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RESUMO - Avaliou-se o efeito da suplementacdo de vitamina A na dieta sobre as caracteristicas seminais (volume,
motilidade, pH, vigor e concentracdo espermatica, nimero total de espermatozoides, percentual de espermatozoides vivos
e anormalidades morfoldgicas) de reprodutores suinos no periodo de um ano (junho de 2004 a junho de 2005). Utilizaram-se dez
reprodutores hibridos com 328,5 + 2,12 dias de idade e 191,0 + 12,0 kg distribuidos em duas ra¢des, uma controle, com 10.000 Ul
de vit. A por kg de racdo por dia, e outra com 16.000 Ul de vit. A, fornecidas na quantidade de 2,5 kg/dia. O delineamento
foi inteiramente casualizado com medidas repetidas no tempo. Ndo houve efeito significativo da suplementacdo de vitamina A
na dieta nem de interagdo com o tempo nas caracteristicas seminais estudadas. O tempo teve efeito significativo no pH,
na concentragdo espermatica, no numero total de espermatozoides, no percentual de espermatozoides vivos, nas
anormalidades morfolégicas, na motilidade e no vigor espermatico. Apesar da nao-significancia da suplementagdo de
vitamina A, foi possivel detectar diferencas numéricas no aumento da motilidade e de espermatozoides vivos, bem como na
diminui¢do das anormalidades morfoldgicas, resultados que indicam acdo da vitamina A.
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Assessment of vitamin A supplementation on boar semen characteristics

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effect of vitamin A feed supplementation on the
following boar semen characteristics: volume, motility, vigor, seminal pH, spermatic concentration, total number of
spermatozoa, percentage of living sperm cells and morphologic abnormalities. The experiment was carried out with 10
hybrid boars (328.5 £ 2.12 days of age and 191.0 £ 12.0 kg live weight). The boars were separated into two treatments
and fed with two vitamin A levels: control, 10.000 Ul/kg feed daily; and vitamin A, 16.000 Ul. The boars received 2.5 kg
feed daily. A randomized complete design was used with replication measurements in time. There was no significant effect
of vitamin A supplementation on the characteristics studied, and nor on the time and treatment interaction. The was
significant effect of time on pH, spermatic concentration, total number of spermatozoa, percentage of living sperm cells,
morphologic abnormalities, motility and vigor. Although detect significant differences were not detected between both
treatments, numerical differences were detected indicating that vitamin A influenced the average increase in motility
and the percentage of living sperm cells and the reduction in the percentage of morphologic abnormalities. Data showed
support the idea that vitamin A is intimately associated with spermatogenesis.
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Introducéo

A suinocultura tem exigido averiguacBes mais
aprofundadas da interacdo entre nutri¢éo e reproducéo. E
0 conhecimento dessa interagdo pode trazer beneficios na
reducédo daidade a puberdade, melhoriadalibido e do vigor
sexual, e no desenvolvimento e manutencdo das glandulas
enddcrinas (Close & Cole, 2001).

Este artigo foi recebido em 20/11/2006 e aprovado em 27/10/2008.
Correspondéncias devem ser enviadas para: smmkm@usp.br

Especificamente na espermatogénese, essa interacao
ganha relevancia por se tratar de um processo que envolve
a diferenciacdo das células germinativas e a expressdo
programada de diversos tipos e estagios de desenvolvi-
mento celular. Entretanto, as mudancas morfoldgicas das
células tém sido bem descritas, porém pouco se conhece
sobre 0s mecanismos moleculares de regula¢do do gene
envolvido neste evento reprodutivo (Lee et al., 2004).
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Medeiros & Paulino (1999), relataram que a vitamina A
é essencial para o crescimento e a proliferacdo de células
epiteliais. Liveraetal. (2002) descreveram que a vitamina
atua ainda protegendo o epitélio germinativo de machos
e estabilizando a integridade das membranas celulares. A
acdo é reforcada quando combinada com as vitaminas E e D
(Martin-Rillo, 1982) e ha evidéncias de que o betacaroteno,
precursor da vitamina A, juntamente com o0 manganés e o
zinco, estdo envolvidos na esteroidogénese (Smith &
Akinbamijo, 2000).

As desordens reprodutivas observadas pela deficiéncia
de vitamina A em animais de producdo ocasionam atraso
da puberdade, baixa taxa de concepcéo, alta mortalidade
embrionaria e libido reduzida nos machos (Smith &
Akinbamijo, 2000).

Em estudos com cachacos deficientes em vitamina A,
foram observadas atrofia do testiculo e mudancas qualita-
tivasrelacionadas a interrupcao parcial ou total da esperma-
togénese (Palludan, 1963). De mesmo modo, foi observada
em ratos com essa avitaminose reducdo da secrecdo dos
niveis basais de testosterona (Appling & Chytil,1981).

Em ratos, a deficiéncia de vitamina A induziu a parada
da espermatogénese, resultando em tdbulos seminiferos
contendo somente células de Sertoli, espermatogbnia e
algunsespermatdcitos (Unnietal., 1983). A espermatogénese
pode ser reiniciada pela utilizacdo de retinol, resultando na
sincronizacdo do epitélio (Morales & Griswold, 1987),
sendo observadas taxas de desenvolvimento similares aos
ratos normais (van Pelt & Rooij, 1990).

O objetivo neste estudo foi avaliar a influéncia da
suplementacdo de vitamina A na dieta sobre as caracteris-
ticas seminais de reprodutores suinos avaliadas durante
um ano (junho de 2005 a junho de 2006).

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laborat6rio de Pesquisa
em Suinos da Faculdade de Medicina Veterinériae Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo - FMVZ/USP, Campus
Pirassununga, Sado Paulo. Foram utilizados 10 machos
adultos hibridos com 327 dias de idade e peso médio de
166 kg, alojados individualmente em baias (9,76 m? por
animal) providas de bebedouros tipo chupeta e comedouros
individuais.

Foram utilizados 10 reprodutores hibridos (Landrace
x Large White) com aproximadamente 328 dias de idade
e peso médio 191 kg, alojados individualmente em baias.
Naselecdo dos animais, foram considerados a procedéncia,
0 grau de parentesco, a idade e o peso para melhor homo-
geneizacdo da amostra.

Os animais foram distribuidos em duas dietas: uma
controle, especifica paramachos reprodutores, com 10.000 Ul
de acetato de retinil (Rovimix®, Roche)/kg, equivalente a
25.000 Ul de acetato de retinil/animal.dia; e outra suple-
mentada com acetato de retinil com 16.000 Ul de acetato de
retinil/kg, equivalente a 40.000 Ul de acetato de retinil/
animal.dia, todas fornecidas na quantidade de 2,5 kg/dia.
Utilizou-se 0 NRC (1998) como referencial paradeterminar
os niveis de vitamina A utilizados em machos reprodutores
(7600 Ul de vitamina A para o consumo de 1,9 kg/dia).

O periodo experimental foi de junho de 2004 a junho de
2005. Foramrealizadas 53 colheitas por animal, com intervalo
de sete dias, totalizando 530 amostras. As colheitas foram
realizadas pela manhd, na sala de colheita, com prévia
higienizagcdo do prepucio e empregando-se 0 método da
mé&o enluvada (King & Macpherson, 1973). Utilizou-se um
becker previamente aquecido a 35°C, adaptado com papel-
filtro para acondicionamento do sémen e separacdo das
fracdes gelatinosa e liquida do ejaculado. O frasco foi
protegido por um recipiente isotérmico e imediatamente
apos as colheitas, o sémen foi analisado quanto as carac-
teristicas volume, motilidade, pH, vigor e concentracdo
espermatica, nimero total de células espermaticas no
ejaculado, percentual de espermatozoides vivos e anorma-
lidades morfoldgicas.

O volume do ejaculado foi mensurado no préprio frasco
coletor e 0o pH do sémen foi determinado utilizando-se
peagametro. A motilidade e o vigor esperméatico foram
avaliados no sémen recém-coletado, comauxilio de micros-
copio 6tico comum, com aumento de 100 x. Para analise da
concentragdo espermdtica, foi utilizada a camara de
Neubauer, com o sémen diluido na proporcdo de 1:99. A
avaliacdo do percentual de espermatozoides vivos foi feita
pela técnica de coloragdo eosina-nigrosina (Mies Filho,
1987). Asanormalidades espermaticas foram preparadas em
solucdo de formol salina acrescida de gotas de sémen até a
turvacdo. Realizaram-se a homogeneizagéo e o preparo da
amostra sem corante para avaliagdo das anormalidades
morfolégicas em microscdpio de interferéncia diferencial,
com aumento de 1000 x, em contagem diferencial de 300
células, avaliando-se acrossoma, cabeca, colo, peca inter-
mediaria, cauda, presenca de gota e notificando o numero
total de anormalidades (Scheid, 1993).

O delineamento experimental foi inteiramente casuali-
zado, com o complemento do delineamento em medidas
repetidas no tempo. Os dados obtidos dos procedimentos
experimentais foram analisados utilizando-se o programa
estatistico Statistical Analysis System (SAS Institute Inc.,
1996), com prévia verificacdo danormalidade dos residuos
pelo teste de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE). As
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probabilidades de interac6es com o tempo foram deter-
minadas pelo teste de Greenhouse-Geisser Epsilon. As
analises por tempo somente foram realizadas quando as
interacOes entre tempo e dieta ndo foram significativas.
Paraaanalise do vigor espermatico, utilizou-se amodelagem
por cadeias de Markov (Ross, 2002) para estimar a proba-
bilidade de transicdo ou manutencdo do vigor (3-4 ou 4-4)
do sémen nos dois niveis de vitamina A na dieta. Para
anélise econdbmica do nimero de doses inseminantes por
nivel de vitamina A, adotaram-se apenas dados descritivos.
Em todas as andlises estatisticas, o nivel de significancia
considerado foi de 5%.

Resultados e Discussao

Os niveis distintos de vitamina A utilizados na dieta
controle e naquela suplementada foram superiores aos
recomendados pelo NRC (1998). Estudos demonstram pela
interrupcdo parcial ou total da espermatogénese o grau de
deficiénciadavitamina A (Palludan, 1963).

Pesquisas de Kim & Wang (1993) confirmam que a
vitamina A age inclusive em determinados estagios da
formacéo da célula espermaética. O retinol, apo6s sua trans-
formacéo em &cido retinoico pelas células testiculares,
participa da espermatogénese, promovendo a diferenciacdo
espermatica a adesdo das células germinativas as células de
Sertoli, e a liberagdo de espermatozoides no Iimen do
tubulo seminifero (Vernetetal., 2006).

Essas consideracfes tornam-se relevantes para a
analise da influéncia da vitamina A nas caracteristicas
seminais, confirmada em achados relacionados a analise
do vigor espermético e da prépria manutencdo nessa
condicdo aliado ao menor percentual de anormalidades
morfoldgicas. Essas condi¢cdes fundamentam a menor
variabilidade da suplementacdo com 40.000 Ul de acetato
deretinil eindicam aacgéo dareferida vitaminaem machos
reprodutores suinos.

Na analise da caracteristica volume do ejaculado
(Figura 1), ndo foi observada no estudo interacdo signifi-
cativaentre tempo e suplementacao, por isso, aanalise dos
fatores foi feita separadamente. Verificou-se, portanto,
diferenca significativa do fator tempo, independentemente
donivel de vitamina A. Esse aumento gradativo do volume
em ambos os niveis de vitamina A pode ser explicado pelo
proprio estagio de desenvolvimento dos cachacos, que
esta relacionado, além da variacgdo individual, ao aumento
novolume do liquido seminal, principalmente oriundo da
contribuicdo das glandulas anexas. A vitamina A na
realidade ndo influenciou positivamente o volume, umavez
que sua acdo esta mais direcionada a proliferagdo e diferen-

ciacdo das células germinativas presentes no tubulo
seminifero que estimulando as glandulas sexuais acessorias.

Os resultados contrarios verificados por Martin-Rillo
(1982) indicam efeito positivo da vitamina A sobre o volume
do ejaculado, mas ndo hé relatos semelhantes na literatura.

Nacaracteristicamotilidade (Figura2), também néo foi
evidenciada diferenga significativa na interacdo tempo e
nivel de vitamina A (P =0,2666), 0 que comprova isola-
damente efeito significativo de tempo e ndo-significativo
dasuplementacdo de vitamina A. Os valores de motilidade
espermaticaforamde 67,0 + 8,06% paraadietacontrolee
79,0 +5,40% para a dieta suplementada com vitamina A.
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Figura 1 - Volume do ejaculado, concentragdo espermatica e
namero total de espermatozoides (10°) no sémen de
reprodutores suinos sob suplementagéo com vitamina A.
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Figura 2 - Caracteristicas morfolégicas do sémen de reprodutores suinos sob suplementagdo com vitamina A.

Esse resultado contraria os achados de Zervos et al.
(2005), que avaliaram o efeito do acetato de retinil em ovinos
(12.500 UI, 50.000 Ul e 150.000 Ul/animal) e também néo
observaram diferencasignificativa para essa caracteristica
seminal. Aikamaetal. (2003), utilizando 100 Ul acetato de
retinol em ratos com deficientes de vitamina A, verificaram
efeito significativo, com redugéo dos distUrbios de
motilidade.

Essa discordancia esta relacionada aos niveis de
vitamina A, muito distintos, o que ndo ocorreu neste estudo,
conforme citado anteriormente. Comparativamente,
Abrahdo (2006), utilizando os mesmos niveis de suplemen-
tacdo por um periodo de 25 semanas, verificou efeito
significativo da suplementacédo de vitamina A. Esse resul-
tado deve ser interpretado considerando a menor idade dos
animais, o menor periodo de anélise, mas ao mesmo tempo,
ser indicativo da acdo da vitamina A, com base nos niveis
idénticos ao deste estudo, o que justifica a sutil variabili-
dade nessa caracteristicaassociada ao mecanismo de acdo
do &cido retinoico, conforme citado na literatura.

Com base nos valores médios percentuais de motilidade
no periodo experimental descrito por Abrahdo (2006),
nota-se que houve diferenca significativa entre as dietas
controle e suplementada comvitamina A (73,0 + 25,25% vs
83,0%7,53%, respectivamente).

O resultado obtido para vigor esperméatico (Figura 2)
foi semelhante ao da motilidade e ndo foi evidenciada
diferenca significativa na interacdo tempo x suplemen-
tacdo de vitamina A, o que indica apenas efeito significativo
de tempo, e ndo da suplementacdo vitaminica. Os valores
médios obtidos com a suplementacgdo de vitamina A foram
superiores ao da dieta controle durante o periodo experi-
mental (3,3 + 1,08 vs 3,8 + 0,37 controle e vitamina A,
respectivamente.

Analisando a variabilidade pelamodelagem por cadeias
de Markov (Figura 3), constatou-se que a probabilidade da
transicdo do vigor de 3-4 do controle era de 33% e, para a
vitamina A, de 42%, portanto, pelo menos neste experimento,
a utilizagdo da suplementacgéo de vitamina A (40.000 Ul)
aumentou a capacidade de transicdo do vigor, pois esse
maior percentual representou a maior chance de os animais
devigor 3 passarem para o vigor 4 de umasemanaparaoutra.
Esse mesmo efeito parece ndo ser tdo evidente para 0s
animais que ja apresentavam vigor 4, pois a probabilidade
de se manter é de 90% e de 92%, respectivamente, para as
dietas controle e com suplementacdo de vitamina A. Essa
é uma evidéncia da menor variabilidade conferida pela
vitamina A naformagcdo da célulaespermatica, o que ratifica
as consideracdes anteriormente relacionadas aos niveis
empregados no estudo e a prépria acdo da vitamina A.
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Figura3 - Probabilidades de transicdo entre os estados de vigor
espermatico representada pela modelagem por
cadeias de Markov.

O pH néo diferiu significativamente com a interacéo
tempo x suplementagdo com vitamina A, nem com a
suplementacdo isoladamente; houve efeito apenas do
tempo. N&o foram evidenciadas diferencas entre dietas para
os valores médios (6,85+0,83vs 6,78+ 0,85 parao controle
e vitamina A, respectivamente); foram constatados valores
diferenciados somente nos meses de novembro a janeiro.
Provavelmente esse resultado se deve a resposta fisioldgica
do organismo ao passar por uma situacdo de estresse
térmico (Torreetal., 2002).

Os valores obtidos com ambas as dietas encontram-se
navariacao consideradanormal para o sémen de reprodutores
suinos(7,2a7,8) (Garner & Hafez, 1995).

Na concentracdo espermatica (108/mL), néo foi eviden-
ciada diferenca significativa na interacdo tempo e
suplementagdo vitaminica, o que comprova efeito significa-
tivo de tempo e ndo-significativo da suplementagdo. Os
valores médios durante o periodo experimental foram de
324,03+11,83x 106vs 343,05+ 11,54 x 108 espermatozoides/mL
para o controle em comparagdo aquele com suplementacao
de vitamina A, respectivamente. Esses valores estdo dentro
da variacdo considerada normal para esta caracteristica
(2002400 x 108 espermatozoides/mL) (Garner & Hafez, 1995).

Estudos relacionados a deficiéncia de vitamina A em
ratos comprovaram que avitamina A blogqueia o estagio de
espermatogodnia, que é restabelecido apos suplementacao
deretinoide (Unnietal., 1983; Liveraetal., 2002).

Em grande parte do periodo experimental (60%), a
suplementacdo com vitamina A promoveu valores nume-
ricamente superiores aos obtidos com a dieta controle; o
valor maximo foi obtido no més de junho de 2005 (399
16,82 x 10° espermatozoides/mL) para a vitamina A e, no
més de novembro de 2004, o valor for de 394,5 + 18,70 x 106
espermatozoides/mL correspondente ao controle, apds
reducéo da temperatura no més de outubro (Figura 4).

O numero total de espermatozoides no ejaculado
(Figural) também ndo sofreu interagdo significativatempo
x suple-mentacdo vitaminica nem efeito da suplementacao;
apenas o tempo mostrou significancia.

Apesar da ndo-significancia, os valores médios da
concentracdo espermatica para a vitamina A superaram o
controle; o volume foi maior para o controle, o que levou a
um valor médio do nimero total de espermatozoides maior
para o controle em comparacdo a vitamina A (102 + 45,50 x
109vs 99 + 51 x 109 espermatozoides, respectivamente).

Os resultados foram contrarios aos encontrados por
Abrahdo (2006), que evidenciou efeito significativo da
suplementacdo, mas, quando associado ao diferencial
emrelagdo ao volume, o estudo do autor revelou volumes
maiores paraasuplementacdo com vitamina A em compa-
racdo a racdo controle, o que ndo ocorreu neste estudo.

Se observados os valores médios do nimero total de
espermatozoides no ejaculado (10%) no periodo experi-
mental, o resultado averiguado por Abrahdo (2006) foi de
114 +64,97 x 109 vs 122 + 72,56 x 109 de espermatozoides
parao controle comparado ao suplementado com vitamina
A; neste estudo, os valores foram de 102 + 45,50 x 10% vs
99 + 51 x 109 espermatozoides para o controle em compa-
racdo a vitamina A, respectivamente. Essa diferenca a
favor do controle pode estar relacionada ao maior valor
numérico médio do volume (20 mL), no controle, jadque ndo
houve diferencana concentragdo espermatica. O compor-
tamento desta caracteristica foi muito semelhante para
ambas as dietas.

No célculo do nimero de doses inseminantes por nivel
de vitamina A avaliado (Figura 1), foram utilizados os
valores médios do numero total de espermatozoides no
ejaculado (102 x 10° espermatozoides vs 99,50 x 10°
espermatozoides para o controle e vitamina A, respecti-
vamente) e os valores médios de motilidade espermatica
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(67 vs 79% para o controle e vitamina A, respectivamente),
referente ao periodo experimental.

Considerando aconcentracio de 3 x 10%espermatozoides
moveis por dose inseminante (Figura 1), seriam obtidas ao
ano 1196 doses para o controle e 1352 para vitamina A.
A cadasemana, seriam produzidas em média 23 doses por
animal no controle e 26 navitamina A, o que corresponderia
a 3 doses inseminantes/animal a mais para a dieta com
vitamina A. Extrapolando esse aumento no nimero de
doses inseminantes para uma central de inseminacdo que
atende 3.500 matrizes, com 35 cachagos, numarelacédo
1:100 (1 reprodutor para 100 fémeas), seriam obtidas 105
doses inseminantes a mais por semana. Considerando que
o valor comercial de cada dose inseminante seja em torno
deR$6,00 (seisreais), o lucro aparente obtido seriade R$ 630,00
(seiscentos e trinta reais) por semana. Ao ano esse valor
seriaoequivalenteaR$32.760,00 (trintae dois mil setecentos
e sessenta reais). Desse valor deveriam ser descontados 0s
custos extras com aumento no ndmero de bisnagas de
sémen, no diluente e antibiodtico, na 4gua deionizada e na
suplementacdo de vitamina A na ragdo. O diferencial de 3
doses amais equivale aumareducdo em 12% de alojamento
de machos. Para cada 100 machos, haveriauma reducédo de
12 machos, induzindo ao menor custo com instalacGes,
manutencao, além de reduzir no custo com aalimentagdo
e mao-de-obra. Uma outra associagdo a ser considerada é
que, com o aumento do numero de doses, ha maior
disseminacdo do material genético, narealidade, hduma
fémea inseminada a mais por semana/cachaco. Num
plantel de 35 reprodutores, seriam 140 fémeas a mais
inseminadas por més, o que aumentaria a produtividade
geral do plantel.

O efeito da suplementacéo de vitamina A na formacéao
da célula espermatica sugere que o nivel de 40.000 Ul de
vitamina A/animal.dia utilizado neste estudo € viavel
economicamente e inclusive ja preconizado em determi-
nadas industrias que produzem nucleos de suplementos
vitaminicos e minerais.

O percentual de espermatozoides vivos (Figura 2),
determinado utilizando os corantes eosina-nigrosina,
também ndo sofreu interacdo significativa entre tempo e
nivel de vitamina A nem efeito de suplementacgdo; apenas
efeito de tempo foi significativo. Foram pequenas as
diferencas numéricas entre as dietas, e o percentual de
espermatozoides vivos sofreu oscilagdo semelhante
durante o periodo experimental.

Na caracteristicaanormalidades morfologicas (Figura2),
ndo houve interacdo significativa entre tempo e suplemen-
tacdo, nem efeito de suplementacdo; apenas o tempo foi
significativo. Na maioria dos meses, 9 dos 13, a vitamina

A mostrou valores numéricos inferiores ao controle (70%),
lembrando a acdo sutil pelos niveis utilizados no estudo
e a relacdo com a integridade do epitélio.

O resultado deste estudo foi semelhante aos encontrados
por Zervos et al. (2005), que também ndo verificaram
diminuicdo nas anormalidades morfiolégicas no sémen de
carneiros sob suplementacdo com acetato de retinil.

A variabilidade desta caracteristica foi analisada por
meio de técnicas de processos estocasticos, modelos
lineraes mistos e inferéncia Bayesiana, nos quais o coefici-
ente negativo de comparacdo entre a ‘vitamina A e controle’
indicou que o percentual de anormalidades foi menor para
a dieta com 40.000 Ul de vitamina A que para a dieta
controle (P =0,339). Esse resultado confirma o encontrado
por Abrahdo (2006), que verificou menores percentuais de
anormalidades espermaticas paraadietacom vitamina A.

As diferencas numéricas neste estudo, associadas aos
resultados verificados por Abrahdo (2006), sugerem a
continuidade dos estudos com esta vitamina, direcionando
paraaespecificacdo de seus efeitos namenor variabilidade
das caracteristicas seminais.

No estudo ainda foram analisadas as variabilidades das
caracteristicas seminais aliadas ao fator estacdo do ano e
principalmente nos meses quentes do ano (21/12/2004 a
20/3/2005). Detectaram-se diferengas significativas de
estacdo do ano (P<0,001), caracterizando a sutil agdo da
vitamina A, justificada nos estagios intermediarios de
formacdo da célulaespermatica.

Conclusdes

As caracteristicas volume, motilidade, vigor espermaético,
pH, concentracdo, nimero total de espermatozoides,
percentual de espermatozoides vivos e anormalidades
morfologicas ndo variam entre os niveis de vitamina A
avaliados. As vantagens econémicas da suplementacéo de
vitamina A consistem no maior nimero de doses insemi-
nantes e namenor variabilidade obtida com a suplementacéo
de vitamina A no nivel de 40.000 Ul/animal/dia.
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