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Feasibility of the use of stillborn piglets in the study of myogenesis

and development of vital organs
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Resumo

Objetivou-se estudar a viabilidade do uso de leitdes natimortos nos estudos de miogénese e
desenvolvimento de 6rgaos vitais. Utilizou-se leitegadas provenientes da genética Topigs x Danbred de
82 matrizes suinas entre 1* a 7° ordem de parto. No total foram monitorados 82 partos. Ao término dos
partos, todos os leitdes foram pesados e identificados, de acordo com a ordem de nascimento. A partir
deste procedimento foi calculado o peso médio das leitegadas que apresentaram histérico de natimortos.
Os leitdes que apresentaram peso proximo ou igual ao peso médio da leitegada, ¢ peso semelhante ao
dos leitdes natimortos provenientes das respectivas leitegadas, foram sacrificados. No total, 28 leitdes
foram abatidos e 30 natimortos foram utilizados. Em ambas as classes (natimortos e nascidos vivos
sacrificados) foram coletados, o musculo semitendinoso, coragdo, cérebro e figado. Os dados foram
analisados por ANOVA, correlagdo e regressao através do programa estatistico SAEG. Os resultados
sugerem que os leitdes nascidos vivos possuem maior area muscular quando comparado com natimortos
(60, 50 vs 42,71 pm). Além disso, uma forte correlagdo (P < 0,05; R = 0,63) foi encontrada entre a
area muscular e nimero de fibras musculares. Leitdes natimortos possuem menor nimero de fibras
musculares, por isso ndo podem substituir os leitdes nascidos vivos em pesquisas voltadas ao estudo da
miogénese e do desenvolvimento de 6rgaos vitais, e 0 sexo ndo ¢ uma variavel importante para estudos
com esta finalidade.

Palavras-chave: Fibras, leitegada, mortalidade, musculares, pds-natal

Abstract

The objective was to study the feasibility of the use of stillborn piglets in the studies of myogenesis
and the development of vital organs. For this, was used litters from genetic Topigs x Danbred of 82
sows between 1% to 7™ order of parturition. In total were monitored 82 parturitions, at the end of
the parturitions, all piglets were weighed and identified according to birth order. From this procedure
we calculated the average weight of litters with a history of stillbirths. The piglets weighing close
to or equal to the average weight of litter, and that similar to the weight of stillborn piglets from the
litters, were sacrificed. In total 28 piglets were slaughtered and 30 stillbirths were used. In both classes
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(stillbirths and live births sacrificed) were collected, the semitendinosus muscle, heart, brain and liver.
Data were analyzed using Anova, correlations and regression procedure of SAEG. Results suggested
that piglets which born alive have a greater muscular area when compared to stillborn (60. 50 vs. 42.71
pum). In addition a strong correlation (P < 0. 05; r= 0.63) was found between muscular area and number
of muscle fibers. Overall, the results of this study suggest that the stillborn piglets have fewer muscle
fibers and can’t replace piglets that born alive in researches about myogenesis and development of vital
organs, and sex isn’t an important variable to study for this purpose.

Key words: Fiber, litter, mortality, muscles, postnatal

Introduciao

O desenvolvimento do leitdo apos o nascimento
esta relacionado com a hipertrofia das fibras
musculares pré-formadas durante a gestagdo,
sucedendo-se a hiperplasia do tecido muscular que ¢
completada por volta de 85-90 dias de gestagdo com
o estabelecimento das fibras primarias e secundarias

(WIGMORE; STICKLAND, 1983).

As fibras secundarias estao sujeitas aos estimulos
nutricionais e hormonais durante a gestacao, podendo
sofrer um importante processo de multiplicagdo,
permitindo que o leitdo, independentemente de seu
peso ao nascer, tenha plenas condi¢des de crescimento
pos-natal, preservadas as questdes de competi¢dao
com leitdes de maior peso ao nascimento (DU; ZHU,
2009).

O baixo peso ao nascer dos leitdes parece ter
uma relagdo positiva com a redu¢do do numero
de fibras musculares, decorrente principalmente da
deficiéncia do aporte de nutrientes na unidade feto
placentaria (GONDRET et al., 2006).

Também o desenvolvimento dos orgdos vitais
nos estagios embriondrio e fetal depende do
suprimento destes nutrientes e da habilidade do
embrido em utilizar estes substratos (REHFELDT;
KUHN, 2006). Neste sentido, muitos fatores
podem relacionar-se com o peso ao nascimento € o
desenvolvimento dos 6rgdos, como o alto nimero
de nascidos totais, a ordem de parto da matriz, a
posicao do feto no ttero, além de fatores ambientais
(HOLANDA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2009).
Paralelamente, estes tltimos fatores t€ém alta relagdo
com a taxa de natimortalidade (BORGES et al.,
2008).

Como defini¢do, os natimortos sdo os leitdes que
no inicio do parto ainda se apresentam vivos, mas
que morrem durante o desenvolvimento do parto
(CHRISTIANSON, 1992).

Diante desse quadro, a compreensdo de que os
leitdes natimortos seriam potencialmente aptos
ao desenvolvimento pos-natal, poderia abrir uma
possibilidade de estudos usando como base esta
classe de animais, eliminando a necessidade de se
abater leitdes ao nascimento, reduzindo assim os
custos e melhorando os aspectos éticos da pesquisa.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar
o numero de fibras musculares e o desenvolvimento
de alguns orgdos vitais entre leitdes natimortos
e nascidos vivos, com o intuito de verificar se os
leitdes natimortos poderiam substituir os nascidos
vivos nas pesquisas voltadas ao estudo da miogénese
e da formagao corporal.

Material e Métodos

o

O experimento, cadastrado sob o n
26368.2012.23, ¢ aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
de Londrina, foi realizado em uma granja comercial
localizada no municipio de Martinho Campos —
MG. Foram utilizadas leitegadas provenientes da
genética Topigs x Danbred de 82 matrizes suinas
entre 1* a 7° ordem de parto.

As matrizes foram identificadas por meio
de brincos e receberam manejos alimentares,
reprodutivos e sanitarios semelhantes. Foram
cobertas na mesma semana através da inseminagao
artificial e os machos utilizados foram distribuidos

de forma que foram preservados o uso de diferentes
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machos nas diferentes idades gestacionais, sendo,
portanto, isolado o efeito do macho.

Durante a gestacao as matrizes foram alojadas
em gaiolas individuais e na fase de lactacdo em
celas parideiras. Todas as fémeas possuiam mesmo
escore corporal, 17,72 £ 5,52, medido no ponto P2
com uso de ultrassom Piglog-105® (v.3.1), por
isso ndo houve distingdo na quantidade de alimento
ofertado para cada matriz. O manejo alimentar
orientado estabeleceu um fornecimento de 2.5 kg
de racdo por matriz/dia até os 84 dias de gestagdo

e de 3,5 kg por matriz/dia entre os 85 ¢ 114 dias de
gestacdo, sob um unico trato no periodo da manha
(8h). As sobras de ragdo foram coletadas e pesadas
diariamente para verificacdo do consumo individual
da matriz. Aos 111 dias de prenhes as fémeas foram
transferidas para a maternidade. No dia do parto nao
receberam alimento, e um dia apds receberam 1 kg
da racdo de lactagdo. Posteriormente a alimentacao
foi ad libitum até o desmame. Na Tabela 1 estdo
demonstradas as composi¢cdes das ragdes de
gestacdo e lactagao.

Tabela 1. Composicéao calculada das ragdes experimentais utilizadas nas fases de gestagdo e lactagdo.

Ingredientes(%) Gestagao Lactagdo
Milho (8%) 56,733 64,640
Farelo de trigo (15,5%) 27,000 -
Farelo de soja (46/80) 13,000 26,000
Sal 0,500 0,500
Calcario calcitico 1,400 1,330
Fosfato bicalcico 1,100 2,000
Cloreto de colina 0,067 -
Actcar - 5,000
Lisina - 0,130
Premix mineral e vitaminico' 0,200 -
Premix mineral e vitaminico? - 0,400
Total 100,000 100,000
Valores calculados*

Proteina bruta (%) 14,720 17,400
Extrato etéreo (%) 3,400 2,910
Fibra bruta (%) 4,850 3,460
Matéria mineral (%) 5,820 6,250
Calcio (%) 0,900 1,080
Fosforo total (%) 0,680 0,680
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2914 3137

"Premix mineral e vitaminico (nutriente/kg de produto): Vit. A: 1.250,00 UT; Vit. D3: 250.000 UL, Vit.E: 8.750mg; Vit.k3: 150mg;
Vit.B1:125mg ;Vit.B2: 1.125mg; Vit.B6: 150 mg; Vit. B12: 4.500 mcg; Niacina: 3750mg; Pantotenato de célcio:3.250mg; Acido
folico:400 mg; Biotina: 50mg; Cloreto de colina:75g; Fe:12,25g; Cu:5.250mg; Mn:8.750mg; Zn:26,25g; lodo:350mg; Sélenio

75mg/kg.

*Premix mineral e vitaminico (nutriente/kg de produto): Vit. A: 1.000,00 UT; Vit. D3: 250.000 UT; Vit.E: 8.750mg; Vit.k3: 163mg;
Vit.B1:125mg ;Vit.B2: 1.125mg; Vit.B6: 150 mg; Vit. B12: 4.500 mcg; Niacina: 3500mg; Pantotenato de célcio:3.000mg; Acido
folico:400 mg; Biotina: 45mg; Cloreto de colina:75g; Fe:10,50g; Cu:4.500mg; Mn:7.500mg; Zn:22,50g; lodo:300mg; Sélenio

75mg/kg.
Fonte: Elaboragao dos autores.
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No total, 82 partos foram monitorados.
Registrou-se a duracdo de cada parto, foram
identificados
nascimento por meio de brincos, foi avaliado o
peso ao nascer, 0 sexo, o numero de nascidos
totais, nascidos vivos, mumificados e natimortos.

Consideraram-se natimortos os leitdes que tinham

individualmente os leitdes ao

perfeito desenvolvimento externo, mas que ja
nasceram mortos, ¢ mumificados, leitdes que
nasceram mortos com cor de achocolatado, aspecto
desidratado (aspecto de miimia) e tamanho reduzido
(TECSA, 2007). Ao término dos partos, todos os
leitdes (nascidos vivos e natimortos) foram pesados
(balanga digital Toledo modelo Prix 3; precisdao
de 0,01 kg) e identificados através de um bastao
marcador na parte posterior do animal, segundo a
ordem de nascimento.

A partir deste procedimento foi calculado o peso
médio das leitegadas que apresentaram historico
de natimortos. Conhecendo o peso dos leitdes
natimortos, foram utilizados somente aqueles que
apresentavam um peso correspondente ao peso
médio de sua leitegada. Com esta identificacdo,
procedeu-se a escolha para o sacrificio de um
leitdo que apresentasse um peso semelhante ao do
leitdo natimorto, a fim de garantir uma comparacao
mais apropriada das categorias. Ao total foram
abatidos 28 leitdes. Para eutanasia, os animais
foram insensibilizados durante 3 a 5 segundos com
aparelho de eletronarcose (choque elétrico de 220
Ve 1,5 A) de dois pontos (fixados um na orelha e
outro na cauda do animal). Imediatamente apos a
insensibilizagdo os animais foram sacrificados por
meio de uma sec¢do dos grandes vasos do pescoco.
Foram utilizados 30 natimortos.

De ambas as classes (natimortos e nascidos vivos
sacrificados) foram coletados e pesados, o misculo
semitendinosus, o coragdo, o cérebro e o figado.
Os orgaos foram descartados apds a pesagem e 0s
musculos armazenados por 24 horas em solugao de
Bouin para fixagdo, e posteriormente, conservados
em alcool 70%.

Posteriormente, as amostras dos musculos
foram submetidas a desidratacdo em solucdes de
concentracao crescente de alcool, a diafanizacdo em
xilol e a inclusdo em parafina, seguida da montagem
da lamina histolégica. Cortes transversais da por¢ao
média do musculo, de 5 um de espessura foram
corados pelo método de Hematoxilina e Eosina
(HE) para avaliagdo histologica (BRIDI; SILVA,

2009).

A area total do musculo foi medida utilizando
a imagem obtida no Software Motic Images Plus
2.0, o qual também foi utilizado para realizacao
das contagens de fibras musculares, por meio de
um microscopio Olympus BX 50. Para estimar o
numero de fibras musculares foi feita a contagem,
aleatoriamente, de 10 campos de cada lamina.
Assim, conhecida a area total do musculo e as areas
dos campos, foi possivel estimar o numero de total
de fibras musculares de cada musculo.

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado com frequéncias desiguais,
distribuidos do 1° ao 7° parto. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia, correlagdo
e regressao utilizando-se o programa SAEG (UFYV,
2007).

Resultados e Discussao

Dos 82 partos acompanhados nasceram 1.330
leitdes, sendo 1144 nascidos vivos (587 machos e
557 fémeas), 135 natimortos ¢ 51 mumificados. Foi
observado que leitdes nascidos vivos possuiam peso
relativo do musculo semitendinosus mais elevado,
maior area muscular ¢ mais fibras musculares que
os leitdes natimortos (Tabela 2).

Verificou-se que 29,26% dos partos apresentaram
leitdes natimortos, sugerindo uma distribuigdo nao
normal. Lucia et al. (2002) e Schneider (2002)
também relataram variagdes no numero de partos
que apresentavam natimortos (24,7% e 53,3%
respectivamente).
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Segundo Borges et al. (2005), diversos fatores
podem influenciar na ocorréncia da mortalidade,
ordem de

como intervalo entre nascimentos,

nascimento, peso corporal dos leitdes, idade
gestacional da fémea, anoxia, subnutricdo uterina,
entre outros.

Tabela 2. Comparagao do peso inicial (PI), peso relativo do mtsculo semitendinosus (Prel Musc), area muscular (AM)

e niimero de fibras (NF).
Leitoes PI (g) Prel Musc (%/PV) AM (pm) NF
Nascidos vivos 1386,25a 0,20a 60,50a 433.160,4a
Natimortos 1387,13a 0,17b 42,71b 379.921,4b
CV (%) 17,14 20,46 34,85 27,13

Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem entre si (P < 0,05).

Fonte: Elaboracgdo dos autores.

Quanto a ordem de parto, o maior nimero de
leitdes natimortos ocorreu entre a quinta € a sexta
gestacdo (5,75), indicando correspondéncia com as
ordens de parto que apresentaram maior nimero
de nascidos totais (NT=11,2174 + 2,35727 X-
0,204887 X?; R*=0,60).

Neste contexto, sob igual condi¢do de peso ao
nascer, os leitdes natimortos apresentaram um
menor numero de fibras musculares. A causa desta
variagdo ¢ principalmente devido a diferenciada
condi¢do nutricional no utero durante a gestacdo
(WIGMORE; STICKLAND, 1983; HANDEL;
STICKLAND, 1987). Foi observada uma maior
area muscular nos leitdes nascidos vivos. Este
parametro apresentou correlagdao (P<0,05; r= 0,63)
com o numero de fibras musculares, ou seja, quanto
maior a area muscular, maior o numero de fibras
musculares, Esta observagdo se identifica com os
resultados obtidos por Hoshi et al. (2005).

O peso relativo do musculo semitendinosus
também diferiu estatisticamente entre leitdes que
nasceram vivos e natimortos, de modo que os
natimortos apresentaram menor peso. A correlagao
de (P<0,05; R=0,39) entre o numero de fibras
musculares e o peso do musculo, explica este
resultado.

Pode
comparados com irmaos nascidos vivos de mesmo

se predizer que leitdes natimortos
peso ao nascer apresentariam um desempenho
menor, caso sobrevivessem, devido ao fato de

possuirem um menor nimero de fibras musculares.

Para os pesos relativos do cérebro e do coragao
de leitdes nascidos vivos em comparagdo aos
natimortos, ndo foi observado diferenca significativa
entre os grupos. Entretanto, para o peso relativo do
figado foi encontrada diferenga significativa, onde
leitdes natimortos apresentaram um maior peso,
comparado a leitdes nascidos vivos (Tabela 3).

Tabela 3. Comparagao dos pesos relativos do cérebro (Prel Cer), figado (Prel Fig) e coragdo (Prel Cor) entre leitdes

nascidos vivos € natimortos.

Leitdes Prel Cer (%/PV) Prel Fig ( %/PV) Prel Cor (%/PV)
Nascidos vivos 2,08a 2,57 0,77a
Natimortos 2,18a 3,03b 0,81a

CV (%) 24,01 24,35 14,47

Meédias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si (P < 0,05).

Fonte: Elaboragao dos autores.
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Constatou-se que 13% dos natimortos
apresentavam relacdo do peso do cérebro sobre
o peso do figado maior que 1 (um). De acordo
com Town et al. (2004), estes leitdes podem
ser caracterizados como animais que tiveram
crescimento intra- uterino retardado (CIUR), pois
em animais normais o valor desta divisdo deve ser

menor que 1 (um).

Animais que passam por deficiéncias nutricionais
ainda no utero se adaptam a esta privagdo por meio
de alteragdes fisioldgicas e metabolicas com o intuito
de aumentar as chances de sobrevivéncia apds o
nascimento (WU et al., 2004). Caso a subnutri¢ao
seja prolongada, havera mudanga na taxa metabdlica
do feto com alteragdo na produ¢ao hormonal, bem
como armazenamento de nutrientes em forma de
gordura e a redistribuicdo de fluxo sanguineo para
proteger 6rgaos chaves (FOXCROFT et al., 2006).

Isso explica o maior peso relativo do figado

encontrado nos leitdes natimortos, sugerindo
que esse resultado se deve ao fato destes animais
terem sido acometidos por uma subnutri¢do intra-
uterina. O CIUR, que ¢ uma ocorréncia esperada
na espécie suina, pela distribuigdo diferenciada do
aporte sanguineo no utero e pelo elevado nimero de
leitdes nascidos (principalmente pelos nimeros que
se t€m obtido atualmente), tem impactos negativos

permanentes, afetando os parametros zootécnicos

como sobrevivéncia pré-desmame, conversao
alimentar, composicdo corporal, desempenho
reprodutivo (WU et al., 2006).

Quanto ao efeito do sexo dos leitdes,

independentemente da classe (natimortos e nascidos
vivos), o peso inicial, a area muscular, o nimero de
fibras musculares do musculo semitendinosus, nao
diferiram entre leitdes machos e fémeas (Tabela 4).

Tabela 4. Comparagdo do peso inicial (PI), area muscular (AM) e niimero de fibras musculares (NF) do musculo

semitendinosus entre leitdes machos e fémeas.

Leitdes PI (g) AM (pm) NF

Fémeas 1382,5a 53,73a 409.264,2a
Machos 1394,0a 48.21a 403.119,6a
CV (%) 17,31 37,68 27,93

Meédias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si (P > 0,05).

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Estes resultados discordam dos encontrados por
Miller, Garwood e Judge (1975) e Hoshi et al. (2005)
que verificaram que os machos possuiam 3,33 e
7,46% mais fibras, respectivamente, em relagdo
as fémeas. Rehfeldt, Adamovic e Kunh (2007)
observaram forte influéncia do sexo sobre o nimero
de fibras musculares e Bee (2004) sugeriu que o sexo
influencia a area da fibra muscular. Entretanto, estdo
de acordo com os resultados encontrados por Dwyer,
Fletcher e Stickland (1994) e Borosky et al. (2010),

que em outra situagdo também verificaram que o
sexo ndo influencia o namero de fibras musculares.
Vale ressaltar que as diferencas relacionadas com
o numero de fibras para estes animais tém relag@o
com a genética avaliada.

Também ndo houve influéncia do sexo nos pesos
relativos do musculo semitendinosus, cérebro,
figado e coragdo (Tabela 5), indicando que a
influéncia deste fator estd mais relacionada ao
desenvolvimento pds-natal do leitao.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 33, suplemento 2, p. 3353-3360, 2012
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Tabela 5. Comparagdo dos pesos relativos do musculo semitendinosu (Prel Musc), cérebro (Prel Cer), figado (Prel

Fig) e coragdo.

Leitdes Prel Musc (%/PV) Prel Cer(%/PV) Prel Fig(%/PV) Prel Cor(%/PV)
Fémeas 0,195* 2,15a 2,88 0,80a
Machos 0,184* 2,10a 2,64* 0,78a
CV (%) 21,61 2491 27,49 14,98
Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si (P > 0,05).
Fonte: Elaboracdo dos autores.
Desta forma, conclui-se que leitdes natimortos ~CHRISTIANSON, W. T. Stillbirths, mummies,

possuem menor numero de fibras musculares,
portanto, ndo podem substituir os leitdes nascidos
vivos em pesquisas voltadas ao estudo da miogénese
e do desenvolvimento de 6rgdos vitais, bem como
0 sexo nao ¢ uma variavel importante para estudos
com esta finalidade.
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