 1: Composicdo nutricional Bésica das dietas fornecidas para Suinos machos Reprodutores
durante o periodo experimental.

(Continua)
Dietas Experimentais
Ingredientes (RPC) + 0% (RPC) + 0,5% (RPC) + 1,0%
L- Glne L- Gh L- Gln e L- Gh L-Glne L-Glu

Umidade (max) 125g/kg 125g/kg 125g/kg
Proteina Bruta (min) 140g/kg 140g/kg 140g/kg
Extrato Etéreo (min) 30g/kg 30g/kg 30g/kg
Fibra Bruta (max) 75g/kg 75g/kg 75g/kg
Matéria mineral (max) 85g/kg 85g/kg 85g/kg
Calcio (min) 7.500mg/kg 7.500mg/kg 7.500mg/kg
Célcio (max) 12g/kg 12g/kg 12g/kg
Fosforo (min) 6500mg/kg 6500mg/kg 6500mg/kg
Lisina (min) 6.500mg/kg 6.500mg/kg 6.500mg/kg
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Tabela 1: Composi¢ao nutricional Basica das dietas fornecidas para Suinos machos Reprodutores
durante o periodo experimental.
(Conclusio)

Dietas Experimentais

Ingredientes (RPC) + 0% (RPC) + 0,5% (RPC) + 1,0%
L-Glne L-Glu L-Glne L-Glu L-Glne L- Glu
Carnitina (min) 50mg/kg 50mg/kg 50mg/kg
Metionina (min) 2400mg/kg 2400mg/kg 2400mg/kg
Sédio (min) 2.300mg/kg 2.300mg/kg 2.300mg/kg
Ferro (min) 70mg/kg 70mg/kg 70mg/kg
Cobre (min) 66mg/kg 66mg/kg 66mg/kg
Manganés (min) 29mg/kg 29mg/kg 29mg/kg
Zinco (min) 157mg/kg 157mg/kg 157mg/kg
Iodo (min) 1,1mg/kg 1,1mg/kg 1,1mg/kg
Selénio (min) 0,35mg/kg 0,35mg/kg 0,35mg/kg
Cromo (min) 2mg/kg 2mg/kg 2mg/kg
Vitamina A (min) 8.500UI/kg 8.500Ul/kg 8.500Ul/kg
Vitamina D3(min) 1700Ul/kg 1700Ul/kg 1700Ul/kg
Vitamina E(min) 85Ul/kg 85Ul/kg 85Ul/kg
Vitamina K3 (min) 2,1mg/kg 2,1mg/kg 2,1mg/kg
Vitamina B1(min) 3,6mg/kg 3,6mg/kg 3,6mg/kg
Vitamina B2(min) 8,0mg/kg 8,0mg/kg 8,0mg/kg
Vitamina B6(min) 5,6mg/kg 5,6mg/kg 5,6mg/kg
Vitamina B12(min) 37,5mg/kg 37,5mg/kg 37,5mg/kg
Niacina (min) 44,5mg/kg 44, 5mg/kg 44,5mg/kg
Pantotenato de Calcio (min) 28,24mg/kg 28,24mg/kg 28,24mg/kg
Acido Félico (min) 2,72mg/kg 2,72mg/kg 2,72mg/kg
Biotina (min) 0,68mg/kg 0,68mg/kg 0,68mg/kg
Cloreto de Colina (min) 1.400mg/kg 1.400mg/kg 1.400mg/kg
Vitamina C (min) 500mg/kg 500mg/kg 500mg/kg

Fonte: Adaptado da tabela fornecida pela Empresa Polinutri Alimentos S/A (2022).

Tabela 2: Ficha Técnica AminoGut (L- Glutamina e L- Acido Glutamico)

Indicacao Aminoacido para todas as espécies animais.

P6 cristalino de coloragdo branca a amarelo claro

Caracteristicas Fisica Gravidade especifica, kg/L. 1,5 a 1,6

Garantia L- Glutamina, % 10,0 Minimo
Comercial L-Acido Glutdmico, 10,0 Minimo
Matéria seca, % 99,0 Minimo
Proteina bruta, % 60,0 Minimo N x 6,25 (por convengao)
Valores EB, kcal/kg 3646
Nutricionais ED, kcal/kg (suinos) 3617
EM, kcal/kg (suinos) 3434
EL, kcal/ kg (suinos) 2661
. Produto isento de registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Registro

Abastecimento do Brasil
Adaptado: Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos Ltda (2021).
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2.2 Avaliacao morfologica dos testiculos

Para avaliacdo morfologica dos testiculos dos animais, foram realizadas duas medicdes,
sendo que a primeira, realizada no décimo quinto dia do periodo experimental (M 1= 15° dia) e
a segunda, realizada no centésimo décimo quinto dia do periodo experimental (M2= 115° dia).

Na realizagdo das medigdes dos testiculos dos animais para obtengao dos parametros de
morfologia testicular, foram tomadas as medidas de comprimento do testiculo direito (CTD),
largura do testiculo direito (LTD), comprimento do testiculo esquerdo (CTE) e largura do
testiculo esquerdo (LTE), sendo essas medidas realizadas in vivo com o auxilio de paquimetro,
de acordo com (CBRA, 2013).

Para o célculo do volume dos testiculos direito e esquerdo (VTD e VTE), foi utilizada a
formula de Bailey ef al. (1998), descrita no Manual para Exame Androlégico e Avaliagao de
Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

Vol = 4/3 x [] x (L/2)? x (h/2) (individual de cada testiculo)

Onde:

[1=3,1416

L = largura testicular

h = comprimento testicular

2.3 Avaliagdo de parametros de produtividade e qualidade espermatica

Durante os 120 dias de experimento, a fracdo rica em espermatozoides dos ejaculados
foi coletada pelo método semiautomatico em manequim fixo e em sala apropriada, com uso de
copo térmico contendo filtro de papel para separar a fracdo gelatinosa e saco plastico para
conten¢do da fracdo rica do ejaculado, que era imediatamente encaminhada para avaliagdo no
laboratério.

Ao entrar no laboratdrio, a fragao rica dos ejaculados era visualmente avaliada quanto a
cor (branco, marfim e marrom claro), aspecto (aquoso, opalescente, leitoso ou cremoso) e,
posteriormente, pesada em balanga de precisdao, com o resultado expresso em mililitros (mL),
de acordo com (CBRA,2013).

Em seguida, os parametros de motilidade massal (%), volume (mL), patologia (%),
espermatozoides normais (%), concentragdo (milhdes [mi/mL]), bilhdes de espermatozoides
por coleta (bi/C), bilhdes de espermatozoides por més (bi/M), espermatozoides viaveis por dose
(%) e numero de doses eram avaliados em sistema CASA (Computer-Assisted Semen
Analysis)- Magavision, Magapor.

Para o calculo do nimero de doses, foram utilizados os seguintes dados.
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Peso do ejaculado (mL)

Concentra¢do do Magavision (mi/mL)

% de Patologias pelo Magavision
Espermatozoides vidveis (sem patologias)

Espermatozoides viaveis por dose pos-cervical: 1,25 x 10° espermatozoides

YV V.V V VYV V

Espermatozoides viaveis por dose cervical: 2,0 x 10 espermatozoides

Onde:

Espermatozoides viaveis = Peso do ejaculado x Concentracdo do Magavision - % de
Patologias

Numero de doses = Espermatozoides totais vidveis / meta de espermatozoides vidveis
por dose (1,25 ou 2,0 bi)

Para avaliacao de concentra¢do e morfologia espermatica, a fragdo rica do ejaculado foi
mensurada na camara magavision, sendo retirada uma amostra de 100 pL. de s€émen com o
auxilio de uma pipeta, em seguida foi adicionada a um Eppendorf com 900 pL de solug¢do
fisiologica de formol citrato 0,3%.

Posteriormente, 2 pL da mistura s€émen + formol foram depositados na camara
magavision e realizada a leitura em microscopio em contraste de fases de 10x. Ejaculados com
até¢ 30% de patologias seguiam para processamento. Estimaram-se também as patologias
espermaticas e a porcentagem de espermatozoides vivos ou mortos pelo método de coloracao
supravital Eosina-Nigrosina de acordo com o Colégio Brasileiro de Reprodugcdo Animal
(CBRA, 2013).

Para a avaliacdo de Motilidade massal, foi depositado 50 uL de sémen entre a lamina e
a laminula, pré-aquecidas a 37°C, em seguida observado em microscopio em lente de aumento
de 4x em contraste de fase, com o resultado expresso em porcentagem, valores abaixo de 70%
o sémen era reprovado.

Para a avaliagdo da morfologia espermatica, adotando o método de coloracao Eosina-
Nigrosina, foram realizados 2 esfregacos corados de cada amostra coletada em laminas
previamente aquecidas a 37°C. As amostras de sémen in natura foram associadas com solugao
a base de eosina-nigrosina, sendo que, posteriormente, as  laminas coradas foram analisadas
em imersdao a um aumento de 1.000x em microscopio Optico, sendo analisadas 200 células
espermaticas, como proposto pelo Colégio Brasileiro de Reproducao Animal (CBRA, 2013).

Na referida avaliagdo, foram considerados os seguintes parametros: Espermatozoides

normais (SptzN%); Total de Patologias (TP%); Defeito de Cabeca (DC%); Defeito de
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Acrossoma (DC%); Defeito de Peca Intermediaria (DP1%); Cauda Dobrada Enrolada (CDE%);
Cauda Dobrada com Gota Citoplasmatica Proximal (CDGCP%); Cauda Dobrada com Gota
Citoplasmatica Distal (CDGCD%); Gota Citoplasmatica Proximal (GCP%); Gota
Citoplasmatica Distal (GCD%) e Cabega Isolada (C1%). Paralelo a avaliagdo da morfologia
espermatica foi realizado o teste supra vital (espermatozoides vivos ou mortos). No teste supra
vital utilizando a técnica da lamina corada com solu¢do a base de eosina-nigrosina, foram
contadas 100 células espermaticas de cada lamina, sendo quantificado o percentual de
espermatozoides vivos (V%) e de espermatozoides mortos (M%).
2.4 Analise estatistica

Primeiramente, foi utilizado o teste de Shapiro-wilk para avaliar a normalidade dos
dados. As medidas dos parametros testiculares e volume foram submetidas ao teste t de Student,
para verificacdo da existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos e grupos
analisados. Posteriormente, foi feita a analise de variancia para verificagdo da existéncia de
interacdo entre os tratamentos e o tempo das medigoes.

Para os dados de produtividade e morfologia espermatica, foi realizada a ANOVA com
medidas repetidas no tempo. Todos os dados foram submetidos ao programa estatistico R, com
os pacotes ggplot2, ggpubr e dplyr (RDevelopment Core Team, 2011). O nivel de significancia

adotado nas analises foi de P<0.05.
3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da avaliacdo da morfologia testicular (Tabela 3) apontam que foi
constatada diferenca estatistica (p<0,05) quando avaliados os parametros testiculares (CTD,

LTD, CTE, LTE, VID e VTE) entre as linhagens (A, B, C e D) utilizadas neste estudo.

Tabela 3: Média ¢ erro padrio da média (EPM), dos parametros testiculares de cachagos de quatro
linhagens comerciais (A, B, C e D) independente dos tratamentos (0,0%, 0,5% e 1,0% de L-Glutamina
e L- Acido Glutdmico).

Varidvel A B Linhagem C D p-valor
CTD 13,7+0,3b 13,9+0,2b 14,0+0,1b 15,4+0,3a <0,001
LTD 9+0,2b 8,6+0,2b 8,2+0,1c 9,7+0,2a <0,001
CTE 14,1+0,2b 13,7+0,2b 13,940,1b 15,4+0,2a <0,001
LTE 9,1+£0,3b 8,5+0,2c 8,3+0,1c 9,9+0,2a <0,001
VTD 580+36,3b 544+38,6b 497+22,9b 766+47,7a <0,001
VTE 633+54,1b 5254+32,2b 508+29,7b 750+63,2a <0,001

a Letras diferentes indicam diferencas estatistica (P < 0,05). Linhagem (A, B, C e D); CTD=
Comprimento do testiculo direito; LTD= Largura do testiculo direito; CTE= Comprimento do testiculo
esquerdo; LTE= Largura do testiculo esquerdo; VITD= Volume do testiculo direito; VTE= Volume do
testiculo esquerdo.
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Murgas (1999) cita que a biometria e a determina¢do do volume testicular auxiliam na
caracterizacao da puberdade e maturidade sexual em suinos, pois mostram o desenvolvimento
testicular do reprodutor e a sua capacidade em produzir espermatozoides.

As médias obtidas neste estudo (Tabela 4) para os parametros testiculares avaliados
(CTD, LTD, CTE, LTE, VID e VTE) sao diferentes daquelas referenciadas no Manual para
Exame Androlégico e Avaliagdo do Sémen Animal do Colégio Brasileiro de Reprodugao
Animal (CBRA, 2013).

De acordo com Colégio Brasileiro de Reproducao Animal - CBRA (2013), para o
comprimento e largura médios para os testiculos machos suinos de acordo com a idade, os
animais de 12 a 30 meses de idade o comprimento do testiculo (cm) seria de 9,7 - 11,0 (8,2 -
12) e a largura do testiculo (cm) seria de 5,9 - 7,2 (4,9 - 8,0). Neste estudo, para a mesma faixa
etaria de idade, os resultados foram superiores as do manual, com medidas de CT variando de
13,7cm a 15,4cm e para LT as médias variaram de 8,2cm a 9,9cm.

Vale ressaltar que nesse estudo foram utilizados animais hibridos de quatro linhagens
comerciais e, portanto, os resultados estdo em conformidade com estudos anteriores.

Em seu estudo Kamanova et al. (2016) cita que evidéncias indicam, ainda, que animais
hibridos apresentam melhor libido, puberdade precoce e maior tamanho de testiculos quando
comparados a animais de raga pura.

Nesse estudo, houve diferenga estatistica (p<0,05) entre as linhagens, sendo que, a
linhagem D obteve maiores médias em todos os pardmetros comparada com as demais.

Na (Tabela 4) os resultados mostram que ndo foi verificada diferenca estatistica
(p>0,05) nos parametros testiculares avaliados, quando comparados separadamente os
tratamentos (0,0%, 0,5% e 1,0% de inclusao de Gln e Glu) na dieta de cachacos.

Tabela 4: Média e erro padrdo da média (EPM), dos parametros testiculares de cachagos independente
da linhagem (A, B, C e D), considerando separadamente os tratamentos (0,0%, 0,5% e 1,0%) de inclusdo
de L-Glutamina e L- acido Glutamico na dieta.

(Continua)
M1 M2
Variavel AminoGut% AminoGut% pl_
0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0 varor
CTD 13,0+0,2 14,6+0,2 13,0+0,3 14,4+0,4 15,2+0,3 14,6+0,2 0,228
(cm)
LTD 8,48+0,4 8,41+0,2 8,33+0,2 9,22+0,4 9,49+0,3 9,19+0,2 0,597
(cm)
CTE 13,5+0,4 14,0+0,2 13,6+0,2 14,5+0,4 15,3+0,3 14,6+0,2 0,835
(cm)
LTE 8,57£0,3 8,53+0,3 8,21+0,2 9,6+0,4 9,6+0,3 9,25+0,2 0,093
(cm)
VTD 511+47,1 546+43,4  473+32,8 652+75,5 727+62,3 649+39,6 0,370

(mL)
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Tabela 4: Média e erro padrdo da média (EPM), dos parametros testiculares de cachagos independente
da linhagem (A, B, C e D), considerando separadamente os tratamentos (0,0%, 0,5% e 1,0%) de inclusdo
de L-Glutamina e L- acido Glutamico na dieta.

(Conclusao)
Ml M2
Variavel AminoGut% AminoGut% p-
0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0 valor
VTE 525+57,3 473+24,8  484+38,1 701£79,0 753+£75,6  670+38.8 0,326

(mL)

[ etras diferentes indicam diferengas estatistica (P < 0,05). CTD= Comprimento do testiculo direito;
LTD= Largura do testiculo direito; CTE= Comprimento do testiculo esquerdo; LTE= Largura do
testiculo esquerdo; VTD= Volume do testiculo direito; VTE= Volume do testiculo esquerdo; M1= 15
dias de experimento e M2= 115 dias de experimento.

Na avaliacdo dos parametros testiculares, considerando separadamente os grupos
tratados, os resultados da (Tabela 4) mostram que ndo houve influéncia do tratamento nos
parametros avaliados, indicando que as diferengas entre os grupos tratados nao sao consideradas
relevantes (p>0,05).

Na avaliagdo do sémen fresco, os resultados obtidos (Tabela 5) mostram que foi
constatado efeito do tratamento (p>0,05) nos pardmetros avaliados, mas houve diferenca
estatistica (p<0,05) entre as linhagens para: Concentracdo de espermatozoides (mi/mL),
Concentragdo de espermatozoides Vidveis (mi/mL), Espermatozoides (bi/C) e Numero de
Doses produzidas ([ JD= 2x10°), também houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os ciclos
espermaticos para os parametros: Concentracao de espermatozoides (mi/mL); Concentragdo de
espermatozoides vidveis (mi/mL); Espermatozoides (bi/C) e nimero de doses produzidas (D=
2x10%).

Atualmente, inumeras linhagens comerciais de reprodutores suinos de alto potencial
genético estdo disponiveis no mercado brasileiro, o que tem possibilitado ao produtor escolher
qual melhor atende aos seus objetivos de ganhos de desempenho produtivo e reprodutivo.

A produgdo e selecao de machos reprodutores visando o melhoramento genético obteve
um grande destaque a partir da utilizagdo da inseminag¢do artificial (IA) (Broekhuijse et al.,
2012). A atividade sexual, o volume e a qualidade do sémen produzido por esses machos
reprodutores tornaram-se caracteristicas importantes para a IA (Wysokinska e Kondracki,

2014).
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A avaliagdo dos parametros de qualidade seminal de suinos ¢ de fundamental
importancia na suinocultura moderna, pois, além de atender aos valores pré-determinados para
o processamento e comercializacdo do sémen na forma de doses inseminantes, fornece
informacdes relacionadas a satide do animal, bem como possibilita 0 acompanhamento do
desempenho produtivo do cachaco e a tomada de decisdes quanto a sua permanéncia ou nao no
ciclo de produgao.

De acordo com Oberlender et al. (2012), a avaliacdo do sémen fresco €, antes de tudo,
a etapa mais importante na auditoria do processo de producao de doses de inseminagao.

Gonzélez-Pena ef al. (2015) relatam que as caracteristicas mais importantes, no que diz
respeito a qualidade do ejaculado, sdo: volume, motilidade dos espermatozoides, concentragao
e morfologia espermatica.

Na tabela (Tabela 5), pode-se observar que ocorreu diferenca estatistica (p<0,05) entre
os tratamentos e entre as linhagens dentro dos ciclos para todos os pardmetros de produtividade
contidos na referida tabela.

Os resultados apresentados na (Tabela 5) para volume, motilidade e patologias
espermaticas estdo dentro das caracteristicas desejaveis preconizadas pelo Colégio Brasileiro
de Reproducao Animal (CBRA, 2013). No entanto, as médias obtidas para nimero total de
espermatozoides ficaram abaixo (60 x 10%) das especificadas como desejaveis no referido
manual, com médias variando de (26,99 x 10%) a (81,30 x 10°).

No parametro volume do ejaculado, quando analisados os resultados, pode-se observar
que, no C1, C2 e C3, houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos e, na maioria das
vezes, com os maiores valores sendo atribuidos aos tratamentos 0,5% e 1,0% em comparacao
ao tratamento controle (0,0% de inclusdao de L-Gln e L-Glu) na dieta de cachagos.

Trabalhando com a suplementagdo de L-glutamina e L-4cido glutdmico na dieta de
cachacos, Salinas (2014) constatou que varrdes alimentados com ragdo-padrao + 1% de L-
glutamina e L-4cido glutdmico, durante o periodo experimental, apresentaram, em média,
12,13% mais volume de ejaculado em comparacdo com os animais ndo tratados. A autora
justifica o resultado sugerindo que pode ter ocorrido o aumento da capacidade das células de
captar agua para o meio intracelular, que pode ser induzida pelo uso da ragdo com adi¢ao de
glutamina, favorecendo assim, maior volume.

Nesse estudo, sugere-se também que os resultados com as maiores médias de volume
do ejaculado para os grupos tratados tenham sido influenciados pela adi¢ao do suplemento,
visto que, ao ser transportada para dentro da célula, a glutamina promove maior captagdo de

agua para o meio intracelular, consequentemente aumentando o volume celular.
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Ao comparar o desempenho entre as linhagens para o parametro volume do ejaculado,
foi observado que também houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as linhagens dentro dos
ciclos e as maiores médias foram atribuidas para a linhagem (A) quando comparada com as
demais (B, C e D).

Ross (2023) cita que, antes de se pensar na linhagem do animal a ser introduzido numa
criacdo comercial de suinos, deve-se atentar para os fatores que permitem ao animal exaltar
suas qualidades naturais desejadas. Sabe-se que nenhuma linhagem sera 6tima, assim como
nenhum animal sera eficiente, se as condigdes gerais da criagdo, referentes a sanidade,
alimentacdo, instalagdes e manejo, ndo forem adequadas.

Na avaliac¢do da concentracao de espermatozoides (mi/mL), os resultados apresentados
(Tabela 5) mostram que houve diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos e entre as
linhagens dentro de cada ciclo espermadtico, sendo que no (C1, C2 e C3), no tratamento (0,5%
de gln e glu) as médias sao maiores (p<0,05) do que as do grupo controle, com destaque para a
linhagem (B), que obteve média entre (254 a 504 mi/mL), enquanto que, nas demais linhagens,
a média variou entre (149 a 365 mi/mL).

O grupo controle obteve maiores médias (p<0,05) no ciclo 1 para a linhagem D, e nos
demais ciclos, na mesma linhagem nao diferiu (p>0,05) do tratamento 1,0%.

Seguindo nossa avaliagdo e discussdao dos resultados da (Tabela 5), pode-se observar
uma dindmica nos resultados de todos os pardmetros avaliados, sendo a diferenca estatistica
(p<0,05) constante entre os tratamentos dentro dos ciclos, bem como a presenga de diferenca
estatistica (p<0,05) entre os parametros avaliados para as linhagens.

Os resultados para motilidade e patologias espermaticas, como mencionado
anteriormente, estdo dentro das caracteristicas desejaveis preconizadas pelo Colégio Brasileiro
de Reproduc¢do animal (CBRA, 2013).

Para o pardmetro espermatozoides bilhdes por coleta (bi/C) o tratamento controle ndo
difere (p>0,05) no ciclo 1 nas linhagens (C e D), e no ciclo 2 com maior média, difere
estatisticamente (p<0,05) do tratamento 1%, na linhagem (C), sendo maior que o (0,5%) na
linhagem (D).

No parametro bilhdes por més (bi/M), os resultados seguem semelhantes as avaliagdes
anteriores, com médias maiores (p<0,05), alternando-se nos grupos tratados em comparagao
ao tratamento controle, e, em alguns casos, esses resultados mudam em favor do grupo controle,
como apresentado no (C2), onde o tratamento controle teve maior média (p<0,05) em

comparagdo com os tratados no parametro bilhdes por més (bi/M) na linhagem D.
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Sobre a produ¢do animal, Almeida (2021) cita que fatores como a temperatura, o
fotoperiodo e a nutrigdo podem impactar negativamente na qualidade de vida, levando a um
desajuste na homeostase que pode refletir na reproducao desses animais.

Deve-se salientar que animais em desconforto térmico podem reduzir seu desempenho
reprodutivo (Mesquita et al., 2011), resultando em alteragdes no comportamento sexual (Hodel
etal.,2021), na qualidade espermatica, no tamanho testicular e epididimario (Hodel et al., 2021;
Eloy, 2007) e, por consequéncia, reduzir a qualidade da formacao e armazenamento da célula
espermatica (Hodel et al., 2021).

Em quase todas as células, a glutamina pode ser usada como substrato para a sintese de
nucleotideos (purinas, pirimidinas e aminoacidos), fosfato de dinucleotideo de nicotinamida
adenina (NADPH), antioxidantes e muitas outras vias biossintéticas envolvidas na manutengao
da integridade e fun¢do celular (Curi ef al., 2016; Cruzart ef al., 2014).

Nesse sentido, as inimeras utilidades da L-glutamina e do L-acido glutamico para o
organismo reforcam a hipdtese de que o aporte nutricional desses aminoacidos pode ter
contribuido para a proliferacao das células espermaticas.

Como esperado, em fun¢do dos resultados das avaliacdes que tiveram maiores médias
nos parametros que fazem parte da base de célculo para o nimero de doses inseminantes, foi
possivel constatar o reflexo de maiores resultados (p<0,05) para o nimero de doses nos grupos
tratados nas linhagens (A e B), ja no ciclo 1, para as linhagens (C e D), o grupo controle nao
diferiu dos grupos tratados (p>0,05).

Na sequéncia de apresentagdo e discussao dos resultados, estdo contidos na (Tabela 7)
os resultados da avaliacdo da morfologia espermatica pelo teste do esfregaco corado.

Os resultados (Tabela 6) mostram que ndo foi constatada diferenga estatistica
significativa (p>0,05) entre os tratamentos nos parametros avaliados de acordo com cada ciclo
espermatico, mostrando com isso que a suplementacdo de L-GIln e L-Glu na dieta de suinos
machos reprodutores, em estado ativo de produgdo, ndo causou efeito nos parametros de

morfologia espermética, de acordo com o resultado das avaliagcdes neste estudo.
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Quando foram analisados os resultados dos parametros (Espermatozoides normais (%);
Total de patologias (%); Defeito de cabega (%); Defeito de peca intermediaria (%); Cauda
dobrada, enrolada com gota citoplasmdtica distal (%), Gota citoplasmatica distal e
Espermatozoides vivos (%)), pode-se constatar que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05)
entre os tratamentos, linhagens e nos ciclos espermaticos avaliados.

J& para os parametros (Defeito de acrossoma (%); Cauda dobrada enrolada (%) e Cauda
dobrada enrolada com gota citoplasmatica proximal (%); Gota citoplasmatica proximal (%) e
espermatozoides mortos, os resultados obtidos nesta pesquisa, apontam diferenca estatistica
(p<0,05) entre as linhagens estudadas.

Numerosos estudos indicam que os resultados dos pardmetros quantitativos e
qualitativos dos ejaculados sdo influenciados por fatores tanto dependentes, como
independentes do suino (Knecht et al., 2017).

Dentre os fatores citados nos estudos, destacam-se: raca (KNECHT et al., 2014),
tamanho dos testiculos (Clark et al., 2003), estacdo (Corcuera et al., 2002; Knecht et al., 2014)
e alimentacao (Liu et al., 2015), bem como idade e intervalos de coleta (Banaszewska e
Kondracki, 2012). Os resultados deste trabalho estdo em conformidade com os estudos, e outros
citados anteriormente, de que a produtividade e qualidade espermatica sofrem influéncia de
varios fatores, e dentre eles, destaca-se, de acordo com os resultados obtidos, a genética.

Apesar dos resultados mostrarem que ndo houve efeito (p>0,05) do tratamento nos
parametros morfologicos avaliados, ¢ importante destacar o quanto os referidos defeitos sao
prejudiciais para o processo de fertilizagdo na suinocultura moderna.

No presente estudo, foram observadas maiores médias (p<0,05) de defeito de acrossoma
para as linhagens (C e D) no tratamento controle, enquanto que no tratamento com 0,5% de
inclusdo de L-Gln e L-Glu, as linhagens (A e B) obtiveram as maiores médias (p<0,05) dessa
patologia.

Na espermatogénese, na fase de diferenciacdo das espermatides arredondadas para as
espermatides alongadas, ¢ que ocorrem modificacdes nas estruturas, como a formagao da
cabeca com a vesicula acrossomica, mantendo um formato aerodindmico para facilitar a
chegada até o local de fertilizagdo e qualquer defeito de méa formagdo da cabeca, bem como,
defeitos que possam prejudicar o acrossoma, pode inviabilizar a fertilizagao.

Com relagdo ao defeito de acrossoma, Johnson (2006) cita que as causas do defeito de

acrossoma podem ser ambientais, genéticas ou uma combinagdo de ambas.
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Um ponto a destacar ¢ que a avaliacdo levou em consideracdo a duragdo de um ciclo
espermatogénico (40 dias), tempo esse que foi considerado como o periodo que compreende a
formacao do espermatozoide na espécie suina.

Como afirmam Swierstra (1968), Franca e Cardoso (1998), em varrdes, cada ciclo
espermatogénico dura em média 8,6 — 9,0 dias, sendo que a duragao total da espermatogénese
¢ de aproximadamente 40 dias, ou seja, cerca de duas semanas para cada fase da
espermatogenese.

Outro parametro que destaca-se aqui ¢ a cauda, pois, ¢ na cauda do espermatozoide,
mais precisamente na pe¢a intermedidria, que estdo alocadas as mitocondrias, dessa forma,
qualquer defeito nessa regido pode comprometer a motilidade, bem como outros processos
dependentes de energia.

Nerci et al. (2020) sugerem que os espermatozoides suinos, mesmo que comumente
considerados exploradores preferencialmente da glicolise para obter energia, dependem
fortemente do OXPHOS mitocondrial para a produgdo de ATP para alimentar a motilidade.

A motilidade e a capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides dependem da
disponibilidade de ATP, a moeda energética da célula, que por sua vez depende do status
mitocondrial (Piomboni et al., 2012).

Na avaliagdo que capacita o s€men suino para processamento, de acordo com o Manual
para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal do Colégio Brasileiro de reprodugao
animal — CBRA (2013), o total de espermatozoides normais ¢ de > 70%.

Sendo assim, neste estudo, os resultados evidenciados com a utilizagdo dos aminoacidos
L-glutamina e L-acido glutdmico na dieta de machos suinos reprodutores, em estado ativo de
reproducdo, estdo em conformidade com os padrdes desejaveis recomendados pelo Colégio

Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

4  CONCLUSAO

Conclui-se, neste estudo, que a inclusdao de 0,5% e 1,0% de L- glutamina e L- &cido
glutdmico na dieta de suinos machos reprodutores foi suficiente para proporcionar um efeito
significativo (p<0,05) entre o grupo de animais que receberam o suplemento e o grupo de
animais controle, na avaliagdo de produtividade e qualidade espermdtica, demonstrando os

efeitos metabolicos positivos do suplemento para estd categoria animal.
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CAPITULO 11

DURABILIDADE E QUALIDADE ESPERMATICA DO SEMEN RESFRIADO E
QUALIDADE ESPERMATICA DO SEMEN POS DESCONGELADO DE
CACHACOS SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES NiVEIS DE L-GLUTAMINA
E L-ACIDO GLUTAMICO NA DIETA
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DURABILIDADE E QUALIDADE ESPERMATICA DO SEMEN RESFRIADO E
QUALIDADE ESPERMATICA DO SEMEN POS DESCONGELADO DE CACHACOS
SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES NIVEIS DE L-GLUTAMINA E L-ACIDO
GLUTAMICO NA DIETA

Resumo: O sémen suino conservado entre 15°C e 18°C ¢ o meio mais eficiente para uso na reproducao
de suinos em escala industrial, diferentemente do sémen suino criopreservado, que ainda enfrenta
desafios para ser utilizado com a mesma eficiéncia na atualidade. Diferentes linhas de pesquisa buscam
por elementos que possam proporcionar melhorias na qualidade das doses de s€émen resfriado, bem como
do sémen criopreservado. Os aminodcidos L-glutamina e L-4cido glutdmico tém despertado interesse
para esse fim, visto que atuam de forma versatil no organismo. O presente estudo avaliou a durabilidade
e a qualidade espermadtica do sémen resfriado e a qualidade espermatica do sémen pos-descongelado de
24 cachagos com idade média de (21,5+4,40 meses), que receberam dietas com niveis crescentes de
AminoGut (0,0%, 0,5% e 1,0% de L-Gln e L-Glu). No decorrer de 120 dias de experimento, trés coletas
(C1=40, C2= 80 e C3= 120 dias) da porg¢ao rica em espermatozoides dos ejaculados foram realizadas
para avaliacao de durabilidade e qualidade espermatica do s€émen resfriado. Apds cada coleta, a fracao
rica em espermatozoides dos ejaculados foi diluida (1:1; v/v) no diluidor de resfriamento (Duragem-
Magapor), envasada em blister de 80 mL e encaminhada para analise quanto a motilidade total nos
tempos (D1 = 24h e D5 = 120h) e avaliagao dos parametros, lesdo de acrossoma, lesdo de membrana
plasmatica e estresse oxidativo do s€émen, nos tempos (D1 = 24h e D5 = 120h) em citometria de fluxo.
Para avaliagdo do sémen pos descongelado, 3 coletas foram realizadas (C1 =92, C2 =99 ¢ C3 =106
dias). Apods cada coleta dos ejaculados, a fragdo rica em espermatozoides foi diluida (1:1; v/v) no
diluidor de resfriamento (DR — 80% de solugdo de lactose a 11% e 20% de gema de ovo) para obter a
concentragdo espermatica necessaria. Na diluicdo da fracdo rica dos ejaculados, 0 mesmo crioprotetor
(89,5% de DR, 1,5% de Orvus Ex Paste e 9% de glicerol) foi adicionado em volume, até completar a
quantidade necessaria para o preenchimento das palhetas de 0,5 ml, as quais foram submetidas ao vapor
de nitrogénio liquido (-90°C) por 20 minutos e, posteriormente, mantidas em nitrogénio liquido a -
196°C. Para o descongelamento, a palheta contendo a amostra de s€émen foi retirada do botijdo e
colocada em banho-maria a 37°C por 30 segundos. No pés-descongelamento, os pardmetros Motilidade
total (MT); Motilidade progressiva (PM); amplitude do deslocamento lateral da cabegca (ALH);
Frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF); distancia média do percurso (DAP); distancia
curvilinea (DCL); distancia em linha reta (DSL); Linearidade (LIN); retiddo (STR); velocidade média
de percurso (VAP); velocidade curvilinea (VCL); velocidade em linha reta (VSL), e oscilagdo (WOB)
foram avaliados em sistema CASA (Computer-Assisted Semen Analysis), ¢ os pardmetros Lesdo de
membrana plasmatica (LMP); Lesdo de acrossoma (LA); Integridade de cromatina (IC) e Estresse
oxidativo do sémen (EOS) por citometria de fluxo. No s€men resfriado, houve diferenca estatistica (p <
0,05) considerando (D1 = 24h e D5 = 120h), independentemente do tratamento, para LA e LMP. Entre
as coletas, independentemente do tratamento, houve diferenga estatistica (p < 0,05) para o EOS. Na
avaliacdo do s€men pos-descongelamento, ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) para os pardmetros
cinéticos, assim como para (LA, LMP, EOS e IC). Conclui-se que os niveis de inclusdo do suplemento
utilizado ndo foram suficientes para promover efeitos significativos na avaliagdo do sémen resfriado e
do sémen pos-descongelado. Esses resultados ressaltam a necessidade de continuidade das pesquisas na
busca de melhores resultados para a durabilidade e qualidade do sémen resfriado, bem como para a
qualidade do s€émen pos-descongelado.

Palavras-chave: aminoacidos, nutrigao, reprodugdo, reprodutor suino.
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DURABILITY AND SPERM QUALITY OF COOLED SEMEN AND SPERM QUALITY OF
POST-THAWED SEMEN FROM BOARS SUPPLEMENTED WITH DIFFERENT LEVELS
OF L-GLUTAMINE AND L-GLUTAMIC ACID IN THE DIET

Abstract: Swine semen stored between 15°C and 18°C is the most efficient medium for use in
industrial-scale pig reproduction, unlike cryopreserved porcine semen, which still faces challenges to be
used with the same efficiency today. Different lines of research are seeking elements that can provide
improvements in the quality of cooled semen doses, as well as cryopreserved semen. The amino acids
L-glutamine and L-glutamic acid have garnered interest for this purpose, as they act in a versatile manner
within the organism. The present study evaluated the durability and sperm quality of cooled semen and
the sperm quality of post-thawed semen from 24 bulls with an average age of (21.5+4.40 months), who
received diets with increasing levels of AminoGut (0.0%, 0.5%, and 1.0% of L-Gln and L-Glu). During
the 120-day experiment, three collections (C1= 40, C2= 80, and C3= 120 days) of the sperm-rich portion
of the ejaculates were carried out to evaluate the durability and quality of the cooled semen. After each
collection, the sperm-rich fraction of the ejaculates was diluted (1:1; v/v) in the cooling dilutor
(Duragem- Magapor), packaged in 80 mL blisters, and sent for analysis of total motility at times (D1 =
24h and D5 = 120h) and evaluation of parameters, acrosome damage, plasma membrane damage, and
oxidative stress of the semen, at times (D1 = 24h and D5 = 120h) using flow cytometry. For the
evaluation of post-thawed semen, 3 collections were performed (C1 =92, C2 =99, and C3 = 106 days).
After each collection of the ejaculates, the sperm-rich fraction was diluted (1:1; v/v) in the cooling
diluent (CD — 80% lactose solution at 11% and 20% egg yolk) to achieve the necessary sperm
concentration. In the dilution of the rich fraction of the ejaculates, the same cryoprotectant (89.5% DR,
1.5% Orvus Ex Paste, and 9% glycerol) was added in volume until the necessary amount for filling the
0.5 ml straws was reached, which were then subjected to liquid nitrogen vapor (-90°C) for 20 minutes
and subsequently maintained in liquid nitrogen at -196°C. For thawing, the straw containing the semen
sample was removed from the canister and placed in a water bath at 37°C for 30 seconds. After thawing,
the following parameters: Total Motility (TM); Progressive Motility (PM); Amplitude of Lateral Head
Displacement (ALH); Cross-Flagellar Beat Frequency (BCF); Average Path Velocity (APV);
Curvilinear Path Velocity (VCL); Straight-Line Velocity (VSL); Linearity (LIN); Straightness (STR);
Average Path Velocity (VAP); Curvilinear Path Velocity (VCL); Straight-Line Velocity (VSL), and
Wobble (WOB) were evaluated using the CASA (Computer-Assisted Semen Analysis) system, and the
parameters Plasma Membrane Damage (PMD); Acrosome Damage (AD); Chromatin Integrity (CI) and
Semen Oxidative Stress (SOS) by flow cytometry. In cooled semen, there was a statistical difference (p
< 0.05) considering (D1 = 24h and D5 = 120h), regardless of the treatment, for LA and LMP. Between
the collections, regardless of the treatment, there was a statistical difference (p < 0.05) for EOS. In the
evaluation of post-thaw semen, there was no statistical difference (p > 0.05) for the kinetic parameters,
as well as for (LA, LMP, EOS, and IC). It is concluded that the levels of inclusion of the supplement
used were not sufficient to promote significant effects in the evaluation of cooled semen and post-thaw
semen. These results highlight the need for continued research in the pursuit of better outcomes for the
durability and quality of cooled semen, as well as for the quality of post-thawed semen.

Keywords: amino acids, nutrition, reproduction, swine breeder.
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1 INTRODUCAO

O agronegdcio brasileiro assume papel importante na geracao de emprego e renda nas
diferentes regides do pais, com atividades que colocam o Brasil entre os maiores produtores e
exportadores do mundo, e dentre essas atividades, destaca-se a producgdo de suinos, que tem
apresentado altos niveis de produg¢ao nos tltimos anos.

O bom desempenho produtivo de suinos no Brasil tem sido atribuido, dentre outros, aos
avangos na nutri¢ao dos animais, na ambiéncia, no melhoramento genético e na utilizacao das
biotecnologias de reproducao, com destaque para a inseminacao artificial com sémen diluido e
resfriado entre 15°C a 18°C.

Waberski et al. (2019) afirmam que, no Brasil, a propor¢ao de acasalamentos por LA ¢
de 95%, percentual semelhante ao de outros grandes produtores de suinos. A Unido Europeia,
segundo maior produtor de suinos, possui 0 mesmo percentual do Brasil, que ocupa o quarto
lugar.

Por outro lado, Jovicice et al. (2020) e Almubarak et al. (2021) afirmam que menos de
1% do sémen criopreservado de suinos foi usado para inseminacao artificial e fertilizacdo in
vitro.

A criopreservagao espermatica ¢ uma das principais biotecnologias da reproducao, pois
permite o armazenamento do sémen por tempo indeterminado, o que facilita a difusdo genética
de reprodutores geneticamente superiores e torna possivel o transporte seminal entre regides
geograficamente distantes (Veerkamp e Beerda, 2007; Andrade et al., 2019; Yéanez-Ortiz et al.,
2022).

A producdo e selecao de machos reprodutores visando o melhoramento genético, obteve
um grande destaque a partir da utilizagdo da insemina¢do artificial (IA) (Broekhuijse et al.,
2012). A atividade sexual, o volume e a qualidade do sémen produzido por esses machos
reprodutores tornaram-se caracteristicas importantes para a IA (Wysokinska e Kondracki,
2014).

De acordo com Estiene et al. (2009), com o aumento de utilizagdo da IA serdo
necessarias estratégias de manejo e nutri¢do para acrescentar fertilidade e qualidade ao sémen.

Na nutri¢ao do macho reprodutor suino, o desafio atual ¢ elaborar uma dieta que atenda
as exigéncias nutricionais do animal e proporcionar o aumento da produtividade de sémen
juntamente com a melhoria da qualidade das células espermaticas.

Nesse contexto, inimeras pesquisas no campo da reproducdo de suinos tém investigado

uma variedade de elementos ou compostos que possam possibilitar melhoras nas caracteristicas
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quantitativas e qualitativas das células espermaticas do sémen diluido e conservado a
temperatura entre 15°C a 18°C, bem como, melhorias nos pardmetros do s€émen criopreservado.

Dentre esses elementos, a incorporacdo de moléculas, como o colesterol e os
aminoacidos, em protocolos de criopreservacao do s€émen suino pode aumentar a protecao da
membrana espermatica e a viabilidade dos espermatozoides nesses procedimentos (Salmon et
al.,2017).

Os aminoacidos L-Glutamina e L-Acido Glutdmico tém ganhado notoriedade no meio
cientifico, pois participam de inumeros processos metabolicos que sdo benéficos para o
organismo como um todo.

A Glutamina ¢ o aminoacido livre mais importante encontrado nos tecidos dos
mamiferos, especialmente o muscular, desempenhando um importante papel na homeostase
proteica (Watford e Wu, 2005).

De acordo com Newsholme (2003), ela age como precursora chave para a formagado de
nucleotideos, e em muitas circunstancias fisioldgicas, a glutamina e o glutamato estdo
sensivelmente relacionados com a fungdo de requerimento da célula.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a durabilidade e
qualidade espermatica do s€émen resfriado, bem como avaliar a qualidade espermatica do sémen
pos-descongelado de cachagos suplementados com diferentes niveis de L-Glutamina e L-Acido

Glutamico na dieta.

2 MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos experimentais, envolvendo os animais no estudo, foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (CEUA/UFRPE), Recife, sob o nimero de aprovagdo 1671090822.

2.1 Localizacio e estrutura da area experimental, animais e tratamentos

Este estudo foi conduzido em uma Unidade de Disseminagdo de Genética (UDG),
pertencente a Empresa Bretanha Importacdo e Exportagdo Ltda, localizada na cidade de Sao
Carlos, estado de Santa Catarina — SC.

O municipio possui clima mesotérmico e esta a uma altitude média de 260 metros acima
do nivel do mar. Esté localizado geograficamente na latitude de 27°05°00” ao Sul do Tropico
de Capricoérnio, e longitude de 53°01°00” ao Oeste do Meridiano de Greenwich (OLIVEIRA et
al., 2019).
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Durante 120 dias, a pesquisa foi desenvolvida dentro de um galpdo de alvenaria, coberto
com telhas de fibrocimento, piso em concreto armado e com divisorias de gaiolas metalicas
com dimensdes (240cm x 70cm x 130cm), sendo estas equipadas com bebedouro do tipo nipple,
comedouro do tipo calha e sistema de fornecimento de ragdo semiautomatico para os animais.

Para a realizacdo da coleta de sémen, o referido galpao contava com uma sala de coleta
com quatro divisorias em alvenaria (Box de coleta), piso cerdmico e equipada com 4 manequins
fixos em ago inox. Tal estrutura tornava possivel a realizagao do procedimento de coleta de
sémen de forma simultanea de quatro animais.

O galpao contava também com um laboratério para andlise de s€émen, equipado com
microscopio optico e de contrastes, computador, estufa de circulagdo de ar for¢ada, envasadora,
conservadora, refrigerador, osmose, balanga de precisao e placa aquecedora.

Toda a estrutura do referido galpao contava com sistema automatico de monitoramento
de temperatura, umidade relativa do ar e ventilagdo.

Neste estudo, foram utilizados 24 suinos reprodutores machos saudaveis (Sus scrofa
domesticus) com idade média de (21,5+4,40 meses), distribuidos individualmente em gaiolas
metalicas em um delineamento de blocos casualizados (DBC), com 3 tratamentos (0,0 %; 0,5%
e 1,0% de inclusdo de L-Glutamina e L-Acido Glutdmico na dieta), 4 repeti¢des (Blocos) com
2 animais cada repeticao.

No periodo experimental (120 dias), os animais foram alimentados com ragdo padrao
da central (RPC) a base de milho e farelo de soja (Tabela 1), fornecida pela Empresa Polinutri
Alimentos S/A, CNPJ: 60.210.515/0004-90, sendo fornecida diariamente as 6:00 h da manha
na quantidade de 2,5 kg em um tinico trato e o suplemento L — Glutamina e L — Acido Glutamico
(AminoGut) (Tabela 2), fornecido pela empresa Ajinomoto do Brasil Industria e Comercio de
Alimentos Ltda., CNPJ: 46.344.354/0001-54, foi incluso na ra¢do de forma on top de acordo
com cada tratamento e o acesso a dgua pelos animais foi ad libitum.

Tabela 1: Composi¢do nutricional Basica das dietas fornecidas para Suinos machos Reprodutores
durante o periodo experimentais.

(Continua)
Dietas Experimentais
Ingredientes (RPC) + 0% (RPC) + 0,5% (RPC) + 1,0%
L-GlneL- Glu L-Glne L- Glu L-Glne L- Glu

Umidade (max) 125g/kg 125g/kg 125g/kg
Proteina Bruta (min) 140g/kg 140g/kg 140g/kg
Extrato Etéreo (min) 30g/kg 30g/kg 30g/kg

Fibra Bruta (max) 75g/kg 75g/kg 75g/kg
Matéria mineral (max) 85g/kg 85g/kg 85g/kg
Calcio (min) 7.500mg/kg 7.500mg/kg 7.500mg/kg

Célcio (max) 12g/kg 12g/kg 12g/kg
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Tabela 1: Composi¢o nutricional Basica das dietas fornecidas para Suinos machos Reprodutores
durante o periodo experimentais.

(Conclusio)
Dietas Experimentais
Ingredientes (RPC) + 0% (RPC) +0,5% (RPC) + 1,0%
L-Glne L-Glu L-Glne L-Glu L-Glne L- Glu
Foésforo (min) 6500mg/kg 6500mg/kg 6500mg/kg
Lisina (min) 6.500mg/kg 6.500mg/kg 6.500mg/kg
Carnitina (min) 50mg/kg 50mg/kg 50mg/kg
Metionina (min) 2400mg/kg 2400mg/kg 2400mg/kg
Sodio (min) 2.300mg/kg 2.300mg/kg 2.300mg/kg
Ferro (min) 70mg/kg 70mg/kg 70mg/kg
Cobre (min) 66mg/kg 66mg/kg 66mg/kg
Manganés (min) 29mg/kg 29mg/kg 29mg/kg
Zinco (min) 157mg/kg 157mg/kg 157mg/kg
Iodo (min) 1,Img/kg 1,Img/kg 1,Img/kg
Selénio (min) 0,35mg/kg 0,35mg/kg 0,35mg/kg
Cromo (min) 2mg/kg 2mg/kg 2mg/kg
Vitamina A (min) 8.500UI/kg 8.500UI/kg 8.500Ul/kg
Vitamina D3(min) 1700Ul/kg 1700Ul/kg 1700Ul/kg
Vitamina E(min) 85Ul/kg 85Ul/kg 85Ul/kg
Vitamina K3 (min) 2,1mg/kg 2,1mg/kg 2,1mg/kg
Vitamina B1(min) 3,6mg/kg 3,6mg/kg 3,6mg/kg
Vitamina B2(min) 8,0mg/kg 8,0mg/kg 8,0mg/kg
Vitamina B6(min) 5,6mg/kg 5,6mg/kg 5,6mg/kg
Vitamina B12(min) 37,5mg/kg 37,5mg/kg 37,5mg/kg
Niacina (min) 44,5mg/kg 44,5mg/kg 44,5mg/kg
Pantotenato de Calcio (min) 28,24mg/kg 28,24mg/kg 28,24mg/kg
Acido Félico (min) 2,72mg/kg 2,72mg/kg 2,72mg/kg
Biotina (min) 0,68mg/kg 0,68mg/kg 0,68mg/kg
Cloreto de Colina (min) 1.400mg/kg 1.400mg/kg 1.400mg/kg
Vitamina C (min) 500mg/kg 500mg/kg 500mg/kg

Fonte: Adaptado da tabela fornecida pela Polinutri Alimentos S/A (2022).

Tabela 2: Ficha Técnica AminoGut (L- Glutamina e L- Acido Glutimico)

Indicacio

Aminoacido para todas as espécies animais.

Caracteristicas Fisica

P¢ cristalino de coloragdo branca a amarelo claro
Gravidade especifica, kg/L. 1,5a 1,6

Garantia Comercial

L- Glutamina, % 10,0 Minimo
L-Acido Glutamico, % 10,0 Minimo

Valores Nutricionais

Matéria seca, % 99,0 Minimo

Proteina bruta, % 60,0 Minimo N x 6,25 (por convengao)
EB, kcal’kg 3646

ED, kcal/kg (suinos) 3617

EM, kcal/kg (suinos) 3434

EL, kcal/ kg (suinos) 2661

Registro

Produto isento de registro no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento do Brasil

Adaptado: Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos Ltda (2021).
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2.2 Coleta e avaliacdo do sémen para processamento

Durante o periodo experimental (120 dias), a por¢ao rica em espermatozoides dos
ejaculados de 24 suinos machos reprodutores, com idade média de (21,5+4,40 meses), foi
coletada 2 vezes por semana.

Os ejaculados foram coletados pelo método semiautomatico, em manequim fixo, em
sala apropriada, com uso de copo térmico contendo filtro de papel para separar a fragdo
gelatinosa e saco plastico para contencao da fragdo rica do s€émen, que eram imediatamente
encaminhados para o laboratdrio para avaliagao.

Ao entrar no laboratério, a fracdo rica dos ejaculados era pesada em balanga de precisao
e o resultado expresso em mililitros (mL) de acordo com (CBRA,2013).

Em seguida, os parametros de motilidade massal, volume, patologia, concentragdo,
bilhdes de espermatozoides por coleta, espermatozoides viaveis por dose e numero de doses
eram avaliados em sistema CASA (Sistema de Andalise Computadorizada de sémen —

Magavision, Magapor).

2.3 Diluicao e coleta de amostras do sémen resfriado

Para a avaliagdo do sémen resfriado, a cada 40 dias (C1= 40, C2= 80 e C3=120), apds
a realizacdo da coleta, a fracao rica em espermatozoides dos ejaculados foi diluida (1:1; v/v) no
diluidor de resfriamento (Duragem - Magapor) e envasada em blister de 80 mL e encaminhada
para avaliacdo de Motilidade total nos tempos (D1= 24h e D5=120h) e qualidade espermatica
(Lesdao de acrossoma, Lesdo de membrana e Estresse oxidativo) realizada em citometria de
fluxo.

O procedimento se deu da seguinte forma: Foi realizada a pesagem da quantidade do
volume do diluente (Duragem- Magapor) em jarra de material plastico apropriado, contendo
saco plastico. Tais quantidades eram seguidas fielmente de acordo as informagdes repassadas
pelo sistema CASA (Computer-Assisted Semen Analysis).

Na sequéncia, o sémen foi adicionado a quantidade de diluente pré-determinada pelo
sistema CASA, sendo os mesmos misturados de forma manual por movimentos leves do
recipiente para possibilitar a total mistura do diluente com o sémen.

Em seguida, com auxilio de uma pipeta, uma gota da mistura (sémen/diluente) foi
retirada e colocada em lamina pré-aquecida (37°C) com laminula sobre a gota para verificagao
da motilidade dos espermatozoides em microscopio Optico em lente de aumento de 10x.

Realizados esses procedimentos, o s€émen diluido seguia para a etapa de envase. O

envasamento do sémen foi feito em uma envasadora semiautomatica, sendo que a maquina era
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programada para envasar o volume de acordo com a necessidade da produgdo de determinada
dose, normal (Blister de 80mL) ou dose pds-cervical (Blister de 45mL). Para a avaliagdo de
durabilidade e qualidade espermatica do sémen resfriado, o procedimento acima citado foi
realizado 3 vezes no decorrer dos 120 dias de experimento. A primeira coleta ocorreu apos 40
dias (C1), a segunda coleta foi realizada no dia 80 (C2) e a terceira coleta ocorreu no dia 120
(C3). Em cada coleta foram retiradas 2 amostras de 80 mL de sémen processado de cada animal
do experimento, para posterior analise de durabilidade e qualidade espermética em citometria

de fluxo.

2.4 Analise de durabilidade, Lesao de membrana, Lesao de acrossoma e estresse

oxidativo do sémen resfriado entre 15°C e 18°C

Para a durabilidade (D1= 24h e D5= 120h) das doses inseminantes, foram avaliados os
parametros de Motilidade total, Lesao de Acrossoma, Lesdo de Membrana Plasmatica e
Estresse Oxidativo do Sémen resfriado.

Um total de 128 amostras de sémen foram processadas e utilizadas para anélise em
citometria de fluxo.

Foi utilizado um Citometro de fluxo BD AccuriTMC6 (BD AccuriTMC6, EUA), que
contém um feixe de laser de 488nm como fonte de excitagdo, 0 mesmo possui detectores que
permitem avaliar células pelo tamanho (FSC) e por sua complexidade (SSCA), também ¢
equipado com filtros de fluorescéncia capazes de captar diferentes comprimentos de luz 533/30
(FL-1), 585/40 (FL-2) e 675/25 (FL-3).

No equipamento, ao passar pelo laser, as células emitem sinal luminoso, que por sua vez
¢ captado pelos filtros de luz do aparelho e convertido em graficos de pontos pelo software BD
CSampler Software. Através dos graficos gerados, € entdo realizada a anélise com aplicagdo de

GATES.

2.5 Determinacio da Populacio alvo (Amostra Branco), Avaliacao de Integridade
de Acrossoma, Integridade de membrana e Avaliacdo do Estresse Oxidativo do
Sémen
Para a determinacdo da populacdo alvo (células espermaticas a serem avaliadas), ¢
realizada a passagem de amostras Branco, ou seja, sem incorporagdo de sonda fluorescente no
sémen. A referida amostra ¢ utilizada para determinagao da populacdo alvo, que em seguida ¢

a avaliada com GATES. Tal procedimento, possibilita a remog¢do de sujidades da amostra,
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mantendo assim, apenas as cé¢lulas espermaticas na leitura.

Apo6s a determinagdo da populagdo alvo, foi realizada a passagem de amostras com
sondas. Cada sonda incorporada a amostra de s€émen ao ser excitada pelo laser do aparelho
emite um comprimento de fluorescéncia especifico, os filtros de luz captam essas variagoes ¢
traduzem a informacao em graficos de pontos. Utilizando do gate aplicado na amostra branco
e excluindo as leituras fora do gate (detritos ou sujidades) ¢ entdo definido as retas do eixo X e
Y.

Para realizagdo da analise dos dados gerados pela leitura é necessario primeiramente
definir o padrao de agrupacao celular normal, isto é, realizar uma leitura de uma amostra Branca
sem a adicdo de sonda, apds o resultado ¢ aplicado o “gate” para definir a populagdo de
espermatozoides e excluir quaisquer leituras de demais células ou organismos presentes na
amostra. Em um segundo grafico ¢ entdo aplicado o gate para selecdo das células ndo marcadas
e aplicacdo de retas nos eixos X e Y para delimitar os quadrantes do grafico. As células
localizadas no quadrante inferior esquerdo representam o grupo nao marcado, as localizadas no
quadrante superior ou inferior direito sdo células que foram marcadas pelas sondas utilizadas.

As avaliagdes foram realizadas no tempo de 24:00h (D1) ap6s o envase € 120:00h (D5)
apos envase da dose inseminante.

Na avaliacdo da integridade do acrossoma foi utilizada a sonda Pisum aglutinina
sativum conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA; Sigma-Aldrich Co., Saint Louis
Missouri, EUA; 1,25 pg/mL; BP: 530/30 nm). Como descrito anteriormente, primeiro foi
realizada uma leitura da amostra branco (sem incorporagdo de sonda fluorescente no s€émen).
Apos a definicao do gate excluindo todos os detritos, foi feita a leitura da amostra de sémen
com a sonda (FITC).

Nessa avaliacdo, foram utilizados 50ul de sémen com 0,75ul de sonda (1,25ug/mL) e
incubados por 10 min a 37°C em seguida adicionou-se 50ul de diluente de sémen e se realizou
a leitura por citometria. Apenas as células lesionadas foram marcadas pela sonda FITC pois o
acrossoma integro ¢ impermeavel.

Para avaliac¢do da integridade funcional da membrana plasmatica dos espermatozoides
nos tempos 24h (D1) e 120h (D5) apds envase da dose inseminante, foi utilizada o iodeto de
propidio (PI; Sigma-Aldrich Co., Saint Louis Missouri, EUA; 10pug / mL; BP: 610/20 nm). O
Iodeto de propidio € uma substancia fluorescente que quando excitada por laser emite ondas de
luz de 617nm.

A referida sonda se liga aos 4cidos nucleicos do espermatozoide quando a célula

apresenta membrana citoplasmatica lesionada, ndo ocorrendo o ligamento com membranas
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integras, visto que a membrana plasmatica ¢ impermeével ao PI.

Assim como na avaliagdo de lesdo de acrossoma, primeiramente ¢ feita a passagem de
uma amostra (Branco) para definicdo da populagdo-alvo, somente depois ¢ feita a leitura da
amostra com a sonda (PI).

Para o preparo das amostras com o iodeto de propidio foram utilizados 50ul de s€émen e
foram adicionados 0,75ul de sonda PI (10pg/mL) e incubadas por 10 min a 37°C, apds o tempo
de incubagao adicionou-se a amostra mais 50ul de diluente de sémen e entao realizado a leitura.

Para a avaliacdo do estresse oxidativo do sémen suino, a deteccao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) foi realizada usando a 2°,7° diacetato de diclorofluoresceina (DCF) por
citometro de fluxo.

Para o preparo das amostras com o diacetato de diclorofluoresceina (DCF) foram
utilizados 50ul de sémen e adicionados 1,0ul de sonda (DCF), sendo que, nessa solucdo foi
também adicionada a sonda PI (10pg/mL) e incubada por 10 min a 37°C. Apds o tempo de
incubacgao, foi entdo adicionado a amostra mais 50ul de diluente de sémen e, entdo, realizada a

leitura.

2.6 Diluicao e coleta de amostras do sémen para congelamento

Ejaculados provenientes de 24 cachagos foram coletados em 3 coletas (C1=92, C2=99
e C3=106 dias) e diluidos em diluidor comercial (Duragem- Magapor) e refrigerados a 17°C
por 20 horas na propor¢do de 1 parte de s€émen para duas partes de diluidor. As doses foram
centrifugadas (1600g por 5 minutos a 15°C) para a retirada do sobrenadante ¢ o sedimento foi
ressuspenso de acordo com a concentragdo ¢ numero de palhetas a serem produzidas, em
diluidor de resfriamento (DR - 80% de solugdo de lactose 11% e 20% de gema de ovo) até que
se atingisse o volume de preenchimento do nimero de palhetas total dividido por dois. Em
seguida, os ejaculados foram resfriados a 5°C durante 90 min e entdo adicionado o diluidor de
congelamento (89,5% de DR, 1,5% de Orvus Ex Paste e 9% de glicerol) em volume a completar
a quantidade necessaria para o preenchimento das palhetas. O envase foi feito em palhetas de
0,5 ml, as quais foram submetidas ao vapor de nitrogénio liquido (-90°C) por 20 minutos e,
posteriormente, mantidas em nitrogénio liquido a -196°C. Para o descongelamento, a palheta
contendo a amostra de sémen era retirada de dentro do botijao e colocada em banho-maria a
37°C por 30 segundos. Em seguida, a palheta era removida da 4dgua, seca com papel toalha e
realizada a transferéncia do sémen descongelado para um microtubo. Para andlise, retirou-se
uma aliquota, que foi diluida em propor¢do 1:20 em diluente comercial aquecido a 38°C e apds

10 minutos, a amostra de sémen previamente diluida foi avaliada em sistema um sistema CASA
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(Computer-Assisted Semen Analysis) quando a motilidade espermadtica e parametros cinéticos
(MT = Motilidade total (%); PM = Motilidade progressiva (%); ALH = amplitude do
deslocamento lateral da cabega (um); BCF = Frequéncia de batimento flagelar cruzado (Hertz);
DAP = distancia média do percurso (um); DCL = distancia curvilinea (um); DSL = distancia
em linha reta (um); LIN= Linearidade (%); STR = retiddo (VSL/VAP); VAP = velocidade
média de percurso (um/s); VCL = velocidade curvilinea (um/s); VSL = velocidade em linha
reta (um/s); WOB = oscilagao (VAP/VCL). e em citometria de fluxo foram avaliados os
parametros (Lesao de acrossoma (LA), Lesdao de membrana plasmatica (LMP), Estresse

oxidativo do sémen (EOS) e Integridade de cromatina (IC)).

2.7 Analises Estatisticas

Para testar a normalidade de todos os dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk e foi
realizado o teste de One-way analysis of variance (ANOVA) para medidas repetidas para
verificacao do efeito.

Para avalia¢ao dos parametros do s€émen resfriado, primeiramente foi realizado o teste
de medidas repetidas considerando separadamente o tempo de armazenamento (D1 e D5) e dia
da Coleta (C1, C2 e C3) como as repetigdes e testando o efeito do tratamento.

Para a avaliacdo dos sémen pos-descongelado também foi realizado a (ANOVA), para
medidas repetidas no tempo.

Todos os dados foram submetidos ao programa estatistico R, com os pacotes ggplot2,
ggpubr e dplyr (RDevelopment Core Team, 2011). O nivel de significancia adotado nas analises

foi de P<0.05.

3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Na (Tabela 3) estdo os resultados referentes as analises realizadas ao final de cada ciclo
espermatico (C1= 40° dia; C2= 80° dia e C3= 120° dia) para os parametros Motilidade total,
Lesdo do Acrossoma, Lesdo de Membrana Plasmatica e Estresse oxidativo do sémen resfriado
de suinos machos reprodutores que receberam dietas contendo niveis crescentes (0,0%, 0,5% e
1,0%) de L-Glutamina e L-acido glutdmico.

De acordo com os resultados (Tabela 3), nao foi verificada diferenca estatistica(p > 0,05)
entre os tratamentos nos ciclos (C1= 40° dia; C2= 80° dia e C3= 120° dia) para os parametros

Motilidade total (P = 0,854), Lesao de Acrossoma (P = 0,638), Lesdo de Membrana Plasmatica
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(P =0,474) e estresse oxidativo do s€émen (P = 0,5296), ou seja, o tratamento nao interferiu nos
referidos parametros ao longo do periodo do estudo.

Os valores dos percentuais médios obtidos nesse estudo para Motilidade total, variaram
entre (84+11 e 89+8.,4), ja para os pardmetros (LA e LMP) variaram entre 14,4% a 19,6% no
primeiro ciclo (40 dias), com aumento numérico dos valores para as lesdes nas demais
avaliagoes (C2 e C3) sem haver diferenca estatistica (p > 0,05) entre os tratamentos nos ciclos.

Os resultados acima citados para os parametros (LA ¢ LMP) se assemelham com os
encontrados por Menegat (2016) quando avaliou a qualidade espermatica do s€émen diluido em
uma mistura de extensores de curto e longo prazo, sendo que as médias de integridade da
membrana e do acrossoma nao foram influenciadas (P > 0,05) pela homogeneizagao da dose de
sémen (85,1+1,8% vs. 83,9+£1,9%). No entanto, os resultados de motilidade total encontrados
neste estudo sdo numericamente maiores do que os encontrados pelo autor em sua pesquisa.

Rech (2020), trabalhando com a adi¢ao de acido clorogénico ao diluente de sémen suino,
obteve percentual médio de lesdo de membrana de (15,53+1,13%), esses resultados sdo
proximos aos valores encontrados nesse trabalho, que avaliou a qualidade espermatica

utilizando os aminoacidos L-GIn e L-Glu na dieta de cachagos.
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Na (Tabela 4) estdo contidos os resultados da avaliagdo entre as coletas independentes
dos tratamentos para os parametros: Motilidade total (MT), Lesdo do Acrossoma (LA), Lesao
de Membrana Plasmatica (LMP) e Estresse Oxidativo do Sémen (EOS) do s€émen de cachagos
que receberam dietas contendo niveis crescentes (0,0%, 0,5% e 1,0%) de L- Glutamina e L-

acido glutamico.

Tabela 4: Média e erro padrdo da média (EPM) das coletas (C1; C2 e C3) independente do tratamento
para Motilidade total, Lesdo de Acrossoma, Lesdo de Membrana Plasmatica e Estresse Oxidativo do
Sémen, de cachagos que receberam dietas contendo niveis de (0,0%, 0,5% ¢ 1,0%) de L- Gln e L- Glu.

Dia da coleta

Variavel Cl1= 402 dia C2=80°dia C3=120°dia P<0,05
Trat%(0,0; 0,5 e 1,0) Trat%(0,0; 0,5 e 1,0) Trat%(0,0; 0,5 ¢ 1,0)

MT (%) 86+9,3 87+12,3 88+12,3 0,5651

LA (%) 18.,43+1.4 20,3442 .4 16,40+1,7 0,3845

LMP (%) 15,75+1,9b 22,63+1,3a 27,3542,4a 0,00002

EOS (%) 22,67+3,1b 56,5842,5a 59,5442 2a 0,001

% etras diferentes na linha indicam diferenca estatistica (p<0,05). C1= Coleta 1; C2= Coleta 2; C3=
Coleta 3; Trat= Tratamentos; MT= Motilidade total; LA= Lesdo de Acrossoma; LMP= Lesdo de
Membrana Plasmatica; EOS= Estresse Oxidativo do Sémen.

Os resultados contidos na (Tabela 4) mostram que ndo foi constatada diferenca
estatistica (p > 0,05) para os parametros motilidade total, com percentual médio variando entre
(86£9,3 e 88+12,3) e lesdao de acrossoma, variando entre (16,40+1,7 e 20,34+2.4), na avaliagdo
entre as coletas independente dos tratamentos.

Quando foi avaliado o parametro Lesdo de Membrana Plasmatica, foi constatada
diferenca estatisticas (P= 0,00002) entre as médias das coletas independente dos tratamentos,
sendo que, o percentual médio na coleta 1 (C1) foi de 15,75+1,9. Esse resultado demonstrou
que ocorreu menos lesdo de membrana plasmatica na coleta 1 (C1), quando comparado com a
coleta (2 e 3).

Esses resultados apresentados demonstram um aumento da lesdo de membrana
plasmatica entre as coletas ao longo do tempo, sugerindo que tal fato possa ser consequéncia
dos fatores estressantes vivenciados pelos animais na rotina da central, bem como do processo
de produgdo das doses inseminantes, que somados, impdem desafios para a célula espermatica
manter sua integridade estrutural e funcional.

O estresse oxidativo ¢ apontado como importante causador de danos estruturais e
funcionais na célula espermatica, devido a composic¢ao lipidica da membrana plasmatica, bem

como, da baixa capacidade de defesa antioxidante do espermatozoide.
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Nesse estudo, utilizou-se L-Gln e L-Glu na busca de melhores resultados na
durabilidade e qualidade espermatica do sémen resfriado em temperaturas entre 15° e 18°C, e
os resultados aqui obtidos para a lesdo de membrana plasmatica sdo promissores frente a outras
pesquisas que também avaliaram esse parametro.

Labéta (2017) trabalhando com vitamina E e diferentes temperaturas na viabilidade do
sémen suino, ndo constatou diferenga estatistica (p>0,05) entre os tratamentos utilizados, com
obtencdo de porcentagens médias para integridade de membrana que variaram de (28,33+5,78
a 71,67+1,40), esses resultados estdo acima do percentual médio encontrado nesse estudo com
L-gln e L-glu que ficaram entre (15,75+1,9 a 27,3542).

No estudo de Hallberg et al. (2024) avaliando a qualidade e fertilidade espermatica in
vitro em temperatura de 4°C e em temperatura convencional (15°C a 18°C) por uma semana,
constatou-se valores médios de Integridade da membrana plasmatica de (91 + 0,05) quando
conservado a 16°C por seis dias. Esse resultado reflete excelente condicao de conservacao para
integridade de membrana, visto que longos periodos de conservacao, espera-se maiores valores
dessa lesao.

No presente estudo, os valores de lesdo de membrana conservados a temperaturas entre
15°C e 18°C foram maiores (15,754+1,9 a 27,35+2) em comparagdo aos do estudo acima citado.

A provavel explicagdo para os menores valores encontrados para lesdao de membranas
no estudo anteriormente citado seja em fungdo do extensor (AndroStar® Premium) utilizado na
pesquisa. E citado que, de acordo com o fabricante, o extensor contém estabilizadores de
membrana e inibidores de capacitacdo, que ajudam a manter a qualidade do esperma a longo
prazo (Wiebke et al., 2022).

No mesmo estudo, a informagdo ¢ corroborada com Waberski et al. (2022) de que, a
viabilidade do esperma de suinos foi mantida no AndroStar® Premium em baixas temperaturas,
ao contrario da solucao Beltsville-awing.

No presente estudo, o extensor utilizado foi o (Duragem, Magapor®), que também
contém estabilizadores de membrana e inibidores de capacitagdo. Sua formula ¢ uma
combinagdo de antioxidantes e protetores de membrana.

Na avaliacao do estresse oxidativo do sémen, os resultados da (Tabela 4) apontam que
houve diferenca estatistica (p<0,05) quando avaliadas as coletas independentemente dos
tratamentos, sendo que os valores da porcentagem média foram de 22,67+3,1 na (Cl1), de
56,58+2,5 na (C2) e 59,54+2.2 na (C3), mostrando que o valor apresentado na (Cl) ¢

significativamente (P= <0,001) menor quando comparado aos valores da (C2 e C3).
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Em comparagdo com outras espécies de animais domésticos, o sistema de defesa
antioxidante enzimatico do sémen suino apresenta uma menor eficiéncia. Isto ocorre devido a
menor presenca de enzimas como a GR, GPx e CAT, que o tornam mais suscetivel aos danos
exercidos pelas EROs (Strzezek; Lapkiewicz; Lecewicz, 1999).

E citado por Aitken et al. (2016); Halliwell e Gutteridge (2015) que, o estresse oxidativo
instala-se quando a producao de ROS suplanta a capacidade natural (endogena) antioxidante da
propria célula ou tecido, caracterizando assim um desequilibrio redox.

E sugerido, com esses resultados, que o aumento dos valores de estresse oxidativo do
sémen ao longo do tempo, estd diretamente ligado ao aumento dos valores de lesdo da
membrana plasmatica, discutido anteriormente neste estudo.

Nas analises realizadas por citometria de fluxo para os parametros Motilidade total
(MT), Lesao de Acrossoma (LA), Lesdo de Membrana Plasmatica (LMP) e Estresse Oxidativo

do Sémen (EOS), considerando separadamente o tempo de armazenamento (D1 =24h e D5 =

120h) foram obtidos os seguintes resultados (Tabela 5).

Tabela 5: Média e erro padrdo da média (EPM) dos tratamentos nos tempos de armazenamento (D1=
24h e D5= 120h) para Motilidade total, Lesdo de Acrossoma, Lesdo de Membrana Plasmaética e Estresse
Oxidativo do Sémen resfriado de cachagos que receberam dietas contendo niveis crescente (0,0%, 0,5%
e 1,0%) dos aminoacidos L- Glutamina e L- acido glutdmico.

Tempo de armazenamento

Variavel D1=24:00h D5=120:00h P<0,05
Tratamentos Tratamentos
0,0% 0,5% 1,0% 0,0% 0,5% 1,0%
MT 88+11,6 90+8.,9 86+9,2 70+10,4 77+6,3 70+6,2 0,278

LA (%) 11,9422 11,05+1,3 11,74+1,2 22,31€2,7 23,09+£2,8 27,04+2,8 0,504
LMP (%)  23,52+£3,5 16,3124 16,33%1,5 27,05+£3,2 25,97+£3,2  25,56+2,9 0,199
EOS (%) 51,66+£7,3 38,74+5,7 46,46+4,7 51,85+6,1 50,03+4,4 47,73+4,1 0,339

[ etras diferentes na linha indicam diferenga estatistica (p<0,05) considerando separadamente o tempo
de armazenamento. D1= 24h de armazenamento; D5= 120h de armazenamento; MT= Motilidade total;
LA=Lesao de Acrossoma; LMP= Lesdao de Membrana Plasmatica e EOS= Estresse oxidativo do sémen.

Os resultados para o parametro Motilidade total (Tabela 5) considerando separadamente
o tempo de armazenamento (D1= 24h e D5= 120h), mostram que, apesar de ter ocorrido uma
reducdo nos valores médios de motilidade total no (D5= 120:00h), ndo foi constatada diferenca
estatistica significativa (p>0,05), entre os grupos tratados e o grupo controle nas avalia¢des, ou

seja, o tratamento nao interferiu na avaliagao ao longo do periodo de armazenamento.
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Toniolli et al. (2023), em sua pesquisa utilizando diferentes concentragdes antibidticas
adicionadas ao diluente de sémen suino, no quarto dia (D4) de armazenamento, obteve valores
médios de motilidade entre 22,8% e 41,4%. Tais valores foram considerados baixos para
motilidade.

Abreu et al. (2021) afirmam que, além de gerar resisténcia bacteriana, o uso de
antibioticos tem sido associado ao efeito toxico, sendo que o mecanismo celular responsavel
por esse efeito ainda ndo ¢ totalmente conhecido, no entanto, pode afetar a funcionalidade e
integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides.

No presente estudo com uso de L-glutamina e L-acido glutdmico na dieta de cachagos,
os valores médios para motilidade sdo maiores do que os encontrados no trabalho citado
anteriormente, sendo que, em média, os resultados foram de (70+10,4 ¢ 77+6,3%) e esses
valores referem-se ao (D5=120h) de armazenamento. Nesse sentido, pode-se sugerir que o
suplemento nao ocasionou qualquer efeito negativo que pudesse comprometer a qualidade das
doses inseminantes no periodo de armazenamento.

O percentual médio de lesdo de acrossoma variou de 11,05+1,3 a 11,94+2,2 no (D1=
24:00h de armazenamento) e, no (D5= 120:00h de armazenamento), apos a coleta, o percentual
médio ficou entre 22,31£2,7 e 27,04+2,8, ndo sendo constatada diferenca significativa (p>0,05)
entre os valores quando considerado separadamente o tempo de armazenamento. (D1= 24h) de
armazenamento; (D5= 120h) de armazenamento.

Quando foi avaliado o pardmetro lesdo de membrana plasmaética, os resultados
mostraram que nao foi verificado efeito do tratamento (p>0,05), quando comparados os dois
tempos de armazenamento (D1= 24h e D5= 120h). Nesse caso também, o tratamento nao
interferiu (P = 0,199) nesse parametro durante os tempos de avaliagdo e os percentuais variaram
de 16,314+2,4 a 23,5243,5 no periodo de armazenamento de 24:00h e de 25,56+2,9 a 27,05+3,2
ap6s 120h de armazenamento.

Para o parametro estresse oxidativo do sémen (EOS), os resultados foram semelhantes
aos demais discutidos anteriormente (Tabela 5), quando considerado separadamente o tempo
de armazenamento (D1=24h e D5= 120h), ndo foi verificado efeito do tratamento (p>0,05) nos
dois tempos de armazenamento (D1= 24h e D5= 120h), ou seja, o tratamento ndo interferiu (P
= 0,339) na avaliacao do referido parametro nos tempos de armazenamento.

Apesar do constante aprimoramento de diluidores comerciais em busca de melhor
manuten¢do da viabilidade espermatica por maiores periodos de estocagem, uma consideravel
perda do potencial fertilizante dessas células pode ser observada dentro dos trés primeiros dias

de armazenamento (Waberski; Henning; Petrunkina, 2011).
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No presente estudo, os percentuais médios de (LA e LMP) aumentaram entre os tempos
de avalia¢do (D1=24h e D5= 120h), como sera mostrado e discutido em outro momento nesse
trabalho.

Kumaresan et al. (2009) afirmam que outro importante desafio encontrado pela célula
espermatica durante seu armazenamento inclui o aumento da produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), aliado a perda da capacidade de neutraliza-las pelos antioxidantes presentes
no meio.

Apesar da ndo constatagao de diferenca estatistica (p >0,05) dos tratamentos nos tempos
de armazenamento (D1 e DS5), os valores dos percentuais médios registrados para esse
parametro evidenciam a necessidade de se buscar meios para a reducao dos danos ocasionados
pelo estresse oxidativo do sémen ao longo do periodo de armazenamento, para se ter doses com
melhor potencial de fertilizagao.

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre a producao de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e as defesas antioxidantes intrinsecas do sistema bioldgico,
resultando em danos celulares e, por fim, morte celular (Gali¢ ef al., 2022).

No entanto, estas moléculas, em muitos casos, também atuam em condi¢des fisioldgicas,
participando de processos bioquimicos como sinalizadores celulares (Davydov et al., 2018).

A afirmagdo acima € corroborada por Santos (2022), apesar de as EROs estarem
diretamente relacionadas com o estresse oxidativo e danos celulares, elas possuem fungdes
organicas importantes para a viabilidade e fertilidade dos espermatozoides, estando envolvidas
no transporte de elétrons da cadeia respiratoria, no processo de hiperativagdo da cauda,
capacitacdo e reacdo do acrossoma e nos mecanismos de fixacao ao odcito.

Na (Tabela 6) estdo os resultados da avaliagdo do tempo de armazenamento,
Independente do tratamento (I 0%, 0,5% e 1,0% de L-Gln e L-Glu na dieta) para Motilidade
total, Lesao de Acrossoma, Lesdao de Membrana Plasmatica e Estresse oxidativo do sémen de
cachacos que receberam dietas contendo niveis crescentes (0,0%, 0,5% e 1,0% de L-GIn e L-
Glu).

Nos parametros Motilidade total, Lesdo de acrossoma e lesdo de membrana plasmatica
foi constatada diferencga estatistica (p<0,05) entre os tempos de armazenamento independente
do tratamento, sendo constatado que, para Motilidade total teve uma redug¢do na média de
89+9,3% para 73+5,4%. De certa forma, era esperado uma reducdo da Motilidade total nas

amostras armazenadas pelo maior periodo de tempo(D5= 120:00h).
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Tabela 6: Média e erro padrio da média (EPM) do tempo de armazenamento independente do
tratamento para Motilidade total, Lesdo de Acrossoma, Lesdo de Membrana Plasmatica e Estresse
Oxidativo do Sémen resfriado de cachagos que receberam dietas contendo niveis crescente (0,0%, 0,5%
¢ 1,0%) de L- Glutamina ¢ L- &cido glutdmico).

Tempo de armazenamento

Variavel D1=24:00h D5=120:00h P<0,05
Trat. (0,0%;0,5% e 1,0%) Trat. (0,0%;0,5% ¢ 1,0%)
MT 89+9,3a 73£5,4b 0,033486
LA (%) 11,78+0,84b 24,52+1,67a 0,000001
LMP (%) 18,15+1,41b 26,08+1,7a 0,000456
EOS (%) 45,14+3,32 49,55+2,71 0,472871

[ etras diferentes na indicam diferenca estatistica (p<0,05). D1= 24h de armazenamento; D5= 120h de
armazenamento; Motilidade Total; LA= Lesdo de Acrossoma; LMP= Lesdo de Membrana Plasmatica e
EOS= Estresse Oxidativo do Sémen.

Embora tenha ocorrido reducdo nos valores de motilidade no (D5=120:00h) de
armazenamento, os valores aqui encontrados estao aceitaveis para serem utilizados no momento
da inseminacao.

De acordo com o CBRA (2013), o percentual de motilidade espermatica desejavel para
o sémen resfriado no momento da inseminagao artificial (IA) deve ser >50%. Nesse sentido, os
resultados aqui encontrados nos dois tempos de avaliacdo, com uso de L-Gln e L-Glu, sdo
satisfatorios para inseminagao.

Para lesdao de acrossoma a média aumentou de 11,78+0,84 no (D1) para 24,52+1,67 no
(D5), indicando que o maior tempo de armazenamento, nesse caso, foi prejudicial para a
qualidade das doses inseminantes.

A avaliagdo da integridade do acrossoma fornece informag¢des do reprodutor, mas
também do processamento e das condi¢cdes de armazenamento das doses (Johnson et al., 2000).

O espermatozoide suino € uma célula que possui caracteristicas particulares comparado
as demais espécies; tais caracteristicas o torna suscetivel a danos estruturais e de funcionalidade
em baixas temperaturas e a longos periodos de armazenamento.

E citado também por Leahy e Gadella (2011) e Yanez-Ortiz et al. (2022) que esses
processos podem causar instabilidade da membrana, resultando em disturbio lipidico e
integridade acrossomica comprometida. Consequentemente, a capacidade de fertilizagdo do
espermatozoide suino ¢ significativamente reduzida.

E sugerido neste estudo que o aumento significativo (p<0,05) entre as médias
(D1=11,784+0,84 ¢ D5=24,52+1,67) no tempo de armazenamento independente do tratamento

se deu em fun¢do dessas caracteristicas particulares da célula espermatica de suino que foram
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agravadas pela exposicdo as baixas temperaturas, bem como no decorrer do periodo de
armazenamento.

Um fato relevante citado por Khoi ef al. (2021) é que, apesar das melhorias substanciais
feitas nas formulagdes diluentes nos ultimos anos, a qualidade do esperma armazenado diminui
ao longo do tempo, principalmente devido ao aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) durante a preservacao.

Em estudos in vitro, com explante de tecido tubarico (Waberski et al., 2006) ou
suspensao de células de oviduto livres (Fazeli et al., 1999; Green et al., 2001), somente
espermatozoides com acrossoma intacto e nao capacitados foram capazes de aderir as células
de oviduto, enquanto que os ja capacitados apresentaram reduzida capacidade de adesao.

A citacdo acima mostra a importancia de se ter doses inseminantes com valores
recomendados para espermatozoides com lesdo de acrossoma, dada sua importancia para o
processo de fertilizagdo, visto que alteragdes na integridade do acrossoma reduzem a
capacidade de fertilizacao.

Para o parametro Lesdao de Membrana Plasmatica, independente do tratamento, foi
constatada diferenca estatistica (p<0,05) entre os tempos de armazenamento, sendo observado
um aumento da média dessa lesdo, que passou de 18,15+1,41 no (D1) para 26,0839% no (D5),
mostrando também que o maior tempo de armazenamento contribuiu para a reducao de células
espermdticas com membrana plasmatica integra (P < 0,000456), lesdo essa que pode
comprometer os indices de fertilizagao.

Esse comportamento foi observado por Menegat (2016), em que a porcentagem de
integridade da membrana declinou ao longo do tempo de armazenamento (89,5+1,4% em 72 h
vs. 77,8£2,6% em 168 h; P<0,0001).

A membrana plasmaética do espermatozoide exerce papel fundamental na protecdo do
conteudo celular, na troca seletiva de inumeros elementos, bem como na interagdo bioquimica
que proporciona o bom desempenho espermatico até a fusdo das membranas plasmaticas com
0 oocito, posterior fertilizacao e subsequente formagao do zigoto.

A reagdo acrossdmica ¢ o evento que ocorre quando os espermatozoides penetram entre
as células foliculares e atingem a zona pelticida, havendo o contato entre os gdmetas masculino
¢ feminino. Desse modo, ha exocitose de enzimas existentes no acrossoma da cabeca do
espermatozoide, que sdo responsaveis por degradar a camada gelatinosa da zona pelucida,
permitindo que os receptores da membrana plasmatica da cabeca do espermatozoide sejam
reconhecidos pelos receptores especificos na membrana do odcito II, dessa forma, permitindo

sua penetracdo no oocito (Moreira, 2014).
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Os resultados desta pesquisa estdio em conformidade com pesquisas que também
constataram aumento na média de lesdo de acrossoma e aumento de lesdo de membrana
plasmatica a medida que se aumentou o tempo de armazenamento entre 15°C e 18°C.

Severo (2009), trabalhando com adicao de cisteina no sémen resfriado, observou em
suas avaliacdes que a porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana
acrossomica e integridade de membrana plasmatica diminui ao longo do tempo de
armazenamento, e foi menor em 72h comparados aos tempos de Oh e 48h de conservagao.

No mesmo estudo, Severo (2009) constatou que menos de 65% dos espermatozoides
apresentavam membrana plasmatica intacta em todos os tratamentos utilizados, e que os grupos
BTS, CYS0.1, CYS0.5, CYSI1.0, CYS2.5, CYS5.0 e CYS10.0 produziram mais de 60% de
quebra na integridade da membrana acrossdmica apos 72 h, quando armazenados a 17 °C.

Santos (2022), também utilizando L-cisteina para a avaliagdo de parametros
espermaticos, constatou percentual de (78,84 + 1,2) de células espermaticas com membrana
plasmatica intacta durante o armazenamento a 17°C.

Esse mesmo autor, Santos (2022), destaca que, embora a porcentagem de defeitos
acrossomicos nao tenha sido influenciada pelo tratamento (P = 0,32), a porcentagem de células
espermaticas com defeitos acrossomicos aumentou (P < 0,01) ao longo do tempo de
armazenamento (0,80 0,09, 2,40 £ 0,09 e 3,19 + 0,09%, por 24, 72 e 120 h, respectivamente).

No presente estudo, que utilizou L-glutamina e L-4acido glutamico na dieta de cachagos
para avaliacdo de parametros espermaticos de sémen resfriado entre 15°C e 18°C, foi possivel
constatar comportamentos semelhantes nos resultados alcangados, pois houve também aumento
significativo (p<0,05) tanto no percentual de lesdo de acrossoma quanto na média de lesdo da
membrana plasmatica, como demonstrado na (Tabela 4).

Quando foi feita a avaliagdo do estresse oxidativo do sé€men, independente do
tratamento, ndo foi verificada diferenca estatistica (p>0,05) dos indices de estresse oxidativo
durante o armazenamento, o resultado registrado (Tabela 6) mostra que para o D1 de
armazenamento, a média registrada foi de 45,14+3,32, ¢ para o D5, a média obtida foi de
49,55+2,71, com registro do valor de P =0,472871.

Os espermatozoides sdo vulneraveis a danos oxidativos devido a uma baixa quantidade
de citoplasma, altas concentracdes de acidos graxos poliinsaturados e prote¢do antioxidante
inadequada (Aitken et al., 2016; Gavella e Lipovac, 2013; Lenzi et al., 2000).

Surpreendentemente, os achados deste estudo mostram que ndo houve aumento

significativo (p>0,05) nos indices de estresse oxidativo do sémen, independentemente do
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tratamento (0,0%, 0,5% ou 1,0% de inclusdo dos aminoacidos L-glutamina e L-acido glutdmico
na dieta) durante o periodo de armazenamento (D1 = 24h e D5 = 120h).

No processo de reducdo do oxigé€nio para a formagao de energia, sdao inseridos quatro
elétrons na molécula de O2; apos cada adicao de elétron, hd a formagdo de uma molécula
transitéria denominada de espécie reativa de oxigénio (ERO) (Magnani; Mattevi, 2019;
Snezhkina et al., 2019).

Esse processo ocorre naturalmente na célula espermatica, visto que ha uma grande
demanda por energia para que ocorram todos os eventos metabolicos que o espermatozoide
necessita e, dentre essas demandas, destaca-se a motilidade.

Dutta et al. (2019) destacam que os espermatozoides podem produzir EROs em duas
vias distintas: na membrana plasmatica via sistema NADPH oxidase ¢ na mitocondria, pela
reacao redox NAD-dependente.

Por esta razdo, os resultados aqui obtidos causaram surpresa, de certa forma, visto que,
conforme entendimento, este estudo sugere que, independentemente dos tratamentos (0,0, 0,5%
e 1,0% de inclusdo de L-GIn e L-Glu) poderia haver aumento nos valores dos indices de estresse
oxidativo do s€émen suino ao longo do tempo de armazenamento (D1 = 24h a D5 = 120h), como
mostrado anteriormente para os pardmetros (LMA e LMP), o que ndo foi constatado (P=
0,472871) nesse estudo para o (EOS).

A partir desse paragrafo, serdo apresentados e discutidos os resultados da avaliacdo da
qualidade espermatica do sémen pos-descongelado de cachagos que receberam dietas com
niveis crescentes (0,0%, 0,5% e 1,0%) de L-glutamina e L-acido glutamico.

Os resultados apresentados na (Tabela 7) referem-se a avaliagdo da cinética espermatica
do sémen pods-descongelado, realizada em sistema CASA (Computer-Assisted Semen
Analysis), apontam que ndo foi observada diferenga estatistica (p>0,05) nos parametros
avaliados para a cinética espermatica do sémen pos-descongelado de cachagos que receberam

dietas com niveis crescentes (0,0%, 0,5% e 1,0%) de L-glutamina e L-4cido glutamico.
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Os resultados dos pardmetros motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP),
obtidos nesse estudo, sdo numericamente maiores do que os encontrados por Philippe et al.
(2023), que usaram um protocolo de congelamento de sémen suino em uma etapa com
diferentes crioprotetores.

Neste estudo, os valores para motilidade total variaram entre 29,8+2,1 e 49,0+£9,7% nas
trés coletas avaliadas. J& para motilidade progressiva, os valores médios foram de 16,7+2,0% e
28,6+1,5%.

No trabalho de Philippe et al. (2023) os valores médios ficaram entre 22,2 + 2,6 ¢ 8,2 +
1,0 para motilidade total e 16,5 + 2,5 e 4,8 + 0,9 para motilidade progressiva.

No estudo realizado por Lee et al. (2023), quando foi avaliado, o efeito do extensor de
congelamento magnetizado nos danos de membrana, motilidade e fertilidade do esperma de
suinos, os valores médios para porcentagem de motilidade total ficaram entre 36,2+2.7, e
42.1£2.1 e para motilidade progressiva, os valores 17,0£2.7 e 21.6+1%.

A literatura ¢ enfatica em afirmar que as baixas temperaturas as quais as células
espermaticas de suino sdao submetidas no processo de criopreservacao tém efeitos danosos e
acentuados na estrutura e funcionalidade dessas células, quando comparadas com as de outras
espécies de animais de producao.

De acordo com Torres ef al. (2016), esses danos ocorrem nas estruturas das células, que
acabam levando a perdas funcionais, como, por exemplo, a quebra da assimetria bilipidica da
membrana plasmatica do espermatozoide, que leva a uma perda da capacidade deste em manter
sua homeostase.

De Mercado et al. (2009) utilizaram concentragdes de (0, 10, 20, 40 e 80 mM de L-
glutamina) para criopreservagdo de espermatozoides suinos e obtiveram valores médios para
motilidade total entre 45,5% e 50,2%.

Um ponto importante a ser destacado neste estudo ¢ que os aminoacidos L-GlIn e L-Glu,
utilizados para a avaliacdo da qualidade espermatica no p6s-descongelamento, foram incluidos
de forma on top na dieta dos cachagos e, por esse motivo, considerou-se os resultados
promissores frente aos resultados aqui apresentados.

Esses e os demais resultados apresentados para os parametros motilidade total e
progressiva mostram que, apesar de haver um grande empenho em se buscar melhores
resultados nos parametros de qualidade espermatica do sémen pos-congelamento, os resultados
ainda estdo muito aquém quando comparados aos resultados obtidos para o s€émen resfriado

entre 15°C e 18°C.
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Os resultados da avaliag@o dos demais parametros — amplitude do deslocamento lateral
da cabecga (ALH), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF), distancia média do percurso
(DAP), distancia curvilinea (DCL), distancia em linha reta (DSL), linearidade (LIN), retidao
(STR), velocidade média de percurso (VAP), velocidade curvilinea (VCL), velocidade em linha
reta VSL e oscilagdo WOB, estdo dentro dos encontrados na literatura.

No estudo de Caamand et al. (2021), os resultados obtidos para os parametros
velocidade média de percurso (VAP), velocidade em linha reta VSL e oscilagio WOB, sao
proximos dos valores encontrados neste estudo. No entanto, os valores médios para (ALH)
encontrados neste estudo foram superiores, ficando entre 4,3 e 11,2 contra 1,6 a 2,0 no trabalho
citado.

No mesmo estudo de Caamand et al. (2021), que avaliou a qualidade espermética pos-
descongelamento de uma raga especifica, foi possivel constatar valores superiores em varios
parametros quando comparados aos do presente estudo, que utilizou L-Gln e L-Glu na dieta
para avaliacdo da qualidade espermatica pos-descongelamento de 4 linhagens.

Pode-se observar que, de acordo com os trabalhos aqui citados, ocorrem variagdes nos
resultados apresentados e as causas exatas dessas variagdes nao sao bem compreendidas.

Na (Tabela 8) encontram-se os resultados obtidos na avaliag¢do realizada por citometria
de fluxo para os pardmetros: Lesdo de membrana plasmatica (LMP), Lesao de acrossoma (LA),
Estresse Oxidativo do Sémen (EOS) e Lesdo de Cromatina (LC); do sémen pos-descongelado
de cachacos que receberam dietas contendo niveis crescentes (0,0%, 0,5% e 1,0% de L-

Glutamina e L-acido glutamico).

Tabela 8: Média e erro padrao da média (EPM) dos pardmetros Lesdo de membrana plasmatica (LMP),
Lesdo de acrossoma (LA), Estresse Oxidativo do Sémen (EOS) e Lesdo de Cromatina (LC) do sémen
p6s descongelado de cachagos que receberam dietas contendo niveis crescente (0,0%, 0,5% e 1,0% de
L- Glutamina e L- acido glutdmico).

% AminoGut

Variavel p-valor
0,0 0,5 1,0
LMP (%) 37,2+4,6 36,0+4,3 34,0+£2,5 0,877
LA (%) 48,1+3,7 55,5423 51,9+4,4 0,419
EOS (%) 43422 10,0+4,0 8,0+3,8 0,579
LC (%) 50,0+5,6 49,0+6,4 50,0+3,5 0,972

[ etras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05). AminoGut= L- glutamina e L- 4cido
glutdmico; LMP= Lesdo de Membrana Plasmatica; LA= Lesdo de Acrossoma ¢ EOS= Estresse
Oxidativo do Sémend e LC= Lesao de cromatina.

Os resultados (Tabela 8) mostram que na avaliag@o realizada por citometria de fluxo,

nao foi constatada diferenca estatistica (p>0,05) para os parametros LMP = Lesao de Membrana
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Plasmatica, LA = Lesao de Acrossoma e EOS = Estresse Oxidativo do Sémen e LC = Lesao de
cromatina.

Para a lesdo de membrana plasmatica, o percentual médio entre os tratamentos variou
entre 34,0+2,5 e 37,244,6, sendo possivel constatar o quanto a célula espermatica de suinos ¢
sensivel a baixas temperaturas quando submetida ao processo de criopreservagao.

Sobre essa fragilidade da membrana plasmatica do espermatozoide suino, Casas e Flores
(2013) citam que os espermatozoides dos suinos possuem membrana plasmatica rica em acidos
graxos poli-insaturados e com baixo teor de colesterol, o que os torna particularmente
vulneraveis a danos e choque térmico quando comparados com espermatozoides de outras
espécies.

Pedrosa et al. (2021) em seu estudo, encontrou percentual médio de 42.19+3.07 e
27,67+4,53 para integridade de membrana plasmatica de célula espermatica de suino, sendo
que os maiores valores foram enquadrados pelo autor como sendo de sémen com alta
congelabilidade e os menores valores de integridade de membrana plasmatica sendo de baixa
congelabilidade.

Os valores encontrados neste estudo para (LMP) estdo acima dos encontrados por
Pedrosa et al. (2021), e, de acordo com a classificagdo apresentada em seu trabalho, os
resultados deste estudo (Tabela 8) se enquadrariam como sendo sémen de alta congelabilidade.

Um aspecto importante citado por Yeste ef al. (2010) € que a preservagdo da integridade
da membrana plasmatica ¢ essencial para a fun¢do espermadtica e serve como um indicador
preditivo da fertilidade.

Bortolozzo et al. (2005) afirmam que o aumento na permeabilidade da membrana torna
o espermatozoide incapaz de manter a concentragdo intracelular necessaria e impossibilita o
correto funcionamento da célula, e por isso, a presenca de uma membrana celular intacta ¢é
crucial para o adequado comportamento da célula espermatica.

Ainda na pesquisa de Pedrosa ef al. (2021), os valores para o percentual de integridade
do acrossoma foram de 49,30+4,96 ¢ 49,73+12,65, e ndo diferiram entre si (p>0,05), de acordo
com o agrupamento de alta ou baixa congelabilidade do sémen. Neste estudo, que utilizou
inclusdo de (0,0, 0,5 e 1,0% de L-gln e L-glu) na dieta de cachacos, os resultados encontrados
para o percentual de lesdo de acrossoma foram semelhantes (48,1+3,7; 55,5+2,3 ¢ 51,9+4.,4).

E valido que as pesquisas busquem meios que possam minimizar os efeitos danosos ao
acrossoma, dada a sua importancia, visto que danos a essa regido tém impacto direto no

processo de fertilizacdo.
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Para o estresse oxidativo do s€émen o percentual médio ficou entre 4,3+£2,2 ¢ 8,0£3,8, e
para lesdao de cromatina o percentual médio variou entre 49,0+6,4 e 50,0+5,6.

O estresse oxidativo € um dos efeitos deletérios que ocorrem durante os danos causados
pelo congelamento e descongelamento, causados pelo aumento de radicais livres no corpo, o
que leva a alteragdes na estrutura e funcdo das células e, finalmente, leva a apoptose e até
mesmo a necrose das células (Gong et al., 2014).

Na reproducao, o estresse oxidativo ¢ investigado como sendo também um provavel
contribuinte da disfun¢do reprodutiva masculina.

E provavel que o estresse oxidativo seja uma ponte que liga a DS e a disfungdo
reprodutiva masculina, uma vez que o estresse oxidativo tem sido implicado em patologias
induzidas pela sindrome do sono (Gao et al., 2019), bem como na patogénese da disfuncao
reprodutiva masculina (Akhigbe, 2020; Akhigbe ef al., 2021).

De acordo com Dutta et al. (2019), os espermatozoides podem produzir EROS em duas
vias distintas: na membrana plasmadtica via sistema NADPH oxidase e, na mitocondria, pela
reagao redox NAD-dependente.

Os aminoécidos L-Gln e L-Glu t€m participagdo no processo de defesa contra as
espécies reativas ao oxigénio pelo fato de que podem ser utilizados como substrato para a
biossintese de glutationa, que por sua vez, atua diretamente contra o estresse oxidativo no
organismo animal.

Essas evidéncias foram comprovadas por Nur (2011), que constatou que apos o estresse
oxidativo, a glutamina se torna o substrato para a biossintese da glutationa reduzida (GSH), um
antioxidante ndo enzimatico estabelecido.

Outro parametro avaliado nesse estudo foi a lesdo de cromatina (LC) e, assim como nos
demais pardmetros apresentados na (Tabela 8), ndo foi constatada diferencga estatistica (P=
0,972) entre os valores encontrados de acordo com cada tratamento.

A avaliagdo da integridade da cromatina do espermatozoide suino tem despertado cada
vez mais o interesse por pesquisar de forma aprofundada as modificacdes que vao além da lesao
ocorrida durante o processo de criopreservacao.

Estudos anteriores em espécies humanas e suinas mostraram que a cromatina
espermatica pode sofrer alteragdes importantes apoés o procedimento de congelamento-
descongelamento, resultando em uma maior compactagdo dos ntcleos dos espermatozoides
(Kvist et al., 1998).

Neste estudo, valores elevados de lesao de cromatina foram encontrados na avaliagdo

de qualidade espermatica no pos-descongelamento do sémen suino. Os percentuais médios para
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a referida lesdo foram de (50,0+5,6; 49,0+6,4 ¢ 50,0+3,5), de acordo com os tratamentos (0,0;
0,5 e 1,0% de inclusdo de L-Gln e L-Glu), respectivamente.

De Mercado et al. (2021), em seu estudo avaliando a qualidade espermatica pods-
descongelamento, encontrou valores de até 15% para cromatina descondensada.

A compactagdo da cromatina do esperma ¢ crucial para os espermatozoides suinos
devido a sua estrutura peculiar, tornando-os Unicos entre outras espécies domésticas (Batista et
al.,2016; Gosalvez et al., 2011).

Por outro lado, a hiperestabilidade da cromatina espermatica pode atrasar a formacao
nuclear paterna durante a fertilizagao (Rosenborg et al., 1990; Huret, 1983), o que pode induzir
morte embriondria precoce ou menor desenvolvimento embrionario, frequentemente observado
apos inseminacao artificial com sémen suino congelado (Lwoff et al., 1987).

Neste estudo, embora ndo tenham sido realizadas outras avaliagdes especificas para a
cromatina, os altos valores de lesdo desta evidenciam os desafios a serem superados na busca

por melhores resultados do s€émen suino criopreservado para posterior uso na inseminagao.

4  CONCLUSAO

Em suma, os niveis de inclusdo de L-glutamina e L- acido glutdmico utilizados neste
estudo como suplemento na dieta de suinos machos reprodutores nao proporcionaram efeitos
significativos nos parametros avaliados do sémen resfriado e do sémen pds-descongelado,
sendo constatado somente efeito do tempo de armazenamento na qualidade do sémen resfriado

em temperaturas entre 15°C e 18°C.
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