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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragoes
espermaticas sobre a viabilidade de sémen suino refrigerado. Foram realizadas
seis colheitas de sémen, sendo duas por semana, de quatro varrdoes, com
auxilio de manequim, pelo método da mao enluvada. Apdés a colheita, o
ejaculado foi filtrado para retirada da porcao gel e diluido com o diluente de

refrigeracdo Proli-Max® acrescido do antibidtico cloridrato de ceftiofur (66,6
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mg/L), de acordo com as seguintes concentragdes: Tratamento I: 30x10°
espermatozdides/mL; tratamento II: 50x10° espermatozdides/mL; e
tratamento III: 70x10° espermatozdides/mL. Logo apés a diluigdo (TO) e apds
24 (T24), 48 (T48) e 72 (T72) horas de refrigeracdo a 17°C avaliou-se
motilidade total, motilidade progressiva e vigor. O arranjo estatistico
constituiu-se em um esquema fatorial 3x4 (trés concentracdes x quatro
tempos), com avaliacdo de andlise de variancia comparada entre as médias
dos grupos seguido do teste de Tukey. O nivel de significdncia considerado foi
de 5% sendo o programa utilizado para as andlises estatisticas o software
Sisvar versdo - 2009. Com concentracdo final de 50x10° espermatozéides/mL
apresentou melhores resultados de qualidade de sémen refrigerado de varroes,
quando comparado com a concentracdo de 30x10° espermatozdides/mL.

Palavras-chave: Taxa de diluicdo, suino, sémen refrigerado.

Effect of different spermatic concentrations for dilution of the semen
of boars on the viability of the cooled semen

Abstract

Were carried through six semen harvests, being two per week, of four boars.
After the harvest, the ejaculated was filtered and diluted with diluent Proli-
Max®, increased of the antibiotic ceftiofur clorhidrate (66,6 mg/L), in
accordance with the concentrations to follow: Treatment I: 30x10°
spermatozoid/mL; treatment II: 50x10° spermatozoid/mL; and treatment III:
70x10° spermatozoid/mL. After the dilution (TO) and after 24 (T24), 48 (T48)
and 72 (T72) hours of refrigeration at 17°C evaluated total motility,
progressive motility and vigor. The final concentration of 50x10°
spermatozoid/mL presented better resulted of quality of cooled semen of
boars.

Keywords: dilution tax, swine, cooled semen.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira é bastante desenvolvida e a cada ano surgem
novas técnicas de producao e de manejo sanitario, nutricional e reprodutivo,
gue tém como objetivo a melhoria dos indices zootécnicos do setor, tornando-o
ainda mais eficiente. As tecnologias que vem sendo desenvolvidas e
aprimoradas na area da reprodugdao de suinos visam aumentar a taxa de
prenhes e o numero da leitegada de cada matriz, mas para isso € necessario
gue o sémen utilizado seja de boa qualidade, e para que essa qualidade seja
comprovada sdo necessarias varias avaliacdes relacionadas com a fertilidade,
como por exemplo a avaliacdo da concentracao espermatica, motilidade total,
motilidade progressiva e vigor dos espermatozdides.

A inseminacdo artificial (IA) é uma biotécnica que auxilia no
desenvolvimento do rebanho suino brasileiro, principalmente em granjas mais
tecnificadas e é amplamente difundida na suinocultura moderna.

A IA foi empregada na suinocultura na década de 1930 no Japdo e na
Russia, ocorrendo a partir de entdao, uma evolucdo lenta e gradativa do uso
dessa biotécnica em diferente paises, principalmente europeus. No Brasil,
somente na década de 1970 foram implantados os primeiros programas
comerciais de IA na espécie suina (BORTOLOZZO & WENTZ, 1997). Em 1975
foram instaladas as duas primeiras centrais de inseminacao artificial de suinos
(CIA) e a partir dessas centrais ocorreu a difusdo dessa técnica para unidades
de producdo de suinos com central prépria e outras centrais criadas no pais
(BORTOLOZZO et al., 2008).

O aumento da utilizacdo da IA nos paises com suinocultura tecnificada,
nos ultimos anos, mostra que esta biotécnica é vidvel economicamente, além
de potencializar o uso de machos geneticamente superiores, permitir o uso de
um menor nuimero de varrdes, promove uma maior seguranga sanitaria e
permitir a eliminagao de ejaculados de baixa qualidade, evitando desta forma a

obtencdo de baixas taxas de concepgao e tamanho de leitegada reduzido.
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Com o emprego da monta natural, preconiza-se um reprodutor para cada
grupo de 20 a 25 fémeas. Com o emprego da IA, o numero de fémeas a serem
atendidas por cada macho vai depender do grau de eficiéncia na utilizagdo de
reprodutores, bem como da técnica empregada para a inseminagao. Estima-se
gue, guando o manejo dos doadores de sémen é otimizado, é possivel produzir
de 1500 a 2000 doses de sémen, contendo trés bilhdes de espermatozdides
cada (BORTOLOZZO et al., 2003).

Na monta natural, em razdao do elevado numero de espermatozoides
depositados no trato reprodutivo da fémea suina, até mesmo ejaculados de
baixa qualidade podem alcancar taxas de fecundacdo aceitdveis. Entretanto, na
IA é depositado um menor nimero de espermatozdides no trato genital da
fémea, em torno de trés bilhdes por inseminacdo. O exame de todos os
ejaculados colhidos assume um papel importante, para producao de doses de
sémen de boa qualidade e contendo um numero adequado de
espermatozoides, o que a torna economicamente vidvel e capaz de
proporcionar uma boa taxa de concepcao e tamanho de leitegada das porcas
inseminadas.

Para a IA de suinos utiliza-se de rotina o sémen diluido e conservado sob
refrigeracdo a uma temperatura de aproximadamente 17 °C, por até trés dias
e varios fatores podem influenciar a qualidade espermatica durante o processo
de conservacdo, entre eles a susceptibilidade ao choque térmico, velocidade de
refrigeracdo, composicao do diluente, os fatores inerentes ao espermatozdide,
diferengas entre cachagos e ejaculados e as taxas de diluicdo do sémen
(BORTOLOZZO et al., 2008).

Com base na necessidade de producao de doses de sémen de boa
qualidade para a IA de suinos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito de diferentes taxas de diluicao sobre a viabilidade de sémen suino

refrigerado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas do sémen de varroes

O sémen é caracterizado por ser um liquido, com aspecto cremoso,
ligeiramente amarelado e/ou esbranquicado, sendo que a sua densidade
depende da concentracdo, quando a concentragcdao for menor, vai possuir um
aspecto aquoso, o volume varia entre as diversas espécies e dentro de uma
mesma espécie, devido a estacdao do ano, clima, hora, periodo de repouso
sexual do animal e método de colheita (ANJOS, 2006).

O espermatozdide suino € um dos mais sensiveis ao choque térmico,
guando comparado aos de outras espécies. Varios fatores podem estar
envolvidos na susceptibilidade dos espermatozdides suinos ao choque térmico,
merecendo énfase a forma da cabeca. Assim, espermatozéides com cabecas
grandes e achatadas, como as observadas na espécie suina, seriam mais
sensiveis do que os com cabecas menores e mais compactas (WATSON &
PLUMMER, 1985).

O conhecimento profundo da estrutura e do funcionamento da
membrana plasmatica dos espermatozdides é ponto inicial para o éxito dos
processos de manipulacdo do sémen, principalmente, tratando-se de espécies
como a suina, cujas células apresentam baixa resisténcia ao choque térmico. A
estrutura basica da membrana plasmatica de qualquer espécie € o mosaico
fluido, constituido por dupla camada lipidica entremeada por moléculas de
proteinas. A estrutura da bicamada lipidica é composta por 65% a 70% de
fosfolipidios, sendo o acido docosahexandico (DHA) o principal acido graxo

ligado a estes fosfolipidios, conferindo fluidez @ membrana (HOLT, 2000).

2.2. Métodos para avaliacao do sémen de varroes
O exame qualitativo do sémen visa determinar a viabilidade espermatica
e é empregado para selecionar os ejaculados os quais podem ser refrigerados

e utilizados para IA. Entretanto, o exame quantitativo é realizado com o
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objetivo de determinar o niumero de doses inseminantes possiveis de serem
produzidas a partir de um ejaculado (BORTOLOZZO et al., 2008).

Os parametros mais comumente utilizados para avaliacdo da qualidade
do sémen, como por exemplo, a motilidade e vigor, devem ser considerados
com ressalva ao julgar o potencial fecundante dos espermatozdides, pois estes
testes estdo pouco correlacionados com a fertilidade obtida in vivo
(WOELDERS, 1990). Entretanto, é fundamental que o ejaculado seja
submetido a um exame detalhado e apurado antes de ser liberado para IA
(BORTOLOZZO et al., 2008).

Apds a colheita é descartada a fragao gelatinosa que fica retida em um
filtro fixado na borda do copo coletor e em seguida o ejaculado deve ser
enviado para o laboratério para avaliagcdo macroscopica e microscopica do
sémen (FLOWERS, 1996). O exame macroscopico consiste na avaliacdo de
volume, cor, odor e aspecto do sémen e durante o exame microscopico avalia-
se a motilidade total, motilidade progressiva, vigor, aglutinagao, morfologia e

concentragao espermatica (AX et al., 2004).

2.2.1 Percentual de motilidade espermatica

O exame de motilidade deve ser realizado em microscépio 6ptico,
através de uma gota de sémen entre lamina e laminula, com objetivo de
avaliar a porcentagem de espermatozdides que estao em movimento. Sendo
gue para avaliacao da motilidade total, é considerado um percentual de todos
os espermatozdides que estdo se movimentando e para avaliacdo da
motilidade progressiva, €& considerado um percentual apenas dos
espermatozoides que apresentam movimento retilineo (WOELDERS, 1990).

O percentual minimo aceitdvel de espermatozdides moveis para liberar
um ejaculado para processamento é de 70%, sendo que ejaculados com
percentuais de células modveis abaixo deste valor devem ser descartados
(COLENBRANDER et al., 1993).
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2.2.2 Vigor

E um parametro que avalia a qualidade e intensidade do movimento
espermatico, levando em consideracdo o tipo e a direcado do movimento. O
vigor é normalmente estabelecido com base em um uma variacgdo de 0 a 5 e
corresponde aos espermatozdides que, estdo se movimentando
progressivamente sempre levando em consideracdo a velocidade do

movimento (AX et al., 2004).

2.2.3 Concentracao espermatica

Na espécie suina, a determinagdo da concentracdo espermatica pode ser
realizada pela contagem direta em camara hemocitométrica, pela
fotocolorimetria e pela contagem eletronica de particulas, sendo a estimativa
da concentracao baseada no aspecto do ejaculado, pouco precisa, nao sendo
recomendado o uso na rotina das centrais (BORTOLOZZO et al., 2008).

Segundo Corréa et al. (2001) a concentracdo é o numero de
espermatozdides por mm?> de sémen. Para avaliacdo da concentragdo s&o
consideradas tanto as células normais quanto as anormais, e de acordo com
essa observacdo é possivel determinar o nimero de doses a serem produzidas
do ejaculado.

As formas de avaliar a concentracdo espermatica sao poucas, e entre
elas estdao: o espermiodensimetro, o espectrofotometro e a camara de
Neubauer, sendo que essa ultima é a mais utilizada (BEARDEN & FUQUAY,
1997b). Todas as formas de determinacdo da concentracdao espermatica do
ejaculado de um cachaco devem levar a uma estimativa padronizada da
concentracao espermatica, sendo que em alguns casos pode ocorrer a
superestimacdo, que é considerar um nimero maior de espermatozdides numa
determinada dose de sémen, do que consta na realidade, ou pode ocorrer
também a subestimacdo, que é o oposto da anterior (KRUEGER et al., 1999).

Segundo Vianna et al. (2004) a superestimacao da concentracao pode
provocar retorno ao cio e consequentemente queda de fertilidade, reducao da

taxa de paricdo e no tamanho da leitegada prejudicando o produtor. A andlise
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correta da concentracdao espermatica fara com que haja a obtencdo de doses
gue consigam uma boa taxa de fertilizacdo dos ovdcitos.

De acordo com Corréa et al. (2001) alguns métodos que avaliam a
concentracdao espermatica superestimam a concentracdo real de
espermatozdides, sendo assim na dose inseminante terda uma quantidade
menor de espermatozdides que a recomendada, na IA intracervical que é de 3
x 10° espermatozdides viaveis. Essa falha na avaliacio da concentragdo
espermatica fara com que chegue um numero menor de espermatozdides que
o ideal no oviduto reduzindo assim a fertilizacdao (BRUNO et al., 2003).

Vianna et al. (2004) observaram que quando uma concentragao
espermatica esta acima da real, pode mostrar uma falsa situacao de que esta
ocorrendo um excelente manejo dos machos, mostrando um valor acima do
real, isso leva a crer que resultard em um maior indice de fertilidade.

O espermiodensimetro é uma das formas de se estimar a concentracdo
espermatica e é realizada através do grau de turvacdo determinando a
densidade espermatica (BEARDEN & FUQUAY, 1997b).

De acordo com a densidade éptica observada é feita uma relagdo com a
densidade espermatica que serd conferida em uma tabela, estimando assim o
nimero de espermatozdides presentes no ejaculado por mL, o
espermiodensimetro € o meio mais rapido de estimar a concentracao
espermatica, observando a turbidez ou densidade do ejaculado.

Vianna et al. (2004) afirmam que, existe uma menor precisao do
espermiodensimetro quando comparado com outros métodos, principalmente
pelo fato de que a densidade do ejaculado pode ser influenciada por sujidades
do préprio ejaculado e também vindas do material usado para a colheita do
sémen.

Madeira et al. (2006) citaram que, a determinacdao da concentracao
espermatica através do aspecto do ejaculado, pode ocorrer uma
superestimacdao do numero de espermatozdides e consequentemente das
doses inseminantes em relacdo a cdmara de Neubauer, principalmente pelo

fato de que o resultado dado pelo espermiodensimetro varia de acordo com o
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avaliador, de acordo com estes autores o espectrofotometro foi o método mais
compativel com a técnica padrao, que é a camara de Neubauer.

A Cémara de Neubauer é um equipamento usado para avaliar a
concentracao espermatica através da contagem das células. E o equipamento
de maior precisdo para a determinacdao da concentracdo espermatica
(WOELDERS, 1990).

O espectrofotometro ou fotocolorimetro é um equipamento que avalia a
concentracao espermatica através de passagem de ondas luminosas pela
amostra, sao aparelhos automaticos e que possuem boa seguranca de leitura
(WOELDERS, 1990).

2.3. Refrigeracao de sémen de varroes

Para prolongar a vida dos espermatozdides é necessaria a reducao da
atividade metabdlica do mesmo, através da reducdao da temperatura de
armazenamento e inibidores quimicos (JOHNSON et al., 2000).

A manutencdo do sémen suino sob condicdes de refrigeracdao tem se
mostrado uma técnica eficiente para a difusdao de material genético através dos
programas de inseminacdo artificial, quando o sémen ¢é adequadamente
processado e armazenado, é possivel a obtencdo de 6timos resultados de
prenhez e de tamanho de leitegada utilizando sémen refrigerado, muitas
vezes, o0 sémen é de excelente qualidade, mas erros de coleta, processamento,
armazenamento ou transporte podem reduzir ou comprometer o potencial
fecundante dos espermatozoides, acarretando quedas na fertilidade do
rebanho (FERREIRA et al., 2005).

O diluente é uma solucdo liquida que promove o aumento do volume do
ejaculado total, o diluente oferece nutrientes para que os espermatozdides
consigam obter energia, e fiquem protegidos contra a alteracdo do pH
(ALTHOUSE, 1997). O diluente também auxilia nas funcionalidades dos
espermatozoides, auxiliando na sua melhor eficiéncia de fecundacdo (GADEA,
2003).
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Os diluentes de sémen sdao compostos com uma ampla variedade de
substancias quimicamente diferentes entre si (aglcares, substancias tampoes,
antibiodticos), que tém a finalidade de manter os espermatozodides vidveis até o
momento de serem introduzidos no trato genital da fémea (FERREIRA et al.,
2005).

Sabe-se que os espermatozdides de suinos sao muito sensiveis a baixas
temperaturas, principalmente quando utiliza-se uma taxa de refrigeracao
rapida, o que resulta em uma perda de viabilidade espermatica (JOHNSON et
al., 2000). Entretanto, Pursel et al. (1972) afirmaram que ao serem mantidos
por algumas horas a 15 °C, os espermatozdides adquirem uma resisténcia
gradual ao choque frio. Weber et al. (2003) obteveram bons resultados de
viabilidade espermatica quando refrigerou o sémen de varroes por 24 horas a
15 °C, antes de utilizar temperaturas mais baixas.

De acordo com Watson (1996), o choque frio pode estar relacionado com
a composicdo lipidica da bicamada de fosfolipideos da membrana plasmatica,
pois estes lipideos afetam a fluidez da membrana plasmatica. Com a reducao
da temperatura ocorre uma restricdo na movimentacao lateral dos
fosfolipideos da membrana, resultante da transicdao de um estado liquido para
uma fase gel, sendo esta temperatura de transicao diferente para cada tipo de
lipideo da membrana, o que reforca a teoria de que a resisténcia do
espermatozodide choque frio esta relacionada a composicdao dos lipideos da
membrana plasmatica (DE LEEUW et al., 1990).

Segundo REIS (1997) a taxa de diluicao altera a preservacao e a
eficiéncia dos espermatozdides, influenciando assim, na taxa de fertilidade das
fémeas. Matos et al. (2009) mostraram que um ejaculado mais concentrado
necessita de mais diluente para chegar a quantidade desejada de
espermatozdides por mL e esse diluente tem a funcdo de proteger o
espermatozoide contra o choque térmico.

Watson (1995) observou que altas taxas de diluicao provocaram uma

reducao consideravel na viabilidade espermatica e acredita que este fato seja
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conseqléncia de uma reducao dos componentes responsaveis pela protecdo
dos espermatozdides, os quais estao presentes no plasma seminal.

Harrison et al. (1982) citaram que a diluicdo excessiva das proteinas do
plasma seminal, as quais auxiliam na motilidade dos espermatozodides,
promovem uma reducao na viabilidade espermatica, e afirmou também que a
adicao de albumina pode estimular essa motilidade desejada.

De acordo com Martin Rillo et al. (1994) a taxa de diluicdao pode
influenciar na viabilidade espermatica do sémen refrigerado e sugerem uma
taxa de diluicao de 1 parte de sémen para 10 partes de diluente. Entretanto,
Ruvalcaba (1994), sugeriu uma diluicido de 1 parte de sémen para 15 de
diluente, variando de acordo com a concentragao do ejaculado.

A utilizacao de baixas taxas de diluicio na producao de doses
inseminantes, ou seja, doses muito concentradas, nao sao recomendadas pelo
fato de que as células espermaticas irao disputar substratos para sua
mantenca (FLOWERS, 1996). Alexpoulos et al. (1996) também observaram
que doses inseminantes com menor quantidade de diluente e
consequentemente maior concentracdo espermatica apresentaram uma menor
motilidade espermatica, quando comparada a doses com maiores taxas de
diluicao e atribuiu este fato ao ambiente pobre de nutrientes para comportar
um grande numero de células espermaticas.

Levis (1997) citou que a taxa de diluicdo deve variar de acordo com as
caracteristicas do diluente, pois, deve ser observado o pH, a pressao osmética
e a capacidade tamponante do mesmo, por esses fatores é que a taxa de
diluicdo tem bastante variagao.

A utilizagao de menores taxas de diluicao reduzem o volume da dose
inseminante promovendo uma economia de diluente, possibilitando desta
forma o uso de diluentes de longa duracdo, os quais possuem custo mais
elevado, porém viabilizam o armazenamento por mais tempo e com melhor

qualidade.
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2.4. Inseminacao artificial em suinos

A IA é uma técnica amplamente difundida na suinocultura moderna e é
uma biotécnica que potencializa o uso de machos geneticamente superiores,
permite 0o uso de um menor numero de varrdes, promove uma maior
segurancga sanitaria e permite a eliminacdo de ejaculados de baixa qualidade,
evitando desta forma a obtencao de baixas taxas de concepgao e tamanho de
leitegada reduzido (BORTOLOZZO et al., 2008).

As pesquisas voltadas para IA estdo se direcionando para o
desenvolvimento de técnicas mais eficientes para conservacao do sémen,
determinacao do melhor momento para realizacao da inseminacao e estudos
para avaliar o efeito da reducao do nimero de espermatozdides utilizados na
inseminacao (BORTOLOZZO et al., 2005).

O método empregado tradicionalmente na IA de suinos compreende a
utilizacdo de uma pipeta que mimetiza a extremidade do pénis do suino, sendo
esta pipeta fixada na cérvix, permitindo a deposicao do sémen no canal
cervical e este procedimento deve ter uma duragcao de 3 a 5 minutos
(BORTOLOZZO et al., 2008).

A dose inseminante indicada para a inseminacao artificial tradicional é de
aproximadamente trés bilhdes de espermatozdides, em 80 a 100 mL de
diluente e para se chegar a esse valor é necessaria uma eficiente determinacao
da concentracdo para que se faca uma correta diluicdo (BORTOLOZZO et al.,
2002).

A inseminacdo deve ser repetida por duas a trés vezes durante o estro,
podendo totalizar 12 bilhdes de espermatozodides utilizados por porca durante o
cio (Rath et al., 2000). A necessidade de grande volume e numero de
espermatozdides na dose inseminante deve-se, provavelmente, as
caracteristicas anatomicas da cérvix e dos cornos uterinos da fémea suina,
tendo os cornos uterinos 50 cm ou mais, e a cérvix representa grandes
barreiras fisioldgicas para a chegada das células espermaticas ao reservatorio
de espermatozdides na juncao utero-tubarica (WATSON & BEHAN, 2002).

Durante o transporte espermatico no trato reprodutivo feminino, os
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espermatozdides estdo sujeitos a acdo fagocitdria dos polimorfonucleares
(Rozeboom et al., 1998), que aliada ao refluxo (Steverink et al., 1998), pode
ser a principal forma de eliminacdao espermatica do trato genital feminino.

Willmen et al. (1991) trabalhando com inseminagao artificial tradicional
(IAT) relata que quando a quantidade de células espermaticas foi reduzida de
2,0 para 0,5 x 10° , a fertilidade reduziu bastante, passando de 90,2% para
58,3%.

De acordo com Reed (1985) varios estudos foram desenvolvidos com
objetivo de produzir doses inseminantes, com menor numero de
espermatozoides, porém com células espermaticas vidveis por um maior
periodo de tempo, com capacidade de fecundar uma grande quantidade de
oocitos.

Nos ultimos anos, foi proposta uma alteracdo na técnica de IA,
preconizando-se a deposicdao do sémen no utero (WATSON & BEHAN, 2002). A
técnica consiste no emprego de um cateter com diametro aproximado de
3mm, que é introduzido pelo interior da pipeta tradicional, apds a fixacdao da
mesma na cérvix (Bortolozzo et al., 2008). Esta técnica permite a reducao do
volume da dose inseminante em até dez vezes e do numero de
espermatozoides da dose de 20 a 60 vezes (MARTINEZ et al., 2001).

Empregando a inseminacdo artificial intra-uterina (IAU) e a IAT, com um,
dois e trés bilhdes de espermatozdides por dose, Watson & Behan (2002)
demonstraram que a taxa de parto e o numero de leitdes nascidos totais foram
semelhantes, empregando um bilhdo de espermatozdides por dose na IAU
(86,9% e 12,1 leitdes), em comparacgao a dois bilhdes (91,8% e 12,6 leitdes) e
trés bilhdes (91,1% e 12,5 leitdes).

Trabalhando com IAU com 1,5 bilhdes de espermatozédides e IAT com 3,0
bilhdes de espermatozdides, Dallanora et al. (2004) nao observaram diferenca
na taxa de parto e tamanho da leitegada quando comparadas IAU (92,8% e
11,6 leitdes) e IAT (93,4% e 11,8 leitdes). Foi demonstrado ser possivel a

obtencdo de taxas de prenhez superiores a 85% e 14 embrides, com a
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utilizacdo de 500 milhdes de espermatozdoides em 20 mL de diluente
(MEZALIRA et al., 2003).

De acordo com Dallanora et al. (2004) a deposicdo dos espermatozdides
no terco inicial do Utero pode facilitar a rapida progressao dos mesmos até o
reservatério espermatico, permitindo desta forma maior retencdo de células
espermaticas no trato reprodutivo feminino, o que viabiliza a utilizacdo de uma
dose inseminante com menor volume e nimero de espermatozdides. Outra
hipotese é que a presenca do cateter no corpo ou corno uterino pode induzir a
uma maior liberacdo de hormonios capazes de estimular uma maior contracao
uterina, o que torna o transporte espermatico mais eficiente (Martinez et al.,
2002).

Trabalhando com inseminagao IAU, Martinez et al.(2002) alcangcaram
taxas de parto de 76,2% e 82,9%, utilizando 50 e 150 milhdes de
espermatozdides em 5 mL de diluente, em inseminagao Unica. Bennemann et
al. (2003) constataram que as taxas de prenhez e o niumero de embrides de
fémeas submetidas a uma unica IAU, foram semelhantes para doses de um e

dois bilhdes de espermatozdides em 60 mL de diluente.

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada na Estacdao Experimental de Zootecnia do
Instituto Federal Goiano Campus - Rio Verde. Foram utilizados quatro varroes
selecionados de forma aleatéria em uma leitegada recém desmamada. Até
alcancarem a puberdade os animais foram mantidos em baia coletiva. Quando
atingiram a puberdade aos seis meses de idade, foram alojados em gaiolas
individuais. A racao era fornecida duas vezes por dia, sendo dois quilos por
trato, a agua era fornecida a vontade.

Para a realizagao do experimento os animais foram adaptados para
colheita de sémen em manequim de metal. O manequim era fixado na sala de

coleta e era coberto com uma borracha para evitar que os animais se ferissem
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no ato do salto sobre o manequim, podendo assim comprometer o aparelho
reprodutor dos mesmos.

No periodo de adaptacdo os animais eram conduzidos até o manequim
trés vezes por semana, durante quinze minutos, apds a adaptacao, foram
realizadas duas colheitas de sémen por semana.

Para a realizacdao do trabalho foram utilizados seis ejaculados de quatro
varroes, sendo as colheitas de sémen realizadas duas vezes por semana.

Antes de iniciar a colheita de sémen, os animais eram devidamente
higienizados para evitar a contaminacdo do sémen coletado. Para colheita de
sémen utilizou-se uma luva de latex, auxiliava-se a exposicdo do pénis do
animal o qual era direcionado para um recipiente de plastico de 500 mL,
aquecido em estufa na temperatura de 35-37°C, coberto por um filtro para
retirada da porcao gel do ejaculado e em seguida era avaliado o volume do
ejaculado, motilidade total (MT%), motilidade progressiva (MP%), vigor (V%)
e concentracao espermatica, antes da diluicdo.

O meio utilizado para diluicdo das amostras era constituido por 50 g de
Proli-Max® (Vet Life, Nova Odessa-SP), 66,6 mg/L de cloridrato de ceftiofur e 1
L de agua destilada.

O ejaculado foi divido em trés partes para diluicdo de acordo com os
seguintes tratamentos: Tratamento I - Sémen diluido para uma concentracao
de 30 x 10° espermatozoides por mL, com Proli-Max®; Tratamento II - Sémen
diluido para uma concentracdo de 50 x 10° espermatozéides por mL, com Proli-
Max®; Tratamento III - Sémen diluido para uma concentragdo de 70 x 10°
espermatozdides por mL, com Proli-Max®.

Apos a diluicdo do sémen fresco (T0), foram avaliadas a motilidade total,
motilidade progressiva e vigor.

As amostras de sémen diluido foram armazenadas em tubos de
centrifuga de 15 mL com tampa e refrigerados a 17°C. As avaliagdes foram
novamente realizadas apdés 24 (T24), 48 (T48), e 72 (T72) horas de

refrigeracgao.
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As andlises de MT, MP e V foram realizadas através de microscopia
Optica, utilizando uma gota de sémen colocada entre lamina e laminula
previamente aquecidas a 37°C.

Para as analises nos momentos T24, T48 e T72 horas, retiravam-se um
mL de cada amostra com o uso do pipetador automatico, que eram colocadas
em eppendorfs, previamente identificados com as concentragdes espermaticas
a serem avaliadas, sendo estas amostras pré-aquecidas por 10 minutos a
37°C.

O arranjo estatistico constituiu-se em um esquema fatorial 3x4 (trés
concentragdes x quatro tempos), com avaliacdo de analise de variancia
comparada entre as médias dos grupos seguido do teste de Tukey. O nivel de
significancia considerado foi de 5% sendo o programa utilizado para as

analises estatisticas o software Sisvar versao — 2009.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam respectivamente as médias de
motilidade total, progressiva e vigor sobre os efeitos de diferentes tempos de
refrigeracdo e concentracoes espermaticas. Nao foi observado interacdo entre
concentracao do sémen diluido e tempo de refrigeracdo das amostras
(p>0,05). Observou-se que todos os parametros de qualidade de sémen
avaliados, MT, MP e vigor, foram significativamente maiores com a utilizagao
de uma taxa de diluicao a qual proporciona uma concentracao final de 50
milhdes de espermatozdides por mL nas doses de sémen produzidas, quando
comparado com a concentracdo de 30 milhdes de espermatozdides por mL.

Os resultados obtidos estdao de acordo com Aradjo, (2000) e Haugan et
al. (2007), que também observaram uma reducao da qualidade de sémen

guando diluido em baixa concentracdo de espermatozéides/mL.
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TABELA 1 - Porcentagem de motilidade total e médias de concentracoes

espermaticas e tempo de refrigeracao de sémen suino.

Motilidade Total

Concentragao __
0 24 48 72 Média

30x10° 71,25 48,75 35,00 26,75 45,44b

50x10° 78,12 62,70 50,20 35,20 56,56a

70x10° 75,62 57,70 40,62 31,83 51,44ab

Média 75,00a 56,39b 41,94c 31,26d

Fontes de variacao

Concentragao 0, 0009

Tempo 0, 0000

Concentracao x Tempo 0, 9388

CV (%) 39,86

*Letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si a 5% de probabilidade comparando a
MT entre os grupos. *Letras minuUsculas diferentes na linha diferem entre si a 5% de

probabilidade comparando a MT entre os tempos de refrigeracao. CV - Coeficiente de variagao.

Tabela 2 - Porcentagem de motilidade progressiva e médias de concentragdes

espermaticas e tempo de refrigeracdo de sémen suino.

Motilidade Progressiva

Concentracao 0 24 48 72 Média
30x10° 63,54 35,83 27,41 20,70 36,87b
50x10° 68,75 53,33 40,00 27,04 47,28a
70x10° 66,66 45,62 32,91 27,91 43,28ab
Média 66,31a 44,93b 33,44c 25,22c

Fontes de variacao

Concentracgao 0, 0015

Tempo 0, 0000

Concentracao x Tempo 0, 7432

CV (%) 46,80

*Letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si a 5% de probabilidade comparando a
MP entre os grupos. *Letras minuUsculas diferentes na linha diferem entre si a 5% de
probabilidade comparando a MP entre os tempos de refrigeracao. CV - Coeficiente de variagao.
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Tabela 3 - Porcentagem de vigor e médias de concentracdes espermaticas e

tempo de refrigeracdo de sémen suino.

Motilidade Vigor

Concentragao _
0 24 48 72 Média

30x10° 2,58 1,75 1,20 1,08 1,65b

50x10° 2,87 2,20 1,83 1,25 2,04a

70x10° 2,58 2,04 1,54 1,12 1,82ab

Média 2,682 2,00b 1,52c 1,15d

Fontes de variacao

Concentracgao 0, 0008

Tempo 0, 0000

Concentracao x Tempo 0, 7158

CV (%) 38,13

*Letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si a 5% de probabilidade comparando o
vigor entre os grupos. *Letras minudsculas diferentes na linha diferem entre si a 5% de
probabilidade comparando o vigor entre os tempos de refrigeracao. CV - Coeficiente de

variacao.

Neste trabalho foi observado que as taxas de diluicao, na concentragao
espermatica final de 50x10° espermatozéides/mL, mostrou-se mais eficiente
para manutencao da viabilidade espermatica.

Entretanto, para producdo de uma dose inseminante contendo 3x10°
espermatozdides, diluidos para uma concentracdo final de 50x10°
espermatozoides/mL, o volume final desta dose serd de apenas 60 mL e
tradicionalmente as doses inseminantes possuem 80 a 100 mL.

No presente trabalho foi observado que na concentracdo espermatica de
30x10° espermatozoides/mL, ou seja, uma taxa de diluicdo alta, a viabilidade
espermatica caiu de forma consideravel, fato também encontrado por Watson
(1995) que relatou que seja devido a reducao dos componentes do plasma

seminal que auxiliam na motilidade dos espermatozdides. Harrison et al.
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(1982) também observaram esse fato, e concluiu que a adicdo de albumina
pode melhorar essa situacao.

Na concentracdo espermatica contendo 70x10° espermatozdides/mL,
pode ser visto que a alta concentracdo espermatica ndo foi tdo vantajosa
numericamente em relacao a concentragao contendo 50x10°
espermatozdides/mL, isso pode ter ocorrido devido a elevada quantidade de
espermatozoides que disputam pela pequena quantidade de substratos
presentes no diluente. Flowers (1996) e Alexpoulos (1996), também
observaram que doses muito concentradas apresentaram menor motilidade
espermatica quando comparadas com doses inseminantes mais diluidas. A
economia no diluente em doses inseminantes mais concentradas pode ser
vantajosa considerando a reducao de custos, porém pode ter a desvantagem
da reducdo da viabilidade espermatica.

Com o uso da concentracdo espermatica de 50x10° espermatozoides/mL,
ocorrera uma reducdo do volume da dose inseminante, na IA tradicional, esse
fator pode ser prejudicial. Porém, para a IAU, isso pode ndo ser um problema,
pois a dose inseminante sera depositada em um local onde uma maior
guantidade de células espermaticas chegarao no terco final do Utero, conforme
foi observado por Dallanora et al. (2004).

Com a utilizacdo da IAU, pode ser obtido grande economia de diluente e
de células espermaticas, como nas doses inseminantes contendo 1,5 bilhdes de
espermatozdides, paralelo a isso, tem-se o mesmo indice de fertilidade quando
comparado a uma dose inseminante de 3 bilhdes de espermatozdides por dose
inseminante usada na IAT. (Dallanora et al., 2004).

Pequenos volumes de doses inseminantes podem ser eficientes na IAU,
conforme demonstrado por Martinez et al. (2002) que conseguiram uma taxa
de paricdo de 82,9% com apenas 150x10° espermatozdides.

Em casos menos extremos, se utilizado uma dose inseminante de 1
bilhdo de espermatozdides, e a concentracdo de 50 milhdes que foi a melhor
encontrada neste trabalho, teremos uma dose inseminante de 20 mL, que

pode ser usada através da IAU.
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Talvez, a realizacdo de IAU com doses inseminantes produzidas de
50x10° espermatozdides/mL possa levar a obtencdo de bons indices
reprodutivos. Porém, para a realizacdo da IAU sdo necessarios maiores
cuidados no momento da IA e uma maior qualificacdo dos técnicos
responsaveis pela inseminacgao.

A maior concentracao espermatica por mL da dose inseminante, fara com
gue o produtor economize no gasto com diluentes, porém, pode ocorrer falha
na fertilizacdo das matrizes pelo fato do reduzido volume inseminante nao
viabilizar a chegada dos espermatozdides ao local desejado, pois, segundo
Watson & Behan (2002), os cornos uterinos da matriz sdo bastante extensos e
sua cérvix possui caracteristicas anatomicas que dificultam a chegada dos
espermatozdides na juncdo Utero-tubdrica, por isso ha a necessidade de
grande volume e numero de espermatozdides na dose inseminante, porém
estes mesmos autores concluiram que é possivel reduzir o niUmero de células
espermaticas, assim como o volume da dose inseminante (DI), sem prejuizo a
fertilidade, quando a deposicdo do sémen é realizada apds a cérvix.

Segundo Corréa et al. (2001) no método de inseminacao artificial intra-
cervical a dose inseminante mais utilizada é a de 2,5 a 3,0x10° de
espermatozoides. Watson & Behan. (2002) relataram que o uso de IA intra-
cervical e IA pés-cervical permitiu o uso de doses inseminantes com menor
numero de espermatozoides, e que em aproximadamente meia década de
utilizacdo da IA suina, algo em torno de 2,5 a 4x10° espermatozéides em um
volume entre 80 a 100 mL de diluente tém sido o suficiente para alcancar a
fertilidade desejada na IA convencional e na IA intracervical.

Bortolozzo et al. (2002), relataram que com a redugdo do numero de
espermatozdides por dose inseminante para 1x10°, possibilita a producdo de
mais doses por ejaculado, e a reducao de machos no plantel, porém esse
descarte de machos nao pode ser muito grande, pois, se houver a necessidade
de descartar algum ejaculado ou algum animal morrer ou adoecer, é

necessario outro varrdo para a reposicao deste.
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Neste trabalho foi observada uma reducdao na qualidade do sémen
refrigerado de varroes com o passar do tempo de refrigeracao, este fato foi
observado em todos os parametros avaliados, a redugdo do numero de
espermatozdides por dose inseminante aumenta a necessidade de mais
analises laboratoriais, porém reduziu o nimero de colheitas com mais trabalho
nos laboratérios em avaliagdbes de melhor precisdao e confiabilidade
(BORTOLOZZO et al., 2005).

Matos et al. (2009) mostraram que independente da dose inseminante
nao houve diferencas na taxa de paricdao e no tamanho da leitegada, utilizando
3,5x10%/100mL de espermatozdides e 2x10° /100mL, com dois tipos de
pipetas. A reducdo do nimero de espermatozdides para 2x10°/100mL na dose
inseminante foi viavel, pois, houve uma adequada fecundacao sem afetar o
desempenho das matrizes e sem diminuir a sobrevivéncia espermatica.

A reducdo do volume da dose inseminante pode ser prejudicial para a
obtencdo de boas taxas de paricdo e tamanho da leitegada devido as
caracteristicas anatémicas do trato reprodutor da fémea suina. Entretanto,
com a utilizacdo da IAU varios pesquisadores obtiveram boas taxas de paricao
e tamanho de leitegada utilizando doses inseminantes com menor numero de
espermatozoides e menor volume de dose inseminante (WATSON & BEHAN,
2002)

Com a reducdao do volume da dose inseminante resultando numa
economia de diluente, viabilizando desta forma a aquisicdo de diluentes de
longa duracgao que sao de custo mais elevado e que proporcionam o aumento
do periodo de estocagem do sémen sem que este perca a qualidade.

Com a redugao do nimero de espermatozodides por dose inseminante, é
possivel obter melhores condicdes de manejo do reprodutor e maior
guantidade de fémeas inseminadas por um soé varrao, reduzindo assim o custo

de producao.
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5 CONCLUSAO

Foi possivel verificar no presente estudo que a taxa de diluicdo na
concentracdo final da dose inseminante de 50x10° espermatozéides/mL
apresentou melhores resultados de qualidade de sémen refrigerado de varrodes,

quando comparado com a concentracdo de 30x10° espermatozdides/mL.
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