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RESUMO

ALVARENGA, Ana Luisa Neves. Diluidores e volumes de sémen destinados
a inseminacao artificial intra-uterina em suinos. 2008. 71 p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias Veterindrias) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.'

Dois experimentos foram conduzidos com o objetivo de avaliar as caracteristicas
espermaticas de diferentes volumes de s€men suino, conservados em diferentes
diluentes e analisar o desempenho reprodutivo de fémeas suinas, em condi¢des
comerciais, apds a inseminacdo artificial intra-uterina. No experimento 1, foram
utilizados 12 ejaculados de 3 reprodutores suinos, diluidos em partes iguais, com
os diluentes Androstar, BTS e Merck III nos volumes de 15, 20, 25 e 30 mL. As
doses inseminantes, contendo 1,5 bilhdo de espermatozdides cada, foram
incubadas em geladeira, a 15°C e avaliadas com relacdo a motilidade e ao vigor
espermaticos, e teste de termorresisténcia no dia da coleta e nos tempos 24 e 48
horas apds a coleta. A morfologia, o teste de resisténcia osmética (TRO) e o
teste de viabilidade espermdtica (porcentagem de espermatozdides vivos) foram
realizados no dia da coleta e no tempo de 48 horas. Ndo foram observadas
influéncias dos diluentes sobre a motilidade e vigor espermdticos apds a dilui¢ao
(Oh). As 24 horas, as amostras de sémen diluidas em Androstar e BTS
apresentaram motilidades semelhantes, porém, melhores em relacdo as amostras
diluidas em Merck III (P<0,05). Quarenta e oito horas apds a coleta, o Androstar
foi o diluente que apresentou os maiores valores de motilidade (P<0,05). Com
relagcdo as demais varidveis, ndo foram encontradas diferencas entre os diluentes
e os volumes inseminantes testados (P>0,05). Dessa forma, o Androstar preserva
a qualidade do sémen até 48 horas apés a coleta e o BTS e o Merck III, até 24
horas, nos volumes de doses inseminantes entre 15 e 30 mL com 1,5 bilhdo de
espermatozoides. Para avaliacdo da fertilidade, 72 fémeas suinas (ordem de
parto de 2 a 5) foram inseminadas pela técnica de inseminacao artificial intra-
uterina. As doses inseminantes foram preparadas com os mesmos diluentes
utilizados no experimento 1 (Androstar, BTS e Merck III), porém, utilizando-se
somente os volumes de 15 e 30 mL. Foram analisados a taxa de parto, o indice
de retorno ao estro, o numero total de leitdes nascidos, o nimero de leitdes
nascidos vivos, mumificados e natimortos e o peso da leitegada ao nascimento.
Nao foram observadas diferencas entre as taxas de parto e as taxas de retorno ao
estro das fémeas inseminadas (P>0,05). O percentual de fémeas paridas variou
de 75,00% a 91,70%. As maiores médias de nimero total de leitdes nascidos,

! Comité Orientador: Prof. Luis David Solis Murgas — UFLA (Orientador), Prof. Marcio
Gilberto Zangeronimo— UFLA.



nascidos vivos e peso de leitegada ao nascimento foram de fémeas inseminadas
com doses diluidas em BTS e Merck III (P<0,05). Nao houve diferencas entre os
volumes inseminantes dentro dos diluentes BTS e Merck III em nenhuma das
variaveis (P>0,05). Para o Androstar, o volume que proporcionou maior
tamanho de leitegada e nimero de leitdes nascidos vivos foi de 15 mL (P<0,05).
Com relagdo ao nimero de natimortos e mumificados, os valores ndo diferiram
(P>0,05) entre os diluentes e os volumes utilizados e estdo dentro dos valores
preconizados, tanto para natimortos quanto para mumificados. A inseminagdo
intra-uterina de fémeas suinas de ordem de parto dois a cinco, com doses
inseminantes de 15 ou 30 mL diluidas em BTS ou Merck III, permite indices
satisfatérios de desempenho reprodutivo. Em casos da utilizacdo do diluente
Androstar na inseminacao intra-uterina, em detrimento dos diluentes de curta
durac@o, recomenda-se a utilizagao de volume inseminante de 15 mL.
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ABSTRACT

ALVARENGA, Ana Luisa Neves. Diluents and semen volumes destined for
swine intrauterine artificial insemination. 2008. 71 p. Dissertation (Master in
Veterinary Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.'

Two experiments were conducted with the objective of evaluating the spermatic
characteristics of different volumes of swine semen conserved in different
diluents and to analyze the reproductive performance of swine females, in
commercial conditions, after the intrauterine artificial insemination. In the
Experiment 1, twelve ejaculates from three boars, equally diluted in the
Androstar, BTS and Merck III diluents were used to evaluate the characteristics
of different semen volumes (15, 20, 25 and 30 mL) destined for intrauterine
artificial insemination. The semen dosis, containing 1.5 billion spermatozoids
each, were incubated in the refrigerator at 15°C and evaluated in relation to
spermatic motility and vigor, and thermoresistance test on day of the collection
and 24 and 48 hours afterwards. Spermatic morphology, osmotic resistance test
(ORT) and spermatic viability test (alive spermatozoids percentage) were
evaluated on day of collection and on 48 hours afterwards. The influences of the
diluents were not observed on spermatic motility and vigor after dilution (Oh).
At 24 hours, the Androstar and the BTS presented similar motilities, but these
values were significantly better in relation to Merck III (P<0.05). Forty eight
hours after the collection, the Androstar presented the largest motility values
(P<0.05). In relation to other variables, it did not found statistical differences
between the diluents and the semen volumes tested (P>0.05). In that way, the
Androstar preserves the semen quality until 48 hours after the collection and, the
BTS and the Merck III until 24 hours, in the volumes between 15 and 30 mL of
the semen dosis with 1.5 billion of spermatozoids. For evaluation of the fertility,
seventy two sows (two to five parities) were inseminated through the technique
of intrauterine artificial insemination. The semen dosis were prepared with the
same diluents used in the experiment 1 (Androstar, BTS and Merck III),
however the used volumes were only the volumes of 15 and 30 mL. The
analyzed variables were farrowing rate, indexes of return to estrus, total number
of piglets born, number of piglets born alive, mummified and stillborn piglets
and litter weight at birth. It was not observe differences between the farrowing

! Guidance Committee: Prof. Luis David Solis Murgas - UFLA (Major Professor), Prof.
Maircio Gilberto Zangeronimo — UFLA.
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rates and the indexes of return to estrus of the inseminated females (P>0.05).
The percentage of females that farrowed varied from 75.00% to 91.70%. The
largest averages of total number of piglets born, number of piglets born alive and
litter weight at birth were of females inseminated with semen dosis diluted in
BTS and Merck III (P<0.05). There were not differences among the semen
volumes inside of the diluents BTS and Merck III for none of the variables
(P>0.05). For Androstar, the volume that provided the largest litter size and
number of piglets born alive was of 15 mL (P<0.05). In relation to the number of
stillborn and mummified piglets, the values did not differ (P>0.05) between the
used diluents and volumes and they are inside of the values extolled so for
stillborn as to mummified. The intrauterine insemination of swine females of
two to five parities, with semen dosis of 15 and 30 mL diluted in BTS or Merck
IIT allow satisfactory indexes of reproductive performance. In cases of using the
diluent Androstar for intrauterine insemination, instead of the diluents of short
duration, the use of semen volume of 15 mL is recommended.
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INTRODUCAO

A carne suina vem sendo, desde 1978, quando superou a carne bovina
em volume de produgdo, a principal fonte de proteina animal do mundo.
Mantém, desde entdo, a lideranca na produgdo, tendo alcancado, de acordo com
dados da FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e a
Alimentagdo), a cifra de 105 milhdes de toneladas no ano de 2006.

O desenvolvimento da suinocultura brasileira, durante a dltima década,
impulsionou significativamente a producio nacional de carne suina, tornando o
pais um dos maiores produtores mundiais. A atividade vem crescendo em
qualidade e volume de produgdo, utilizando novas tecnologias e obtendo
melhores indices zootécnicos.

Na suinocultura, o processo reprodutivo é de fundamental importancia
ndo sé para a perpetuacdo da espécie mas, principalmente, por ser um fator
decisivo no desempenho econdmico da atividade. Nao bastaria o emprego do
melhoramento genético, da melhoria da nutricdo, da ambiéncia e do
aprimoramento das técnicas de manejo, se os indices referentes a reprodugdo nao
fossem também elevados.

Atualmente, cada vez mais se utiliza a inseminacdo artificial como um
componente do manejo reprodutivo. Esta atividade corresponde a uma prética
mais econdmica que traz beneficios, tanto por meio do melhor aproveitamento
de machos geneticamente superiores, quanto da répida difusdo de caracteristicas
desejdveis no rebanho, tais como melhor ganho de peso e conversio alimentar,
melhor qualidade de carcaca e menor deposicao de gordura.

Apesar de inimeras vantagens, existem fatores que limitam a otimizacao
desta técnica, como, por exemplo, a necessidade de pessoal qualificado, a

exigéncia de um bom manejo geral e reprodutivo e a dificuldade de preservacao



de sémen suino por periodos prolongados, sem alterar sua capacidade
fecundante.

As vantagens no emprego desta biotécnica sdo tdo evidentes que, apesar
das limitacdes descritas, pode-se afirmar que, atualmente, a inseminagao
artificial em sufnos representa uma tecnologia sélida, com aplicabilidade
comercial que faz parte da rotina de producdo de granjas tecnificadas.

Nos ultimos 30 anos, poucas modifica¢des foram feitas na realizacio da
diluicdo e na técnica de inseminacdo propriamente dita. Porém, ocorreram
progressos no desenvolvimento de novos equipamentos para a conservaciao do
sémen e a utilizacio de materiais descartdveis na producdo das doses.
Atualmente, o foco da pesquisa estd direcionado a reducdo no ndmero de
espermatozdides e do volume por dose inseminante, a deposi¢do do s€men intra-
uterinamente e a modulacdo da fagocitose das células espermdticas no trato
genital feminino.

Na ultima década, os trabalhos e as pesquisas com inseminaco artificial
uterina confirmam a possibilidade de se reduzir o niimero de espermatozdides
com a deposicdo da dose inseminante desde a bifurcacdo dos cornos uterinos
(inseminagdo artificial intra-uterina) até proximo a jungdo utero-tubdrica
(inseminagdo artificial intra-uterina profunda).

Dessa forma, o presente trabalho foi conduzido com os objetivos de (1)
avaliar as caracteristicas espermdticas de reduzidos volumes de sémen suino
conservado em diferentes diluentes e (2) analisar o desempenho reprodutivo de
fémeas suinas, em condi¢cdes comerciais, apds a inseminagdo artificial intra-

uterina, utilizando estas doses inseminantes previamente testadas.
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REVISAO DE LITERATURA

1 Inseminacao artificial: evolucio e perspectivas

A inseminagdo artificial (IA) consolidou seu emprego comercial em
vérias espécies domésticas ao longo da segunda metade do século XX. Na
espécie suina, teve seu inicio ja em 1930, no Japdo e na Rissia A partir dai,
ocorreu uma evolucdo lenta e gradativa do seu uso em diferentes paises,
principalmente na Europa (Johnson, 1998).

Os primeiros relatos sobre inseminacgdo artificial em suinos no Brasil
datam no final de 1940, embora estas primeiras tentativas tenham sido apenas
experimentais. Somente na década de 1970, perfodo no qual comegaram a
ocorrer profundas mudancgas na criacdo de suinos em nosso pais, ¢ que foram
implantados os primeiros programas comerciais de IA (Bortolozzo & Wentz,
1995).

Nas décadas passadas, aten¢do considerdvel foi direcionada ao
desenvolvimento de tecnologias reprodutivas. A inseminacdo artificial € um
exemplo dessa biotécnica, que continua a ser expandida nos sistemas de
producdo de suinos (Day, 2000). De acordo com Rodriguez-Martinez et al.
(2005), a utilizagdo do sémen do reprodutor suino em programas de inseminagao
artificial triplicou nos dltimos 17 anos.

Atualmente, a inseminacdo artificial suina € uma técnica reprodutiva de
ampla aplicacdo em todo o mundo, ainda que o grau de utilizagdo nos diversos
paises seja muito varidvel. Nos paises europeus, em geral, a aplicagdo da
inseminacdo artificial € muito elevada, chegando a taxas superiores a 80% em
alguns paises, como Holanda, Franca, Alemanha, Espanha, Noruega, Finlandia
etc. (Mateos, 2003). Por outro lado, nos Estados Unidos, a porcentagem de
utilizacdo € ainda reduzida (cerca de 50%). Segundo Scheid & Silveira (2002),
como, no Brasil, a grande parte da inseminacao artificial em suinos desenvolve-

se em sistemas internos, sem comercializacdo de sémen e, conseqiientemente,
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sem a necessidade de se reportar as atividades para 6rgios de controle, inexistem
estatisticas sobre o nimero real de matrizes inseminadas.

No mundo todo, estima-se que cerca de 24,1 milhdes de fémeas suinas
sejam inseminadas anualmente, o que representa 48% do total de matrizes e uma
producdo de 152 milhdes de doses de s€men. Nos proximos anos, esta prevista a
adi¢do de 10% a 20% no ndmero de matrizes inseminadas, o que representaria
um aumento de 6,6 a 12,7 milhdes de fémeas suinas a serem inseminadas € uma
demanda anual de 42,7 a 83 milhdes de doses de s€émen (Miglioranza, 2007).

Apesar da falta de levantamentos estatisticos oficiais que espelhem a
realidade, observa-se que o emprego da inseminacdo artificial em suinos, no
Brasil, tem aumentado consideravelmente, ano a ano, acompanhando o
incremento do uso dessa biotécnica ocorrido mundialmente no mesmo periodo.

Na técnica tradicional de inseminagdo artificial suina, normalmente, se
utiliza uma concentracdo de espermatozéides por dose de 3 a 5 bilhdes,
realizando de 2 a 3 inseminagdes por ciclo estral de cada fémea. O sémen é,
normalmente, depositado na cérvix e o volume da dose inseminante varia de 80
a 100 mL (Williams, 2007).

A compreensdo e a aceitacdo dos procedimentos para a preparacdo das
doses inseminantes, juntamente com uma grande disponibilizacdo de
equipamentos por parte das inddstrias associadas ao agronegdcio da inseminacao
artificial, contribuiram para essa melhora significativa na qualidade das doses e
com uma maior popularizagdo desta tecnologia (Bortolozzo et al., 2005).

Segundo Grossfeld et al. (2005), a inseminagdo artificial é a maior
tecnologia na qual sdo construidos os programas de criacdo animal. Esse
vertiginoso aumento que vem ocorrendo na maioria dos paises deve-se a
elevagdao da demanda por carne suina de melhor qualidade e ao aumento da
rentabilidade com carcagas com maior valor agregado, juntamente com a

melhoria da técnica.



Gerrits et al. (2005) afirmam que as biotecnologias genéticas e
moleculares facilitardo o desenvolvimento de animais transgénicos, sendo
produzidos leitdes com caracteristicas desejadas e resistentes a doencgas e a
parasitas. No campo da biotecnologia da reprodugdo, a inseminagao artificial foi
a primeira tecnologia a ser utilizada e, apesar de hoje se falar muito em
fertilizacdo in vitro, transferéncia de embrides, sexagem, criopreservagao de
células espermadticas, injecdo intracitoplasmdtica de espermatozdide, animais
transgénicos e técnicas de clonagem, a inseminagdo artificial € o passo final para
a consolidacdo de qualquer uma dessas biotecnologias.

Atualmente, tem sido possivel a expansdo da inseminagdo artificial na
suinocultura em todo o mundo, com resultados de desempenhos reprodutivos
cada vez mais consistentes. Se, por um lado, se podem esperar melhorias no
rendimento e na economicidade da técnica com o0s avangos tecnolégicos
previstos para o futuro (IA com doses reduzidas, utilizagdo de sémen
congelado), por outro lado, deve ser lembrado que a correta aplicagdo dos
conhecimentos e recursos hoje disponiveis também oferece um potencial para a

otimizacdo do desempenho dessa técnica (Scheid & Silveira, 2002).

2 Diluentes de resfriamento do sémen suino

O sémen suino resfriado € o mais amplamente utilizado em
inseminacgdes artificiais. Em contraste com o sémen bovino, o sémen suino
congelado ainda apresenta fertilidade inferior a do sémen resfriado, devido a
perda de integridade de membrana durante o processo de congelamento e
descongelamento (Paquignon et al., 1987). Para o armazenamento do sémen
suino, dois fatores sdo muito importantes: a temperatura de armazenamento e a

composi¢do do meio diluidor (Johnson et al., 2000).



A necessidade de se desenvolverem novas tecnologias de preservacdo
do sémen suino vem se destacando até os dias atuais, uma vez que ainda hd uma
limitacdo de tempo no qual o s€men possa ser utilizado apds a coleta.

Aproximadamente 25 milhdes de inseminagdes artificiais sao registrados
no mundo, todos os anos. Mais de 99% dessas inseminacdes sao realizadas com
sémen resfriado e usualmente armazenado na temperatura de 15°-20°C, por trés
dias (Johnson et al., 2000).

Para que o resfriamento de s€émen possa ser viabilizado, também ¢é
fundamental o desenvolvimento de diluentes capazes de permitir a sobrevivéncia
espermatica, mantendo elevada capacidade de fertilizac3o.

Os elementos necessarios a sobrevivéncia dos espermatozdides suinos
ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Sabe-se que, para conservar as células
espermdticas por periodos prolongados, é necessdrio que se reduza a atividade
metabdlica dos espermatozoéides, mediante a diluigdo em temperatura e em meio
adequados (Mateos, 2003). Assim, ocorre uma reducgdo significativa do consumo
de energia e da formacdo de substancias toxicas, como o lactato, aumentando a
longevidade dos espermatozdides (Althouse et al., 1998). Em outras palavras, a
funcdo bésica do diluente é prolongar a viabilidade dos espermatozodides,
fornecendo-lhes nutrientes e substancias crioprotetoras ou fatores de resisténcia
(Varner et al., 1987).

O diluente e a temperatura ideais capazes de oferecer maior
longevidade aos espermatozdides ainda ndo sdo totalmente conhecidos,
especialmente a baixas temperaturas.

A resisténcia dos espermatozoéides ao choque térmico difere entre as
vérias espécies, sendo o espermatozéide suino considerado um dos mais
sensiveis (Bouchard et al., 1990). As diferencas parecem estar relacionadas a
composi¢do quimica e molecular das membranas plasmdtica e mitocondrial,

especialmente os 4cidos graxos e os fosfolipidios (Poulos et al., 1973). De



acordo com De Leeuw et al. (1990), o espermatozéide suino, comparado ao
espermatozdide bovino, possui menor proporcdo colesterol/fosfolipidio e uma
distribui¢do assimétrica de colesterol dentro da membrana, tornando-a muito
susceptivel a temperaturas baixas. Estas caracteristicas resultam em aumento de
permeabilidade e redugdo na eficiéncia das enzimas homeostaticas e,
conseqiientemente, influenciam a fertilidade subseqiiente dos espermatozdides
(Holt, 2000).

Conhecendo o fato de que, para poder fecundar o ovdcito, os
espermatozdides devem capacitar-se no trato genital da fémea, e que a
capacitacdo estd associada com a fosforilacdo de tirosinas das proteinas
espermaticas, pode-se dizer que a diluicdo seminal, em si, pode provocar
modificagdes na fisiologia do espermatozdide, as quais poderiam reduzir sua
capacidade fertilizante (Dubé et al., 2004).

Quanto maior o desconforto térmico, maior a percentagem de células
lesadas, especialmente quando se usam diluentes salinos, como BTS, Kiew,
Merck III, etc. O choque térmico causa perda de protefnas, reducdo de
motilidade e do metabolismo e aumento de permeabilidade da membrana
plasmatica, acarretando desequilibrio i6nico (Watson, 1996).

Por esta razdo, para realizar sua fungdo, o diluidor deveria contribuir
com OS nutrientes necessdrios para a manutengdo metabdlica da célula
espermatica (glicose), o controle do pH do meio (bicarbonato, citrato de sédio,
hidroxi-metil-amino-metano - TRIS), o controle da pressdo osmética (NaCl,
KCl), a inibicdo do crescimento microbiano (antibidticos) e a protecdo contra o
choque térmico (Mateos, 2003).

Paquignon et al. (1987) assinalam que muitos diluentes tém sido usados
com diferentes composi¢des que induzem importantes variagdes em seus valores
de pH e pressdo osmética. Em sua maioria, sdo diluentes de curta duragdo, como

BTS e Kiew, quimicamente semelhantes e diferindo apenas na propor¢ao bésica



de seus componentes. Outros possuem macromoléculas e sdo considerados
diluentes de longa acdo (Androhep, Androstar, Zorlesco, etc.) permitindo a
conservagdo por até seis a sete dias, a 16°C. De forma geral, os diluidores de
longa dura¢do sdo mais onerosos economicamente que os de curta duragdo,
devido a adi¢do de componentes de alto preco, como BSA (bovine serum
albumin ou albumina sérica bovina) e TRIS (Reed, 1990).

Acima de tudo, o bom desenvolvimento da inseminacfo artificial de
suinos, a preparacdo do diluente, a conservagdo e a utilizacdo do sémen diluido
devem implicar em atividades simples e vidveis para o produtor, com o tempo de
conservagdo do sémen suficiente para a execucdo da IA, devendo o diluente ser

de baixo custo (Paquignon et al., 1987).

3 Inseminacio artificial intra-uterina

As técnicas e as aplicagdes da inseminagdo artificial suina passaram por
grande melhora desde a primeira técnica vidvel para inseminar fémeas. A partir
dai, pesquisas no transporte espermdtico, em marras e pluriparas inseminadas
com doses diferindo em volume e nimero de espermatozdides, sugeriram que
era necessdria uma dose de cinco bilhdes de espermatozéides em 100 mL de
diluente, para se conseguir uma 6tima taxa de fertilidade (Belstra, 2002).

Entre o final dos anos 1950 e o inicio dos anos 1960, surgiu a
possibilidade de reducdo do volume e do nimero de espermatozdides na dose
inseminante por meio da deposicdo do sémen diretamente dentro dos cornos
uterinos (Martinez et al., 2005).

O método tradicionalmente empregado na inseminagdo artificial em
suinos preconiza a utilizacdo de uma pipeta, que mimetiza a extremidade do
pénis do cachago, permitindo a deposicio de sémen no canal cervical

(Bortolozzo et al., 2005).



Durante a insemina¢do convencional, a pipeta € introduzida, até ficar

presa nos primeiros centimetros do colo do ttero (Figura 1).

FIGURA 1. Local de deposicio do sémen na inseminagdo artificial
tradicional: cérvix. Fonte: Adaptado de Roca et al. (2006).

Uma vez que o sémen diluido é depositado na cérvix, ele tem que
percorrer todo o comprimento da mesma até alcangar o corpo uterino. O
transporte do s€men, nesta parte do trato genital feminino, depende unicamente
dos movimentos peristélticos e vé-se dificultado pela barreira fisica, que sdo os
anéis cervicais. Quando as contra¢des ascendentes ndao sdo adequadas, sdo
produzidos refluxos seminais, pelo qual grande quantidade de material seminal
se perde (Williams, 2007).

No final do ano 1990, reiniciaram-se os estudos sobre a técnica de

inseminacgdo intra-uterina e a deposicdo do sémen dentro do corpo ou corno
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uterino, tanto de forma cirdrgica como nao-cirtrgica, possibilitando a utilizacdo
de reduzido niimero de espermatozdides e volume, sem prejuizo do desempenho
reprodutivo (Vazquez et al., 2003). A inseminag¢do artificial cirirgica garante a
possibilidade de reduzir o nimero de espermatozéides com a deposicao da dose
inseminante proximo a jungdo utero-tubdrica (Krueger et al., 1999; Krueger &
Rath, 2000). Porém, como ndo pode ser realizada de forma rotineira nas granjas
suinicolas, instrumentos que viabilizam a deposi¢ao do s€men o mais préximo
possivel do local da fecundagdo, de forma ndo-cirurgica, foram desenvolvidos,
de modo a possibilitar o uso de menores volumes e nimero de espermatozdides
(Dallanora et al., 2004). Um deles é a inseminagdo artificial intra-uterina (IAIU).

Na IAIU, o cateter desliza pelo interior da pipeta tradicional, passa pela
cérvix e é introduzido no ttero até 20-25 cm no corpo ou corno uterino, como
demonstrado na Figura 2 (Watson & Behan, 2002).

A vantagem desta técnica € a infusdo de quantidades sensivelmente
menores de espermatozdides no corpo do utero, j4 que a cérvix nao representa
uma barreira natural, existindo, assim, um menor nimero de barreiras mecanicas
a serem vencidas durante o transito do espermatozéide até o oviduto (Watson &
Behan, 2002). Dessa forma, sdo os espermatozdides capazes de conseguir os
mesmos resultados reprodutivos que a inseminacdo intracervical convencional
(Williams, 2007).

Segundo Gil et al. (2001), citados por Williams (2007), se pelo menos
cinco milhdes de espermatozdides estiverem presentes na jungdo utero-tubdrica
de cada corno, estes seriam suficientes para garantir niveis de fertilizacao
adequados e leitegadas quantitativamente normais.

Os grandes beneficios da inseminagdo artificial intra-uterina podem ser
resumidos em: reducdo do nimero total de espermatozéides por dose, reducdo
do volume da dose inseminante (conseqiientemente, maior rapidez na realiza¢ao

da técnica), possibilidade de reducdo do nimero de doses/estro, maior niimero
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de doses por ejaculado, reducdo do nidmero de varrdes e das instalagdes
necessdrias, reducdo do custo de compra e manutengdo dos machos e maior

aproveitamento dos reprodutores geneticamente superiores.

FIGURA 2. Local de deposicdo do sémen na inseminacdo artificial intra-
uterina: corpo ou cornos uterinos. Fonte: Adaptado de Roca et al.
(2006)

No entanto, ao se implementar a técnica de inseminagdo artificial intra-
uterina, algumas consideragdes t€m que ser feitas, tais como a preparacdo de
pessoal qualificado para o uso do cateter pds-cervical, cuidados com a
introdugdo do cateter nas fémeas, recomendacdo da ndo utilizacio da técnica em
nuliparas e fémeas de primeiro parto e assepsia redobrada, considerando que o

cateter se introduz diretamente no corpo uterino (Williams, 2007).
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Estudos empregando as duas técnicas de inseminacdo artificial com
diferentes nimeros de espermatozdides por dose demonstraram que é possivel
alcangar resultados semelhantes, empregando-se de 1 a 1,5 bilhdo de
espermatozodides por dose na inseminagdo intra-uterina, em substituicdo a 2 a 4
bilhdes na inseminagao artificial tradicional.

Gil et al. (2001), citados por Williams (2007), conseguiram excelentes
resultados na inseminagao intra-uterina utilizando doses de 500 milhdes e 750
milhdes de espermatozdides. Porém, sugeriram a utilizacdo de doses com um
bilhdo de espermatozdides em aproximadamente 30 mL, a fim de se obter uma
margem de seguranga.

Com relagdo aos volumes a serem utilizados na inseminacdo artificial
intra-uterina, estes também tém sido testados, porém ainda nio se definiu qual
volume gera melhor comportamento espermdtico. As redugdes no niimero de
espermatozdides e no volume das doses inseminantes necessitam de mais
estudos, para que valores minimos sejam definidos a ponto de serem utilizdveis
com bons resultados (Mezalira et al., 2007). No entanto, a utilizacdo de
pequenos volumes requer cuidados redobrados com a temperatura de todos os
materiais que entram em contato com o sémen, a temperatura de diluicdo, a
qualidade e a procedéncia do diluidor (Bortolozzo et al., 2005).

A considerdvel reducdo no volume total das doses permitird uma
economia na quantidade de diluente consumido. Essa economia poderd ser
direcionada a aquisi¢do de diluentes de melhor qualidade, destinados a maiores
periodos de armazenamento (diluentes de longa durag@o).

As expectativas oriundas das pesquisas ja realizadas, e também daquelas
ainda em andamento, apontam para uma ampliacdo no uso da inseminagio
artificial intra-uterina com sémen resfriado, otimizando, assim, os resultados

com a estrutura ja instalada, sem maiores investimentos. Tal tecnologia também
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incrementard a utilizacdo do sémen sexado ou congelado e, possivelmente, a

transferéncia de embrides (Vasquez et al., 2005).
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CAPITULO II

CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DO SEMEN SUINO
RESFRIADO EM DIFERENTES DILUENTES E VOLUMES
DESTINADOS A INSEMINACAO INTRA-UTERINA



RESUMO

Foram utilizados 12 ejaculados de trés reprodutores suinos, diluidos em partes
iguais, com os diluentes Androstar, BTS e Merck III, para avaliar as
caracteristicas espermadticas em diferentes volumes inseminantes (15, 20, 25 e 30
mL) destinados a inseminacgdo artificial intra-uterina. As doses contendo 1,5
bilhdo de espermatozdides cada foram incubadas em geladeira, a 15°C e
avaliadas com relacdo a motilidade e ao vigor espermdticos, e teste de
termorresisténcia no dia da coleta e nos tempos de 24 e 48 horas apds a coleta. A
morfologia, o teste de resisténcia osmética (TRO) e o teste de viabilidade
espermdtica (porcentagem de espermatozdides vivos) foram realizados no dia da
coleta e no tempo de 48 horas. O modelo estatistico foi o de blocos ao acaso
com parcela subdividida no tempo, em esquema fatorial 3 x 4 + 1 (trés diluentes,
quatro volumes de armazenamento e um tratamento adicional — avaliacdo do
sémen in natura) nas parcelas e, nas subparcelas, os tempos de avaliagdo (0, 24 e
48 horas). Nao foram observadas influéncias iniciais dos diluentes sobre a
motilidade e o vigor espermiticos no dia da coleta (Oh). As 24 horas, o
Androstar e o BTS apresentaram motilidades semelhantes, porém, melhores em
relagdo ao Merck III (P<0,05). Quarenta e oito horas apds a coleta, o Androstar
foi o que apresentou os maiores valores de motilidade (P<0,05). Com relagdo as
demais varidveis, ndo foram encontradas diferencas entre os diluentes e os
volumes inseminantes testados (P>0,05). Dessa forma, o Androstar preserva a
qualidade do sémen até 48 horas apds a coleta e o BTS e o Merck III até 24
horas, nos volumes de doses inseminantes entre 15 € 30 mL com 1,5 bilhdo de
espermatozéides.

Palavras-chave: Androstar, BTS, Merck, reproducgao, suinos
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SPERMATIC CHARACTERISTICS OF SWINE SEMEN COOLED IN
DIFFERENT DILUENTS AND VOLUMES DESTINED FOR
INTRAUTERINE INSEMINATION

Abstract — Twelve ejaculates from three boars, equally diluted in the Androstar,
BTS and Merck III diluents were used to evaluate the characteristics of different
semen volumes (15, 20, 25 and 30 mL) destined for intrauterine artificial
insemination. The semen dosis, containing 1.5 billion spermatozoids each, were
incubated in the refrigerator at 15°C and evaluated in relation to spermatic
motility and vigor, and thermoresistance test on day of the collection and 24 and
48 hours afterwards. Spermatic morphology, osmotic resistance test (ORT) and
spermatic viability test (alive spermatozoids percentage) were evaluated on day
of collection and 48 hours afterwards. The statistical design was randomized
complete block with subdivided parcel in the time, in factorial scheme 3 x 4 + 1
(three diluents, four storage volumes and an additional treatment - evaluation of
the semen in natura) in the parcels and, in the sub parcels, the times of
evaluation (0, 24 and 48 hours). The influences of the diluents were not
observed on spermatic motility and vigor after dilution (Oh). At 24 hours, the
Androstar and the BTS presented similar motilities, but these values were
significantly better in relation to Merck III (P<0.05). Forty eight hours after the
collection, the Androstar presented the largest motility values (P<0.05). In
relation to other variables, it did not found statistical differences between the
diluents and the semen volumes tested (P>0.05). In that way, the Androstar
preserves the semen quality until 48 hours after the collection and, the BTS and
the Merck III until 24 hours, in the volumes between 15 and 30 mL of the semen
dosis with 1.5 billion of spermatozoids.

Keywords: Androstar, BTS, Merck, reproduction, swine
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1 Introducéo

Atualmente, cada vez mais se utiliza a inseminacdo artificial como um
componente do manejo reprodutivo em suinos. Tradicionalmente, a técnica
preconiza a utilizacio de uma dose inseminante com trés bilhdes de
espermatozodides, em um volume de 80 a 100 mL (Bortolozzo et al., 2003).
Buscando a redu¢@o do volume e do niimero de espermatozdides por dose, estdo
sendo propostas modificacdes na técnica, as quais se baseiam na deposicao dos
espermatozodides diretamente no ttero.

Na inseminagdo intra-uterina, o cateter desliza pelo interior da pipeta
tradicional, passa pela cérvix e € introduzido no ttero até 20-25 cm no corpo ou
corno uterino. Essa tecnologia permite o emprego de doses com 1 bilhdo de
espermatozdides, em um volume total de 50-60 mL, o que corresponde a 1/3 do
total de células empregadas nas doses com a técnica tradicional e uma redugdo
de 25%-30% no volume de diluente consumido pela central (Watson & Behan,
2002).

O aperfeicoamento desta técnica e a sua validacdo a campo sdo de
extrema importdncia devido aos beneficios econdmicos que a reducido do
nimero de espermatozdides em até mais de 50% e a redugdo do volume de
diluente utilizado podem trazer (Dallanora et al., 2004). No entanto, a reducdo
desses numeros pode requerer um novo método de conservacdo e,
conseqiientemente, serdo necessdrios estudos acerca dos melhores e mais
adequados diluentes para esta técnica (Rath, 2002).

A diluicdo de pequenos volumes implica em cuidados redobrados e em
qualidade e procedéncia do diluente. Portanto, o sucesso da técnica de
inseminacdo estd associado a capacidade do diluente em conservar os
espermatozdides em condi¢cdes adequadas durante a estocagem (Johnson et al.,

1982) e a preservacdo das qualidades fecundantes do s€men diluido por maior
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periodo de tempo possivel, a fim de otimizar o uso do s€men, melhorar o manejo
e causar menor desgaste aos reprodutores (Paquignon et al., 1987).

Virias formulagoes de diluentes foram testadas, sendo o BTS (Beltsville
Thawing Solution), por seu baixo custo, o de elei¢do na técnica de inseminagao
artificial (Woelders, 1992). Segundo Bortolozzo et al. (2005), a consideravel
redu¢do no volume total das doses destinadas a inseminac¢fo intra-uterina
permitird a economia na quantidade de diluente a ser consumido. Sendo assim,
essa economia pode ser direcionada a aquisicdo de produtos de melhor
qualidade, destinados a maiores periodos de armazenamento (diluentes de longa
duracdo).

Em outro sentido, as técnicas laboratoriais de analise de sémen
realizadas previamente a técnica de inseminacdo, seja tradicional ou intra-
uterina, sdo de fundamental importancia para averiguar a qualidade espermética
e constituem ferramentas essenciais para estimar a capacidade de fertilizagdo do
ejaculado (Vyt, 2007). A motilidade espermdtica € indicativa de um
metabolismo ativo, considerado de grande importincia no momento de
fertilizacdo (Johnson et al., 2000), enquanto que a morfologia dos
espermatozéides pode indicar a viabilidade espermdtica, também essencial na
fertilizagdo (Vyt, 2007).

Frente as diferentes respostas quanto ao comportamento do s€men suino
resfriado, realizou-se este trabalho com a finalidade de avaliar a qualidade
espermatica utilizando diferentes diluentes e volumes seminais de doses

destinadas a inseminag¢ao intra-uterina.
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2 Material e Métodos

O experimento foi realizado em uma granja comercial, com producio de
suinos em ciclo completo, pertencente a Fazenda Sao Paulo, no municipio de
Oliveira, MG, entre os meses de janeiro a julho de 2007.

Para a realizacdo do trabalho experimental, foram utilizados trés
reprodutores suinos de genética Agroceres PIC (linhagem 337TGSUP), de
fertilidade previamente comprovada, com idade média de 10 meses. Os machos
foram mantidos em baias individuais (5 m?), sendo alimentados com racdo para
reprodutores (EM = 3.170 kcal/kg e 15,84% de proteina bruta), recebendo 3,0
kg, com freqiiéncia de dois arragoamentos por dia.

A coleta do sémen foi realizada pelo método da mao enluvada (King &
Macpherson, 1973), com auxilio de um manequim, sendo realizadas quatro
coletas por animal, totalizando, portanto, 12 coletas. O intervalo das coletas para
cada macho foi de 3 a 4 dias. Antes de se realizar a coleta, procedeu-se a
lavagem com 4gua e a posterior secagem com papel-toalha do prepucio, para a
retirada da urina, de sujidades e debris celulares acumulados no diverticulo
prepucial. O ejaculado foi coletado em frasco de 500mL, pré-aquecido a 37°C,
protegido por recipiente isotérmico e com filtro de disco (Hygia Favorit II®, @
230 mm), para a separacdo da fracdo gel do s€men.

O sémen foi levado ao Laboratério da prépria Fazenda, sendo mantido
em banho-maria a 37°C, para que fossem realizadas avaliacdes do s€men in
natura (volume, aspecto, motilidade, vigor, concentracdo e morfologia
espermaticas). Os outros materiais a serem utilizados também foram mantidos a
37°C, em banho-maria ou sobre placa aquecedora.

O volume foi determinado diretamente pela leitura no recipiente e o
aspecto foi determinado visualmente, sendo aceito como normal o aspecto
branco leitoso. A motilidade e o vigor foram avaliados em triplicata, por meio

do exame de uma gota de sémen colocada entre ldmina e laminula pré-
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aquecidas, em microscopia Optica (aumento de 40 vezes), segundo metodologia
proposta por Scheid (1993). A motilidade foi expressa em percentual de células
méveis da amostra (0 a 100). Para o vigor, foram atribuidos valores de 1 a 5
pontos, dos quais os mais elevados indicavam os espermatozdides mais
vigorosos. A concentragdo espermdtica foi obtida utilizando-se a cidmara de
Neubauer, com sémen diluido na propor¢do de 1:100 (s€men:formol citrato). A
contagem espermatica, na camara de Neubauer, foi feita em microscépio de
contraste de fase (aumento de 40 vezes), com o resultado expresso em nimero
de células/mm’ de sémen (Martin Rillo et al., 1996). Para a verificagdo de
anormalidades espermadticas, foi utilizado 1 ml de formol citrato, ao qual foram
adicionadas gotas de sémen até a turvacdo da solucdo. Desta solucio,
homogeneizada, elaborou-se a preparacdo Uimida sem corante, para leitura das
alteracdes morfoldgicas dos espermatozdides, em microscopio de contraste de
fase com aumento de 1.000 vezes, por meio da contagem diferencial de 100
células (Scheid, 1993).

Ap6s as avaliacdes in natura, o volume total do ejaculado foi fracionado
em trés partes iguais e cada uma foi diluida na proporcao de 1:1, com cada um
dos trés diluentes utilizados e novamente foram analisados a motilidade e o
vigor espermadticos. As composi¢des dos diluentes Androstar, Beltsville
Thawing Solution (BTS) e Merck III estdo descritas na Tabela 1.

Ap6s a diluigcdo, foram retiradas quatro aliquotas correspondentes a 1,5
bilhdo de espermatozdides de cada uma das trés fragcdes. O nimero total de
células espermadticas de 1,5 bilhdo foi obtido calculando-se, por regra de trés, o
volume do ejaculado a ser transferido para cada frasco, por meio da
multiplicacdo do volume total do ejaculado diluido por 1,5 bilhdo, seguida da
divisdo deste resultado pelo nimero total de espermatozéides no ejaculado. Cada
aliquota foi transferida para uma garrafa plastica de 100 mL. Posteriormente,

foram acrescentados os respectivos diluentes, a fim de se obter volumes finais de
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15, 20, 25 e 30 mL. Portanto, para cada uma das trés fracdes de ejaculado
diluido com um diluente especifico, foram obtidos quatro frascos com volumes
diferentes, totalizando 12 tratamentos (trés diluentes x quatro volumes). Foi
realizada uma contraprova para aferir a concentracdo de cada dose produzida por

meio de um aparelho de espectrofotometro.

TABELA 1. Composicdo dos diluentes Androstar, BTS e Merck 111

Produto Androstar”’ BTS™ Merck 11T
Glicose (g) 66,25 79,90 89,20
Citrato de s6dio (g) 11,00 12,71 3,05
Bicarbonato de sédio (g) 13,50 2,65 4,20
EDTA’(g) 6,50 2,65 3,05
TRIS* (g) 2,00 - -
Cloreto de potéssio (g) - 1,59 -
Sulfato de Gentamicina (g) 0,75 0,59 0.50
Agua deionizada (1) 1,00 1,00 1,00
Osmolaridade (mOsm) 309 330 340
pH 7,20 7,20 6,80

"Diluentes fabricados pela Minitiib Abfiill-und Labortechnik Gmbh & Co. KG. e
importados e distribuidos pela Minitiib do Brasil; Valores para cada 100 g de diluente.
'Diluente considerado de longa-duragio (periodo de conservacdo superior a trés dias);
*Diluentes considerados de curta-duracio (periodo de conservagio por até trés dias);
’EDTA: Etilenodiamino tetracetato; *TRIS: Hidroxi-metil-amino-metano.

Os frascos permaneceram em repouso, em temperatura ambiente, por
duas horas, protegidos da luz. Posteriormente, foram incubados em geladeira,
com temperatura de 15°C a 18°C e avaliados no dia da coleta e nos tempos de 24
e 48 horas apds a coleta. Os parametros avaliados e os testes realizados foram:
motilidade e vigor espermadticos, teste de termorresisténcia (TTR), morfologia

espermatica, teste de resisténcia osmética (TRO) e viabilidade espermatica.
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No dia da coleta e nos tempos de 24 e 48 horas, foram avaliados a
motilidade e o vigor espermdticos e o teste de termorresisténcia. Para a anélise
de motilidade e vigor, foram retiradas aliquotas de 2 mL de cada um dos 12
frascos e transferidos para 12 tubos correspondentes. Antes de cada leitura, os
tubos foram incubados, em banho-maria, a 37°C, sendo a leitura realizada apds
10 minutos de incubagdo. O teste de termorresisténcia consistiu na incubacgio de
2 mL de sémen, a 37°C, por um periodo de 2 horas. Durante este periodo teve
seu vigor avaliado aos 5 minutos e aos 120 minutos de incubagdo. Foi aplicada a
seguinte férmula matemadtica, para que fosse calculada a taxa de degradacdo da
motilidade (TDM) = (vigor aos 5 minutos — vigor aos 120minutos)/(vigor aos 5
minutos) x 100 (Salgueiro et al., 2003a).

A morfologia, o teste de resisténcia osmdtica e o teste de viabilidade
espermdtica (porcentagem de espermatozdides vivos) foram realizados no dia da
coleta e no tempo de 48 horas. Na andlise morfoldgica, foram avaliadas as
alteracdes espermdticas de cabeca, de cauda e do total de alteracdes. Para a
realizacdo do TRO, foram adicionados 100uL de s€émen em 1 mL de solugdo de
100 mOs/L de agua (2 partes de dgua destilada: 1 parte de diluente), incubada por
30 minutos, a 37°C. Foram contadas 100 células no aumento de 1.000 vezes em
microscopia de contraste de fase e o cdlculo de formas reativas seguiu a férmula,
segundo Melo & Henry (1999): RO (resisténcia osmética) = (% de alteragdes na
regido da cauda apds teste RO) - (% de alteracdes na regido da cauda antes do
teste RO). Para o teste de viabilidade espermdtica, misturou-se uma gota de
corante eosina-nigrosina com uma gota de s€émen diluido. Em seguida, elaborou-
se um esfregaco em ldmina sob placa aquecedora. Posteriormente, foi
examinado ao microscopio com objetiva de 40 vezes para, em um total de 100
células, identificar os espermatozdides vivos (aparecendo sem coloragdo) e os
mortos (absorveram o corante e se tornaram réseos), segundo metodologia de

Mies Filho (1982).
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Para a analise dos dados, foi utilizado um delineamento em blocos ao
acaso, com parcela subdividida no tempo, em esquema fatorial 3 x 4 + 1 (trés
diluentes, quatro volumes de armazenamento e um tratamento adicional —
avaliagdo do sémen in natura) nas parcelas e, nas subparcelas, os tempos de
avaliagdo (0, 24 e 48 horas). Os blocos foram constituidos pelos ejaculados. A
parcela experimental foi constituida por uma dose inseminante.

Foram avaliados a motilidade e o vigor espermdticos, a TDM, a
porcentagem de espermatozdides vivos, a porcentagem de células reativas ao
TRO, a porcentagem de cabeca e de cauda andmalas, e o total de alteracdes
morfolégicas. Os dados de motilidade foram submetidos a andlise de varidncia,
sendo os efeitos dos diluentes, dos volumes e da interacdo diluente x volume
avaliados pelo teste F. A andlise de regressdo foi utilizada para a varidvel
volume, quando o resultado do teste foi significativo a 5%. As demais varidveis
foram submetidas a anédlise ndo paramétrica, visto que os dados ndo atingiram a
normalidade, mesmo apds a transformacgdo dos mesmos. Neste caso, as médias
foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis quando houve significancia ao
teste qui-quadrado (P<0,05).

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o Sistema de Anélise

Estatistica e Genética da Universidade Federal de Vicosa (SAEG, 1993).

3 Resultados e Discussao

Os resultados referentes a motilidade espermatica estdo apresentados na
Tabela 2.

No dia da coleta (0 hora), todos os tratamentos (3 diluentes x 4 volumes)
apresentaram motilidades espermaticas semelhantes a motilidade do sémen in
natura. Isso ja era esperado, ja que, durante o armazenamento in vitro do s€men
suino, a queda na motilidade espermdtica ocorre de forma gradativa,

independente do diluente e do volume utilizados no processamento do sémen

28



(Paulenz et al., 2000). Entretanto, segundo Harrison et al. (1978), citados por
Kommisrud et al. (2002), sé6 o fato de transferir as células esperméticas do
plasma seminal para os meios diluentes artificiais em si ja é capaz de reduzir a

motilidade e aumentar a aglutinag@o espermatica.

TABELA 2. Médias de motilidade espermdtica (%) do sémen suino nos
diferentes diluentes e volumes, durante os tempos de avaliagdo

Tempo (h)  Diluente Volume (ml) Média'
15 20 25 30
Androstar 91,30 91,30 88,80 87,50 89,70
. BTS 89,60 9040 8930 87,10 89,10
Merck I 89,60 91,30 8630 87,50 88,60
Média 90,10 91,00 88,10 8740 P=8323
Androstar 81,80 81,10 80,00 8320 81,50a
s BTS  76.80% 7640* 7730% 8320 7840a
Merck I 70,50% 7330% 7140% 67,40% 70,70b
Média 7640 7690 7620 77,90 P=0,00
Androstar 65,80 % 64,60 * 70.40* 70,00* 67,70a
45 BTS  5920% 61,70% 57,10% 6580% 60,90b

Merck I 61,70 * 61,70 * 5290* 50,40* 56,70 b

Média 62,20 62,60 60,10 62,10 P=0,00

Sémen in natura (controle) 92,90

CV 1 (%) 12,37

CV 2 (%) 10,64

* Diferem do tratamento controle pelo teste Dunnett (P<0,05)
'Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Apbs 24 horas, todos os volumes diluidos com Androstar (15, 20, 25 e
30 mL) preservaram a motilidade espermdtica do s€men in natura. Isto pode ser
explicado pelo fato de o Androstar, considerado um diluente de longa duragdo e,
portanto, de melhor qualidade que o BTS e o Merck III, possuir alguns de seus
componentes como o EDTA, o bicarbonato de sédio e o sulfato de gentamicina,

em quantidades maiores em relacdo a formulacdo dos demais diluentes. Além
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disso, o Androstar possui um agente tamponante (TRIS), inexistente na
composi¢cdo dos diluentes salinos, o que pode ter evitado a queda do pH e,
conseqiientemente, a reducao do metabolismo celular espermatico.

Dentre os volumes diluidos em BTS, apenas o volume de 30 mL
preservou a motilidade espermatica 24 horas apds a coleta. Este fato pode estar
associado a presenca de maior quantidade de plasma seminal nas doses contendo
30 mL em relagdo as doses com volumes inferiores. Considerando que, quando a
concentracdo espermatica aumenta, a quantidade de plasma seminal por
espermatozdide diminui, Kuster & Althouse (1999) sugeriram que existe um
efeito positivo do aumento da quantidade de plasma seminal sobre a manutengao
da motilidade espermadtica, o que pdde ser observado neste trabalho. Este efeito
positivo do plasma seminal também foi observado por Garner et al. (2001) sobre
a motilidade de espermatozoéides bovinos.

Além disso, ndo se pode ignorar o fato de que o cloreto de potdssio
presente na composicdo do BTS, em detrimento da composicio dos demais
diluentes, previne a perda de potdssio de dentro das células, evitando a perda de
motilidade devido a ineficdcia da bomba sédio-potdssio (Alvarez & Storey,
1982). Este fato pode ter auxiliado a manutencido da motilidade in natura nas
doses contendo 30 mL do diluente BTS.

Por outro lado, 48 horas apds a coleta, as motilidades de todos os
tratamentos foram estatisticamente menores em relagdo ao sémen in natura
(P<0,05). Alexopoulos et al. (1996) também observaram redugdes significativas
da motilidade em doses de s€men suino contendo desde 1 bilhdo a 5 bilhdes de
espermatozodides em 100 mL de BTS, a partir de 48 horas.

De modo geral, pode-se dizer que os volumes inseminantes diluidos em
todos os meios diluentes apresentaram decréscimo progressivo da motilidade

espermatica, no decorrer dos dias de avaliagdo.
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O efeito isolado dos diluentes sobre a motilidade espermdtica, nos

tempos de avaliacio deste experimento, estd ilustrado na Figura 1.
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FIGURA 1. Comportamento da motilidade do sémen suino diluido em
Androstar, BTS e Merck III, durante os tempos de avaliagao (0
hora, 24 e 48 horas). “’Letras diferentes no mesmo tempo de
avaliacdo implicam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey

(P<0,05)

Nao foram observadas diferencas, entre os diluentes, quanto a
motilidade espermética no dia da coleta (0 hora).

No tempo de 24 horas, as amostras de sémen diluidas em Androstar e
BTS apresentaram motilidades semelhantes, porém, significativamente melhores
em relacdo as amostras seminais diluidas em Merck III (P<0,05). Estes dados
corroboram com os resultados obtidos por Kotzias-Bandeira (1999), segundo os
quais as amostras de sémen suino diluidas em Androhep (diluente de longa
duracdo) e BTS apresentaram maiores motilidades em relacdo ao s€émen diluido

em Merck III (P<0,05). Outros autores encontraram maior taxa de sobrevivéncia
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espermdtica (medida através da motilidade) ao utilizarem diluentes de longa
duracdo em relacdo aos diluentes de curta duracio (Korniewicz et al., 1996), ndo
tendo essa diferenca sido significativa, na comparagao entre s€émen suino diluido
em Androhep com amostras de s€émen diluidas em BTS (Waberski et al., 1994).

Quarenta e oito horas apds a coleta, o s€men diluido em Androstar foi o
que apresentou os maiores valores de motilidade, seguido pelo BTS e Merck 111
(P<0,05). Huo et al. (2002) mostraram que a viabilidade e a atividade
mitocondrial dos espermatozdides nos meios de longa duracdo sdo superiores a
50%, até o 13° dia de conservacao.

Com relacdo aos volumes inseminantes, nao foram encontradas
diferencas estatisticas (P>0,05) sobre a motilidade espermadtica dentro de cada
tempo estudado, ou seja, todos os volumes apresentaram decréscimo similar da

motilidade espermatica, ao longo dos dias de avaliacdo (Figura 2).
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FIGURA 2. Comportamento da motilidade do sémen suino nos diferentes
volumes, durante os tempos de avaliagcdo (0, 24 e 48 horas)
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Os dados da Tabela 3 referem-se as médias de vigor espermético do
sémen suino nos diferentes diluentes e volumes inseminantes, durante os tempos
de avaliagdo.

TABELA 3. Médias de vigor espermdtico do sémen suino nos diferentes
diluentes e volumes inseminantes, durante os tempos de avaliagdo

Tempo (h) Diluente Volume (mL) Média
15 20 25 30
Androstar 3,5 3,3 3.4 3,7 3.5
0 BTS 3,2 34 3,3 3,1 3,3
Merck III 3,7 3,5 3,1 34 3,4
Média 3,5 3,4 3,1 3,4
Androstar 2,7 2,7 2,9 3,2 2,9
24 BTS 2,7 2,8 2,9 2,9 2,8
Merck III 2,6 2,7 2,2 2,6 2,5
Média 2,7 2,7 2,7 2,9
Androstar 2,1% 2,1% 2,3 2,3 2,2
48 BTS 2,1* 2,0* 2,1* 2,5 2,2
Merck III 1,7* 2,2 2,0% 2,3 2,1
Média 1,9 2,1 2,1 2,4
Sémen in natura (controle) 3,7

P= 0,01

* Diferem do s€men in natura pelo teste Kruskal-Wallis (P<0,05)

De acordo com os resultados, todos os diluentes utilizados conservaram
o vigor espermdtico do sémen in natura até o tempo de avaliacdo de 24 horas
(P<0,05).

No dia da coleta (0 hora), o vigor espermatico apresentou 0 mesmo
comportamento que a motilidade espermdtica avaliada neste trabalho, a qual se
manteve para todos os volumes e diluentes.

Quarenta e oito horas apds a coleta, todas as doses contendo 15 mL,
independentemente do diluente, apresentaram vigores espermadticos inferiores

em relacdo ao sémen in natura, enquanto que doses de 30 mL, diluidas em
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quaisquer dos diluentes, conservaram o vigor espermdtico (P<0,05). Esta
observacdo pode ser explicada pelo fato de que, em volumes menores, a
competi¢do espermdtica por nutrientes € maior, ja que a maior diluicdo diminui a
competi¢do dos espermatozoéides por O, e por espaco.

Avaliando o sémen diluido em BTS, no tempo de 48 horas, pode-se
dizer que o volume de 30 mL apresentou caracteristicas mais desejaveis quanto a
conservagdo do vigor espermdtico, jd que foi o tnico volume que preservou o
vigor espermatico in natura (P<0,05). Para os outros dois diluentes, além dos
volumes de 30 mL, o volume de 25 mL, no diluente Androstar, € o de 20 mL, no
diluente Merck III, apresentaram-se capazes de conservar 0s vigores
espermaticos. Comparando-se estes dados com os dados de motilidade
anteriormente apresentados, pode-se dizer que os diluentes utilizados foram mais
eficientes na conservacao do vigor, ja4 que nenhum volume diluido em quaisquer
diluentes teve sua motilidade conservada até o dltimo tempo de avaliacdo.

Assim como a motilidade, o vigor espermdtico também apresentou
queda gradual no decorrer do tempo de armazenamento.

Na Tabela 4 s3o apresentados os valores médios de alteragcdes
morfoldgicas espermdticas do s€émen suino, nos trés diferentes diluentes e nos
quatro volumes, durante os tempos de avaliacdo 0 e 48 horas.

Nao houve efeito dos diferentes volumes e diluentes sobre as
anormalidades espermaticas, durante o periodo de avaliacdo do s€émen.

Segundo Scheid (1993), os limites maximos de alteragdes espermdticas
observadas no ejaculado suino, para se obter uma boa fertilizacdo, sdo assim
estipulados: alteragdes de cabega (5%), alteragdes de cauda espermatica (10%) e
alteragdes totais (20%). No presente trabalho, todos os valores se situam dentro
de faixas tecnicamente aceitdveis, indicando que o s€men, sob esse ponto de
vista, manteria suas caracteristicas para uma adequada capacidade fecundante

até 48 horas de armazenamento.
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TABELA 4. Valores médios de alteracdes morfoldgicas espermdticas do
sémen suino nos trés diferentes diluentes e nos quatro volumes,
durante os tempos de avaliagdo 0 e 48 horas

Volume (mL)
15 20 25 30

Média

Tempo (h) Diluente

Alteragoes de Cauda (%)
Androstar 6,00 4,67 4,75 5,50 5,23
BTS 5,28 5,14 3,33 4,31 4,51

0 Merck III 7,94 5,33 4,11 4,56 5,49

Média 6,41 5,05 4,06 4,79
Androstar 7,31 5,06 5,33 8,17 6,47
48 BTS 5,83 5,78 5,56 8,39 6,39
Merck 111 5,39 5,72 6,44 5,92 5,87

Média 6,18 5,52 5,78 7,49 P=0,93
Alteragoes de Cabega (%)

Androstar 0,25 0,53 0,25 0,00 0,26
0 BTS 0,25 0,19 0,08 0,17 0,17
Merck IIT 0,25 0,50 0,08 0,11 0,24

Média 0,25 0,41 0,14 0,09
Androstar 0,48 0,20 0,20 0,37 0,31
48 BTS 0,20 0,28 0,20 0,45 0,28
Merck 111 0,20 0,20 0,20 0,31 0,23

Média 0,29 0,23 0,20 0,38 P=0,99
Total de Alteragées (%)

Androstar 9,17 7.75 7,89 8,17 8,24
0 BTS 8,00 7,83 5,31 7,42 7,14
Merck 111 9,69 8,25 7,67 7,03 8,16

Média 8,95 7,94 6,95 7,54
Androstar 10,58 6,75 8,94 10,33 9,15
48 BTS 8,03 8,78 7,81 10,39 8,75

Merck 11T 7,86 7,81 10,47 7,83 8,49

Média 8,82 7,78 9,07 9,52 P=0,84

*Nao significativo ao teste de qui-quadrado (P>0,05)
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Vasconcelos et al. (2001), ao conservarem doses inseminantes contendo
5 bilhdes de espermatozdides suinos diluidos em 100 mL de BTS por trés dias,
obtiveram 85% de espermatozdides normais no ultimo dia de conservagao, valor
inferior aos observados neste trabalho. Valores mais proximos aos deste
experimento foram encontrados por Xu et al. (1996) que, utilizando s€émen suino
com diferentes concentragdes (variando de 3.125 x 10%a 5 x 10°/mL) diluido em
BL-1, meio semelhante ao BTS, observaram cerca de 5% de anormalidades
espermaticas.

Gadea (2005) afirma que a morfologia espermatica € um parametro que
estd relacionado a fertilidade. Outros trabalhos mostraram que existe uma
relacdo entre a fecundidade dos espermatozéides e a normalidade morfoldgica
(Berger et al., 1996). Portanto, patologias elevadas podem reduzir a capacidade
fecundante dos espermatozdides.

Os valores percentuais médios de espermatozdides vivos avaliados no
teste de viabilidade espermética do sémen suino nos diferentes diluentes e
volumes inseminantes estdo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5. Valores médios de espermatozodides vivos (%) avaliados no teste
de viabilidade espermética do sémen suino nos trés diferentes

diluentes e nos quatro volumes, durante os tempos de avaliacdo 0
e 48 horas

Volume (mL)
15 20 25 30

Média

Tempo (h) Diluente

Androstar 91,20 87,80 91,20 91,60 90,50
BTS 93,70 92,90 93,60 93,30 93,40

0 Merck I 89,60 92,00 93,30 92,80 91,90
Média 91,50 90,90 92,70 92,60

Androstar 64,40 72,20 70,40 70,70 69,40

48 BTS 68,70 67,70 67,50 69,40 68,30

Merck I 66,90 66,40 70,60 69,00 68,20

Média 66,70 68,80 69,50 69,70 P=0,16

*Nao significativo ao teste de qui-quadrado (P>0,05)
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Os valores encontrados ndo apresentaram diferencas entre os volumes e
diluentes testados em nenhum dos periodos avaliados (P>0,05).

Este teste serviu como método auxiliar na avaliagdo da motilidade
espermatica, permitindo observar que os valores dos dois testes (motilidade e
viabilidade espermaticas) foram complementares. Os dados corroboram com o0s
de Fonseca et al. (1992), que relataram que uma diferenga de 2% a 10% entre os
valores das duas varidveis significa que os espermatozdides com movimentos
circulares, ndo considerados no exame de motilidade ao microscépio e que, no
entanto, estando vivos, ndo receberam o corante.

Embora os diluentes tenham exercido efeito sobre a motilidade
espermatica, os mesmos ndo foram capazes de melhorar a viabilidade
espermatica.

Provavelmente, nas primeiras horas apds o inicio do processo de
armazenamento, 0s espermatozéides ainda ndo sofreram os efeitos do
resfriamento (estresse térmico, choque osmotico), apresentando estabilidade da
membrana espermdtica e, assim, ndo permitindo a passagem do corante através
da mesma. Apds 48 horas, os efeitos do processo de resfriamento do sémen sio
mais pronunciados, o que refletiu em uma menor propor¢do de espermatozdides
vivos em todos os volumes inseminantes, independente do diluente utilizado.

Um importante indicador das alteracdes que ocorrem na membrana
espermatica devido ao armazenamento ¢ a mudanca da permeabilidade dessa
membrana. Assim, hd um aumento da permeabilidade para corantes e, também,
a liberacdo de substancias intracelulares (liberagdo de cations e enzimas),
reducgdo da atividade enzimadtica e alteracdes nos movimentos laterais dos canais
10nicos (Johnson et al., 2000).

Os valores médios percentuais de formas reativas, ou seja, as
porcentagens médias de espermatozdides com membrana integra resultantes do

teste de resisténcia osmotica sdo apresentadas na Tabela 6.
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TABELA 6. Valores percentuais médios de formas reativas (espermatozdides
com membrana integra) obtidas pelo teste de resisténcia osmética
do sémen suino, nos trés diferentes diluentes e nos quatro
volumes durante os tempos de avalia¢do O e 48 horas

Volume (mL)
15 20 25 30

Média

Tempo (h) Diluente

Androstar 87,10 89,40 89,10 86,70 88,10
BTS 86,20 88,40 87,20 88,30 87,50

0 Merck I 92,60 90,90 89,10 87,70 90,10
Média 88,60 89,60 8840 87,60

Androstar 48,90 45,20 46,40 48,50 47,30

48 BTS 45,30 4590 47,20 48,80 46,80

Merck I 51,60 50,70 48,60 50,70 50,40

Média 4890 4730 4740 4930 P=0,10

*Nao significativo ao teste de qui-quadrado (P>0,05)

A taxa de resisténcia osmoética ndo foi influenciada (P>0,05) pelos
volumes em nenhum dos diluentes analisados.

O espermatozdide suino apresenta uma pressdo osmoética de 290-300
mOsm e € capaz de tolerar variagdes de pressdo osmotica bastante amplas (240-
380 mOsm). Os meios isosméticos ou levemente hiperosmdticos sdo os
preferidos para a 6tima preservacdo da capacidade de fertilizagao (Weitze,
1990).

Diversos estudos t€m avaliado a tolerdncia as diversas pressoes
osmoticas, chegando a conclusdo de que nem a motilidade, nem a viabilidade
espermdtica sdo afetadas pela press@ao osmotica em valores compreendidos entre
250 e 290 mOsm (Fraser et al., 2001). Porém, quando a pressdo osmdtica se
reduz abaixo de 200 mOsm, detecta-se uma reducdo significativa da motilidade
(Gilmore et al., 1996; Fraser et al., 2001), acompanhada de queda da integridade

de membrana espermdtica, como se observou neste trabalho.
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O TRO permitiu a avaliagio da integridade da membrana do
espermatozdéide por meio de uma prova de resisténcia a periodos de incubacio e
ao choque osmético. O espermatozdide, com uma membrana celular integra, se
colocado em solucdo hiposmética, permite a passagem da dgua pela membrana
celular até o restabelecimento do equilibrio osmético entre os fluidos extra e
intracelulares (Santos et al., 2001). Com o influxo da 4gua para o interior da
célula, h4 um aumento do volume celular, com posterior dobramento da cauda
(Jeyendran et al., 1984).

Na Figura 3 estdo apresentadas as porcentagens médias de
espermatozoides reativos (espermatozdides com membrana integra) ao teste de
resisténcia osmoética do sémen de suino diluido nos trés diluentes e seus

respectivos volumes, nos tempos de avalia¢do de O e 48 horas.

B 0 hora O 48 horas

110
100 ~
90 -
80 1
70 A
60 -
50
40 ~
30 ~
20
10

Espermatozéides Reativos (%)

Androstar BTS Merck IIT

Diluentes

FIGURA 3. Porcentagem média de espermatozdides reativos ao teste de
resisténcia osmotica do sémen suino diluido nos diluentes
Androstar, BTS e Merck III, durante os tempos de avaliagdo
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Ao longo do periodo de armazenamento, houve queda na porcentagem
de formas reativas a este teste. A diferenca dos resultados nos dois periodos
analisados pode ter sido decorrente do envelhecimento da célula espermadtica,
tornando a membrana mais sensivel, depois de 48 horas de armazenamento.

A porcentagem de formas reativas ao TRO foi, em geral, inferior ao
percentual de espermatozéides moveis. Melo et al. (2005), apds submeterem
amostras de sémen eqiiino resfriado (10 pL de s€émen em 10 mL de cada meio
diluidor: Kenney, Baken com 3% de gema e Baken modificado com 10% de
gema de ovo) a incubacdo em meio hiposmético, também constataram indices de
funcionalidade inferiores aos de motilidade. Segundo estes autores, isso leva a
refletir que se podem ter células méveis, mas pouco resistentes ao estresse
osmotico e, ainda, ter células imdveis, mas que mantiveram a integridade
funcional da membrana plasmadtica, nfo sendo necessariamente a mesma
subpopulacdo espermdtica avaliada nos dois testes de funcionalidade, indicando
a complementaridade dos testes para diagnostico do potencial de fertilizacao.

Murgas (1999), utilizando este teste para verificar a viabilidade
espermdtica em reprodutores suinos, ndo observou correlagdo deste teste com a
motilidade espermdtica. No presente experimento, os diluentes resultaram em
diferentes comportamentos de motilidade espermdtica, porém, o mesmo nao
ocorreu para o teste de resisténcia osmética. Sugere-se que os diluentes ndo
exercam efeito sobre a resisténcia da membrana espermatica, mas sim sobre a
capacidade de motilidade espermadtica. Isso foi observado também no teste de
viabilidade espermadtica, em que nem os diluentes nem os volumes exerceram
efeito sobre a membrana plasmaética.

Valores semelhantes ao deste trabalho foram encontrados por Ferreira et
al. (2001) que, utilizando solug@o a 100mOsmol, com tempo de incubagdo de 25
minutos, obtiveram, para o s€men resfriado caprino, médias de 88% no primeiro

dia de armazenamento. Ja Salgueiro et al. (2003b), encontraram valores
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superiores a estes (médias acima de 90%), utilizando sémen resfriado caprino,
sem, no entanto, relatar qual o tempo de incubagdo e a osmolaridade utilizada no
teste, o que reduz o valor pratico do estudo realizado.

Jeyendran et al. (1984) relataram que a técnica de resisténcia osmoética
utilizada para avaliar a integridade funcional da membrana espermadtica
apresenta correlagdo com a capacidade de fertilizacdo in vitro dos
espermatozdides. Esses autores afirmaram, ainda, que esta técnica pode ser
utilizada somando-se a outras para melhorar as andlises de s€men. A
manutencdo da membrana do espermatozdide integra € fundamental para a
reacdo acrossOmica, etapa que antecipa a penetragdo na zona pelicida e a
fecundagdo (Park, 1997; citado por Goulart et al., 2004).

As taxas médias de degradacdo de motilidade calculadas para o teste de

termorresisténcia estdo apresentadas na Tabela 7.

TABELA 7. Taxas médias de degradacdo de motilidade espermadtica (%) do
sémen suino nos trés diferentes diluentes e nos quatro volumes,
durante os tempos de avaliagdo 0, 24 e 48 horas

Volume (mL)
15 20 25 30

Média

Tempo (h) Diluente

Androstar 20,40 25,90 26,30 28.40 25,20
BTS 28,10 20,10 20,80 24,80 23,40

0 Merck I~ 28,30 24,30 27,30 25,60 26,40
Média 25,60 23,40 24,80 26,30

Androstar 37,10 28,80 32,20 36,40 33,60

o BTS 29,70 23,20 23,90 35,00 27,90

Merck III 22,50 2420 26,90 27,80 25,30
Média 29,80 2540 27,90 33,10

Androstar 39,40 33,90 30,80 39,40 35,90

48 BTS 36,90 32,00 38,10 33,60 35,10

Merck I 3790 32,00 3990 39,00 37,20

Média 38,10 32,60 36,30 3730 P=0,13

*Nao significativo ao teste de qui-quadrado (P>0,05)
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Os resultados estatisticos ndo mostraram efeito significativo dos
diluentes e dos volumes inseminantes sobre esta varidvel (P>0,05).

Segundo Salgueiro et al. (2003b), a taxa de degradacdo de motilidade
estd relacionada com a fertilidade e deve estar entre 30% a 50% para o s€émen
caprino. De acordo com Henry & Neves (1998), o sémen bovino é de boa
qualidade quando, depois de submetido ao teste de termorresisténcia, apresenta,
pelo menos, 15% de motilidade espermatica progressiva.

Toniolli (1988), citado por Uchoa et al. (2002), utilizando diluidores a
base de dgua de coco, observaram valores de TDM entre 20% e 40% para o
sémen suino, empregando, para o teste de termorresisténcia, a mesma
temperatura e tempo de avaliagdo deste trabalho. Segundo este mesmo autor,
valores para TDM entre 20% e 40% geram melhores resultados de fertilidade
das fémeas suinas inseminadas, partindo-se do principio de que as mesmas se
encontrem em perfeitas condi¢des de satide.

Assim como para os valores de alteracdes de morfologia espermadtica,
todos os valores de TDM do presente estudo se situaram dentro das faixas
estabelecidas como 6timas, indicando que o sémen, sob esse ponto de vista,

apresentaria indices satisfatérios de fecundacao.

4 Conclusoes

O diluente Androstar garante a qualidade do sémen até 48 horas apds a
coleta, e 0 BTS e o Merck II1, até 24 horas.

Volumes entre 15 e 30 mL podem ser utilizados na inseminagdo intra-
uterina até 48 horas apds a coleta de s€émen, sem afetar a qualidade espermdtica

das doses inseminantes.
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CAPITULO III

DESEMPENHO REPRODUTIVO DE FEMEAS SUINAS INSEMINADAS
PELA TECNICA INTRA-UTERINA UTILIZANDO-SE DOSES DE
SEMEN COM DIFERENTES VOLUMES E DILUENTES



RESUMO

O objetivo da realizacdo deste experimento foi o de avaliar o desempenho
reprodutivo de 72 fémeas suinas, utilizando-se diferentes diluentes e volumes de
sémen, destinados a inseminacdo artificial intra-uterina. Como doadores de
sémen, foram utilizados trés machos de fertilidade comprovada. Os ejaculados
foram diluidos em partes iguais, com Androstar, BTS e Merck III, constituindo
doses com 1,5 bilhdo de espermatozéides em volumes de 15 ou 30 mL. Adotou-
se um delineamento em blocos ao acaso, em esquema fatorial 3 x 2 (trés
diluentes e dois volumes inseminantes). Os blocos foram constituidos pela
ordem de paricdo e pelo macho utilizado, totalizando 12 repeticdes com um
animal por parcela experimental. Apds o inicio do estro, as fémeas foram
inseminadas pela técnica de inseminacdo artificial intra-uterina. Cada f€mea
recebeu duas inseminagdes por cio, de modo que as doses utilizadas pertenciam
a um mesmo macho. As doses utilizadas foram armazenadas por um tempo
méximo de 48 horas ap6s a coleta. As varidveis analisadas foram a taxa de parto,
o indice de retorno ao cio, o numero total de leitdes nascidos, o nimero de
leitdes nascidos vivos, mumificados e natimortos e o peso da leitegada ao
nascimento. Nao foram observadas diferencas entre as taxas de parto e as taxas
de retorno ao cio das fémeas inseminadas (P>0,05). O percentual de fémeas
paridas variou de 75,00% a 91,70%. As maiores médias de nimero total de
nascidos, nimero de leitdes nascidos vivos e peso de leitegada ao nascimento
foram de fémeas inseminadas com doses contendo BTS e Merck III (P<0,05).
Nao houve diferengas entre os volumes inseminantes dentro dos diluentes BTS e
Merck III para nenhuma das varidveis (P>0,05). Para o Androstar, o volume que
proporcionou maior tamanho de leitegada e ndmero de leitdes nascidos vivos foi
de 15 mL (P<0,05). Com relagdo ao nimero de natimortos e mumificados, os
valores ndo diferiram entre os diluentes e os volumes utilizados (P>0,05) e estao
dentro dos valores preconizados, tanto para natimortos quanto para
mumificados. A inseminagdo intra-uterina de fémeas suinas de ordem de parto
dois a cinco, com doses inseminantes de 15 e 30 mL diluidas em BTS ou Merck
III, permite indices satisfatorios de desempenho reprodutivo. Em casos da
utilizacdo do diluente Androstar na inseminacao intra-uterina, em detrimento aos
diluentes de curta duragdo, recomenda-se a utilizacdo de volume inseminante de
15 mL.

Palavras-chave: Androstar, BTS, Merck, porcas, reprodugao
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REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF SWINE FEMALES
INSEMINATED BY THE INTRAUTERINE TECHNIQUE USING
SEMEN DOSIS WITH DIFFERENT VOLUMES AND DILUENTS

Abstract - The objective of this study was to evaluate the reproductive
performance of 72 sows using different diluents and semen volumes destined for
the intrauterine artificial insemination. Three boars of proven fertility were used
as semen donors. The ejaculates were diluted in similar parts, with the
Androstar, BTS and Merck III, constituting semen dosis of 1.5 billion
spermatozoids in volumes of 15 or 30 mL. It was adopted a randomized blocks
design, in a factorial scheme 3 x 2 (three diluents and two semen volumes). The
blocks were constituted by the females parities and by the used males, totaling
12 repetitions with one animal per experimental unit. After the beginning of
estrus, the females were inseminated through the technique of intrauterine
artificial insemination. Each female received two inseminations per estrus, so
that the used doses belonged to a same male. The used doses were stored by a
maximum time of 48 hours. The analyzed variables were farrowing rate, indexes
of return to estrus, total number of piglets born, number of born alive,
mummified and stillborn piglets, and litter weight at birth. There were no effects
of treatments on farrowing rates and indexes of return to estrus (P>0.05). The
percentage of farrowed females varied from 75.00% to 91.70%. The largest
averages of total number of piglets born, number of piglets born alive and litter
weight at birth were from females inseminated with semen dosis diluted in BTS
and Merck III (P<0.05). There were no differences among the semen volumes
inside of the diluents BTS and Merck III for none of the variables (P>0.05). For
Androstar, the volume that provided the largest litter size and number of piglets
born alive was 15 mL (P<0.05). In relation to the number of stillborn and
mummified piglets, the values did not differ between the used diluents and
volumes (P>0.05) and they are inside of the values extolled so for stillborn as to
mummified. The intrauterine insemination of sows from two to five parities,
with semen dosis of 15 and 30 mL diluted in BTS or Merck III allow
satisfactory indexes of reproductive performance. In cases of using the diluent
Androstar for intrauterine insemination, instead of the diluents of short duration,
the use of semen volume of 15 mL is recommended.

Keywords: Androstar, BTS, Merck, reproduction, sows
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1 Introducéo

A eficiéncia reprodutiva tem grande importincia na producio de suinos
e pode ser estimada pela produtividade da fémea, ou seja, pelo nimero de leitdes
desmamados por fémea por ano (Williams, 2007). Altos indices deste pardmetro
tém sido alcancados gragas a utilizacdo da técnica de inseminacio artificial e de
biotécnicas reprodutivas que recentemente surgiram a partir dela.

Com a utilizag@o de novas biotecnologias, como a inseminacao artificial
intra-uterina, na qual se reduzem o nimero de espermatozdides € o volume por
dose, serdo necessarias novas condi¢des de conservacdo e, em conseqiiéncia,
serd necessdrio estudar o melhor diluente para esta técnica (Rath, 2002).

Considerando a producdo de doses com volume reduzido, destinadas a
inseminacdo intra-uterina, a quantidade de &4gua a ser utilizada seria de
aproximadamente % da utilizada para a producdo de doses destinadas a técnica
de inseminacdo tradicional. Sendo assim, esta economia permite o emprego de
dguas com maior grau de purificacdo. Além disso, parte desta economia poderd
se voltar para a aquisicdo de diluentes de longa duracdo (Bortolozzo et al.,
2005a).

Boas respostas reprodutivas das fémeas foram obtidas quando o sémen e
o diluente foram de alta qualidade, uma vez que as experiéncias mostraram que
apenas 20% dos ejaculados coletados de estudos tipicos de inseminagao artificial
poderiam ser conservados por longo tempo (Revell & Glossop, 1989). Estes
autores também verificaram diferengas entre diluentes quanto a fecundidade,
destacando a necessidade de se descobrirem diluentes capazes de conservar
s€men por cinco a seis dias, sem que haja reducdo na fecundidade das fémeas, ao
serem inseminadas.

Ainda existem muitas dividas com relagdo as caracteristicas da dose
inseminante recomendada para a inseminagdo artificial intra-uterina. Alguns

autores afirmam que o volume da dose inseminante poderia comprometer o
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desempenho reprodutivo de fémeas de diferentes ordens de parto (Behan &
Watson, 2004). Resultados bastante satisfatorios foram obtidos empregando-se
doses com volume de diluente entre 20-30 mL, em fémeas adultas (Bennemann
et al., 2004).

Quando doses inseminantes com baixos volumes sdo utilizadas, a
relacdo entre o volume do ejaculado e do diluente continua sendo muito préxima
a empregada na técnica tradicional de inseminacdo. No entanto, o volume de
ejaculado por dose cai para valores proximos a 2-4 mL. Conseqiientemente, o
volume de plasma seminal (e outros componentes do ejaculado) estaria em uma
quantidade absoluta inferior ao da inseminacdo tradicional (Bortolozzo et al.,
2005b).

Nesse sentido, este trabalho tem como objetivo avaliar se volumes
reduzidos de ejaculado que compdem as doses destinadas a inseminacio intra-
uterina poderiam prejudicar o desempenho reprodutivo de matrizes suinas, além
de estudar os efeitos de diferentes diluentes sobre os parimetros reprodutivos

destas fémeas.

2 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido em uma granja comercial, com produ¢do de
suinos em ciclo completo, pertencente a Fazenda Sdo Paulo, no municipio de
Oliveira, MG, entre os meses de julho a dezembro de 2007.

Para a realiza¢do do trabalho experimental, foram utilizadas 72 fémeas
multiparas de genética Dan Bred, linhagem DB 90, com ordem de parto entre 2 a
5, intervalo desmame-cio de 2 a 6 dias, duracdo da lactagdo de 15 a 19 dias e
tamanho médio de leitegada nos partos anteriores superior a 9 leitdes. O peso
das fémeas variou de 210 a 230 kg para as fémeas de ordem de parto 2, 250-260
kg para as de ordem de parto 3 e 4, e as de ordem de parto 5 pesavam, em média,

270 kg.
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As fémeas foram mantidas em gaiolas de gestacdo e receberam 2.4 kg
didrios de racdo de gestagdo (EM=2.900 kcal/kg e 14,73% de proteina bruta) da
cobertura até o 86° dia de gestagdo. Do 86° dia até o fim da gestagdo, as fémeas
receberam 3,3 kg didrios de ragdo pré-lactagdo, contendo 17,56% de proteina
bruta e 3,17 Mcal de energia metabolizavel por quilo de racao.

Sete dias antes do parto, as fémeas foram transferidas para a
maternidade e submetidas a um banho completo. Durante a lactagdo, as fémeas
receberam ragdo de lactagdo a vontade, contendo 3.480 kcal/kg de energia
metabolizdvel e 18,98% de proteina bruta.

Como doadores de sémen, foram utilizados trés machos (genética
Agroceres PIC e linhagem 337TGSUP) de fertilidade comprovada, sendo a
coleta realizada pelo método da mao enluvada. Para a avaliagdo do ejaculado
foram considerados a motilidade, o vigor e a concentracdo espermdticos. A
motilidade e o vigor foram avaliados em microscopia dptica com aumento de 40
vezes. A motilidade foi expressa em percentual de células méveis da amostra (0
a 100). Para o vigor, foram atribuidos valores de 1 a 5 pontos, entre os quais 0s
mais elevados indicaram os espermatozdides mais vigorosos. A concentracdo
espermdtica foi obtida por contagem direta de espermatozdides utilizando a
camara de Neubauer. Cada ejaculado foi fracionado em trés partes iguais, tendo
cada uma sido diluida na propor¢do de 1:1, utilizando trés diferentes diluentes:
Androstar, Beltsville Thawing Solution (BTS) e Merck III, cujas composi¢des
encontram-se na Tabela 1.

Apés a diluigcdo, foram retiradas aliquotas correspondentes a 1,5 bilhdo
de espermatozéides de cada uma das trés fragdes. O nimero total de células
espermaticas de 1,5 bilhdo foi obtido calculando-se, por regra de trés, o volume
do ejaculado a ser transferido para cada frasco, por meio da multiplicagdo do
volume total do ejaculado diluido por 1,5 bilhdo, seguida da divisdo deste

resultado pelo nimero total de espermatozéides no ejaculado.
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TABELA 1. Composicéo dos diluentes Androstar, BTS e Merck 111

Produto Androstar " BTS™ Merck 11T
Glicose (g) 66,25 79,90 89,20
Citrato de s6dio (g) 11,00 12,71 3,05
Bicarbonato de sédio (g) 13,50 2,65 4,20
EDTA’ (g) 6,50 2,65 3,05
TRIS (g) 2,00 - -
Cloreto de potéssio (g) - 1,59 -
Sulfato de Gentamicina (g) 0,75 0,59 0.50
Agua deionizada (1) 1,00 1,00 1,00
Osmolaridade (mOsm) 309 330 340
pH 7,20 7,20 6,80

"Diluentes fabricados pela Minitiib Abfiill-und Labortechnik Gmbh & Co. KG. e
importados e distribuidos pela Minitiib do Brasil; Valores para cada 100 g de diluente.
'Diluente considerado de longa-duracio (periodo de conservagdo superior a trés dias);
"Diluentes considerados de curta-duracio (periodo de conservacio por até trés dias);
SEDTA: Etilenodiamino tetracetato; *TRIS: Hidroxi-metil-amino-metano.

De cada fracdo foram retiradas duas aliquotas, tendo cada aliquota sido
transferida para um frasco plastico de 100 mL. Posteriormente, foram
acrescentados os respectivos diluentes, a fim de se obter volumes finais de 15 e
30 mL. Portanto, para cada uma das trés fracdes de ejaculado diluido com um
diluente especifico, foram obtidos dois frascos com volumes diferentes,
totalizando seis tratamentos (3 diluentes x 2 volumes). Foram utilizadas 12
fémeas por tratamento. Todas as doses foram produzidas em “split sample”, ou
seja, as doses utilizadas em ambos os tratamentos foram produzidas a partir dos
mesmos ejaculados e o s€émen foi conservado de 24 a 48 horas, em temperatura
de 15°C a 18°C. Foi realizada uma contraprova para aferir a concentracdo de

cada dose produzida por meio de um aparelho de espectrofotometro.

54



Ap6s o desmame, foi realizada a deteccdo do estro, duas vezes por dia
(manha e tarde), pelo reflexo de tolerincia ao homem na presenga do macho.
Posteriormente ao inicio do estro, as fémeas foram distribuidas aleatoriamente
em gaiolas individuais de gestac@o e foram inseminadas por meio da técnica de
inseminacdo artificial intra-uterina (IAIU), tendo, para cada tratamento, sido
utilizadas fémeas de todas as ordens de parto compreendidas entre 2 e 5. Para
esta técnica, utilizou-se uma pipeta de inseminagdo artificial descartdvel (tubo de
polipropileno com esponja de poliuretano) e um cateter semi-rigido de
polipropileno, com trés milimetros de didmetro externo e dois milimetros de
diametro interno. O cateter deslizava internamente a pipeta, estendendo-se 20
cm além das pregas cervicais, alcancando a regido da bifurca¢do dos cornos ou,
mesmo, um dos cornos uterinos, permitindo a deposicdo intra-uterina da dose
inseminante. A pipeta utilizada foi a do tipo Verona (Foamtip - Minitub).

As inseminacdes foram realizadas por um tinico inseminador, tendo cada
fémea recebido duas inseminac¢Oes por cio, num total de 1,5 bilhdo de
espermatozdides cada. As inseminagdes foram realizadas na presenga do macho,
sendo a primeira realizada 24 horas apds as fémeas apresentarem sintomas
caracteristicos do cio, e a segunda, 24 horas depois da primeira.

O diagndstico de retorno ao estro foi efetuado a partir dos 18 e até os 23
dias ap6s a IAIU, pelo teste de reflexo de tolerdncia ao homem na presenga do
macho. Entre 25 e 30 dias apds a inseminagdo artificial, foi realizado o
diagnéstico de gestagdo, em que todas as fémeas submetidas a IAIU foram
examinadas por ultra-sonografia transcutinea em tempo real, com transdutor
setorial de SMHz (Agroscan - IMV®).

As varidveis analisadas foram taxa de parto (nimero de matrizes que
pariram em relacdo ao nimero de matrizes que foram inseminadas), indice de

retorno ao cio (porcentagem das fémeas que retornaram ao cio apds terem sido
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inseminadas), nimero total de leitdes nascidos, nimero de leitdes nascidos
vivos, mumificados e natimortos, e peso da leitegada ao nascimento.

Foi adotado um delineamento em blocos ao acaso, em esquema fatorial
3 x 2 (trés diluentes e dois volumes inseminantes). Os blocos foram constituidos
pela ordem de paricio e pelo macho doador do ejaculado, totalizando 12
repeticdes, com um animal por parcela experimental.

Os pardmetros nimero total de leitdes nascidos, nimero de leitdes
nascidos vivos e peso da leitegada ao nascimento foram submetidos a andlise de
variancia, sendo as médias comparadas entre si pelo teste Tukey.

As varidveis taxa de parto, taxa de retorno ao estro, nimero de leitdes
mumificados e natimortos foram submetidas & andlise ndo paramétrica, visto que
os dados ndo atingiram a normalidade mesmo apds a transformacdo dos
mesmos. Neste caso, as médias foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis,
quando houve significancia ao teste qui-quadrado (P<0,05).

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o Sistema de Anélise

Estatistica e Genética da Universidade Federal de Vicosa (SAEG, 1993).

3 Resultados e Discussao

Os resultados de taxa de paricdo e o indice de retorno ao estro das
fémeas inseminadas intra-uterinamente, utilizando-se diferentes diluentes e
volumes inseminantes, estdo apresentados na Tabela 2.

Niao foram observadas diferencas entre as taxas de parto e as taxas de
retorno ao cio das fémeas inseminadas (P>0,05). Em concordiancia com o
trabalho de Dallanora et al. (2004), a deposicdo intra-uterina de 1,5 bilhdo de
espermatozodides permitiu a formacao eficiente do reservatdrio espermatico na
jungdo ttero-tubdrica e adequada fecundagdo. No trabalho destes autores, as

doses destinadas a inseminacgao intra-uterina das matrizes suinas foram diluidas
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em 60 mL de BTS e obtiveram-se valores de taxas de parto (92,80%) préximos

aos do presente estudo, quando o volume de 30 mL foi utilizado (91,70%).

TABELA 2. Valores médios de taxa de parto e indice de retorno ao estro das
fémeas inseminadas intra-uterinamente, com doses de 15 e 30
mL diluidas em Androstar, BTS e Merck II1

Taxa de Parto (%) Taxa de Retorno ao Cio (%)
Diluente 15 mL 30mL 15 mL 30mL
Androstar 91,70 83,30 8,30 16,70
BTS 83,30 91,70 16,70 8,30
Merck III 91,70 75,00 8,30 25,00

P=097

*Nao significativo ao teste de qui-quadrado (P>0,05)

O percentual de fémeas paridas variou de 75,00% a 91,70%. A maior
freqiiéncia de retorno ao cio foi de 25,00% para fémeas inseminadas com sémen
diluido em Merck III com doses de 30 mL. Vasconcelos et al. (2001), ao
compararem diluentes de longa duracdo (ZOR e BTZOR) frente ao BTS,
utilizaram doses inseminantes de 5 bilhdes de espermatozdides em 100 mL de
BTS destinados a inseminacao tradicional e encontraram taxas de retorno ao cio
superiores as do presente trabalho (32,10%). Segundo Jainudeen & Hafez
(2004), aproximadamente 25,00% a 40,00% dos embrides sdo naturalmente
perdidos nas espécies domésticas, entre a época de penetracdo do 6vulo pelo
espermatozdide e o final da implantacdo. No entanto, os valores entre 67,90% e
75,00% de taxa de parto ndo podem ser atribuidos a perdas naturais e sdo,
portanto, considerados insatisfatdrios.

Scheid (1991), ao testar os diluentes Kiew, BTS (diluentes de curta
duracdo) e o Reading (diluente de longa duragdo), em volumes de 100 mL,
encontrou taxas de parto que ndo diferiram significativamente: 87,10% para

Kiew, 91,70% para BTS e 89,80% para Reading. O mesmo ocorreu neste
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trabalho, no qual diferencas entre os diluentes ndo foram encontradas para esta
varidvel.

Dentre as doses que continham 15 mL, aquelas que foram diluidas em
Androstar e Merck III apresentaram taxas de parto superiores. Por outro lado, as
doses diluidas em BTS apresentaram maiores taxas de parto quando continham
30 mL.

Segundo Reis (1997), a taxa de diluicdo do s€émen € um fator que
interfere no periodo de preservacdo e na viabilidade dos espermatozéides e,
conseqiientemente, nos resultados de inseminacao artificial.

Behan & Watson (2004) compararam a eficiéncia reprodutiva de
matrizes suinas inseminadas com 1,5 bilhdo de espermatozéides, diluidos em 25,
50 e 75 mL de diluente Safecell Plus. Diferencas significativas foram
encontradas para as taxas de parto entre as fémeas inseminadas com 50 mL
(91,50%) e 75 mL (91,90%) versus aquelas inseminadas com 25 mL (63,40%).
O volume de 30 mL, tecnicamente o mais proximo ao de 25 mL utilizado no
trabalho de Behan & Watson (2004), proporcionou, em média, taxa de parto
mais alta que a destes autores. Essa diferenca pode ter sido em virtude dos
diferentes diluentes utilizados em ambos os trabalhos.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores médios do nimero total de
leitdes nascidos e nimero de leitdes nascidos vivos. Embora as taxas de parto e
as taxas de retorno ao cio ndo tenham apresentado diferencas significativas entre
os tratamentos, estas varidveis diferiram entre os grupos.

Dentre as doses de 15 mL, ndo houve diferenca entre os diluentes
utilizados. As fémeas que foram inseminadas com doses de 30 mL apresentaram
maiores tamanho de leitegada e ntimero de leitdes nascidos vivos quando o
sémen foi diluido em Merck III e BTS (P<0,05). Estes dados contradizem os de
Ratto & Jokinen, (1990) que, ao compararem diluidores de curta duragdo com os

de longa duragdo, ndo observaram diferencgas na fertilidade ou na prolificidade

58



das fémeas suinas inseminadas, utilizando doses com trés bilhdes de

espermatozdides em 100 mL.

TABELA 3. Médias e erros-padrdo do nimero total de leitdes nascidos e
ndmero de leitdes nascidos vivos de fémeas inseminadas intra-
uterinamente, com doses de 15 e 30 mL diluidas em Androstar,
BTS e Merck III

. Volume (mL) .y
Diluente G 30 Média
Numero Total de Leitoes Nascidos
Androstar 12,50+0,78a 9,50+ 0,78 Bb 11,00 £ 0,55
BTS 10,80 +£ 0,78 12,10 + 0,78 AB 11,40 = 0,55
Merck 111 10,90 +£ 0,78 13,00+ 0,78 A 12,00 = 0,55
Média 11,40 +0,45 11,50+0,45
P =0,003 CV =23,55%
Nimero de Leitoes Nascidos Vivos
Androstar 12,0 +0,69 a 8,8 +0,69 Bb 10,4 + 0,49
BTS 10,1 +£0,69 10,7 + 0,69 AB 10,4 +0,49
Merck 111 10,5 +£ 0,69 12,3+ 0,69 A 11,4 +0,49
Média 10,8 £0,40 10,6 + 0,40
P =0,001 CV =22,42%

'Médias seguidas de diferentes letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas
diferem (P<0,05) pelo teste Tukey

Os diluentes de curta duracdo apresentaram maiores médias de leitdes
nascidos vivos em relacdo ao diluente de longa duracio (P<0,05) para o volume
de 30 mL (Figura 1).

Contradizendo estes dados, Vasconcelos et al. (2001) observaram que o
diluente de longa duracdo utilizado em seu trabalho (Zorlesco-modificado)
apresentou maiores médias de nimero total de leitdes nascidos (11,89+1,48) e
de nimero de leitdes nascidos vivos (10,37+1,48), em relacdo aos outros
diluentes utilizados (8,97+1,48 e 7,55+1,48 para BTS e, 9,18+1,51 e 7,33+1,51
para BTZOR, respectivamente). Provavelmente, o diluente Zorlesco-modificado

apresentou maiores médias devido a presencga do soro fetal bovino existente em
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sua composicdo, o que deve ter propiciado melhores condicdes aos seus
espermatozdides, em funcdo de suas propriedades antiaglutinantes e antitdxicas,
em relacdo aos outros diluentes (BTZOR e BTS) e até mesmo em relagdo ao

Androstar utilizado neste estudo.

\ B Androstar O BTS & Merck ITI \

15 ~ a

13 a [
[ b
11

Numero de Leitoes Nascidos Vivos

15 mL 30mL

Volumes

FIGURA 1. Médias do ntmero de leitdes nascidos vivos de fémeas
inseminadas com doses de 15 e 30 mL, utilizando-se diferentes
diluentes (Androstar, BTS e Merck III). “P etras diferentes
dentro de um mesmo volume inseminante implicam diferengas
estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05)

Considerando o diluente de curta duragdo BTS, o mesmo utilizado no
presente estudo e no experimento de Vasconcelos et al. (2001), os valores aqui
encontrados foram superiores. Estas diferencas talvez sejam devido as diferentes
metodologias utilizadas, mostrando as possiveis influéncias do ndmero de
espermatozoides (1,5 bilhao vs 5 bilhdes), do volume inseminante (15 ou 30 mL

vs 100 mL) e, conseqiientemente, da técnica de inseminacdo (intra-uterina vs
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tradicional) sobre a prolificidade das fémeas. Segundo Baker et al. (1968), o
tempo de conservacdo e o nimero de espermatozdides por dose inseminante
influenciam as respostas reprodutivas.

No trabalho de Dallanora et al. (2004), no qual as doses destinadas a
inseminacdo intra-uterina das matrizes suinas continham 1,5 bilhdo de
espermatozdides em 60 mL de BTS, o nimero total de leitdes nascidos foi de
11,6+2,60, enquanto que, no presente experimento, foram encontrados valores
menores (10,8+0,78 para os volumes de 15 mL) e maiores (12,1+0,78para os de
30 mL) que daquele.

Na Figura 2 sdo apresentadas as médias do ndmero total de leitdes

nascidos das fémeas inseminadas.
B 15mL O30mL

13 A

11 +

Niumero Total de Nascidos

Androstar BTS Merck IIT

Diluentes

FIGURA 2. Médias do nudmero total de leitdes nascidos de fémeas
inseminadas com sémen de suino diluido nos diluentes
Androstar, BTS e Merck III, constituindo doses de 15 e 30 mL.
“®Letras diferentes dentro de um mesmo diluente implicam
diferencas estatisticas, pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Nao houve diferengas entre os volumes dentro dos diluentes BTS e
Merck III (P>0,05). Para o diluente Androstar, o volume que proporcionou
maior tamanho de leitegada foi o de 15 mL (P<0,05).

Os valores médios do nimero de leitdes natimortos e mumificados
presentes nas leitegadas das fémeas que foram inseminadas no experimento sao
apresentados na Tabela 4.

Com relagdo ao nimero de natimortos e mumificados, os valores nio
diferiram entre os diluentes e volumes utilizados (P>0,05) e estdo dentro dos
valores preconizados tanto para natimortos (de 0,67 a 1 leitdo por leitegada)
quanto para mumificados (de 0,11 a 0,58 leitdo por leitegada), para ambas as
técnicas (tradicional e intra-uterina) utilizadas na deposicdo do s€men (Wentz et

al., 2006).

TABELA 4. Médias e erros-padrdo do nimero de leitdes natimortos e
mumificados presentes nas leitegadas das fémeas inseminadas
intra-uterinamente, com doses de 15 e 30 mL diluidas em
Androstar, BTS e Merck 111

. Volume (mL) L1
Diluente G 30 Média
Niimero de Leitoes Natimortos
Androstar 0,36 +0,19 0,29+0,19 0,32+0,13
BTS 0,70+0,19 1,00+0,19 0,85+0,13
Merck II1 0,45+0,19 0,64+0,19 0,55+0,13
Média 0,51+0,12 0,64+0,12 P=0,16
Niimero de Leitoes Mumificados
Androstar 0,18+0,17 0,42+0,17 0,30+0,12
BTS 0,00+0,00 0,36+0,17 0,18+0,12
Merck II1 0,00+0,00 0,13+0,17 0,0620,12
Média 0,06+0,11 0,30+0,11 P=0,89

*Nao significativo ao teste de qui-quadrado (P>0,05)

O ndmero de natimortos observados na tabela acima foi inferior aos
encontrados na maioria dos trabalhos. Toniolli & Mesquita (1990), utilizando

doses de 3 bilhdes de espermatozdides em 100 mL de BTS, encontraram 6,20%
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de leitdes natimortos. Este valor, apesar de estar dentro dos valores aceitdveis
(4,80% a 9,00%), foi bem maior que os encontrados neste trabalho.

A distribui¢do da natimortalidade entre fémeas segue um cardter normal,
com a maioria das fémeas freqiientemente parindo um pequeno nimero de
natimortos, enquanto que poucas matrizes apresentam taxas elevadas. Dentre os
fatores envolvidos associados a presenca de natimortos, podem ser citados:
ordem de parto, tamanho da leitegada, dura¢do do parto, escore corporal visual,
auxilio ao parto (toque vaginal), peso da leitegada, presenca de mumificados na
leitegada, intervalo entre os nascimentos dos leitdes, peso ao nascer e fatores
estressantes, além das causas infecciosas (Wentz et al., 2006).

A extensdo das perdas fetais que culminam em mumificados é da ordem
de 0,50% a 1,50%, em média, por leitegada. Wentz et al. (2006) sugerem que
existem duas causas principais provdveis para a ocorréncia de mumificacdo
fetal: a falta de espago uterino, com descolamento precoce de placenta e doencas
de carater progressivo no utero, capazes de causar a morte de vérios fetos na
mesma leitegada. Estes autores também relatam que a mortalidade fetal em
suinos, principalmente a mumificacdo, tem aumentado, devido ao aumento na
taxa de ovulacdo e a provdvel limitacdo da capacidade uterina. O tamanho da
leitegada também pode ser considerado um fator de risco para mumificados;
quanto maior a leitegada, maior a taxa de leitdes mumificados.

Os resultados de peso médio da leitegada ao nascimento sdo
apresentados na Tabela 5.

Nao houve diferencas entre os diluentes utilizados quando as doses
foram de 15 mL (P>0,05). Dentro de um mesmo diluente, as médias encontradas
foram similares, independente do volume de 15 ou 30 mL, para ambos os

diluentes utilizados no presente estudo (P>0,05).
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TABELA 5. Médias e erros-padrdo do peso da leitegada ao nascer (kg) das
fémeas inseminadas intra-uterinamente com doses de 15 e 30
mL, utilizando-se diferentes diluentes

. Volume (mL) 1
Diluente 15 30 Média
Androstar 17,71+1,05 14,90+1,05 B 16,29+0,74
BTS 16,27+1,05 18,50+1,05 A 17,40+0,74
Merck III 16,24+1,05 18,00+1,05 AB 17,12+0,74
Média 16,74+0,60 17,13+0,60
P=0,03 CV =21,56%

'Médias seguidas de diferentes letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas
diferem (P<0,05) pelo teste Tukey

Em concordancia com as varidveis nimero total de leitdes nascidos e
nimero de leitdes nascidos vivos, as maiores médias de pesos de leitegada ao
nascimento foram provenientes de leitegadas de fémeas inseminadas com doses
diluidas em BTS e Merck III, seguidas pelas leitegadas de fémeas inseminadas
com doses diluidas em Androstar (P<0,05).

Dimitrov et al. (2007), ao testarem doses inseminantes de 1,5 bilhdo de
espermatozdides em 50 mL de BTS destinadas a inseminacgdo intra-uterina,
encontraram pesos médios de leitegada de 16,08 kg, valor inferior aos resultados
encontrados no presente estudo, tanto para as doses de 15 mL quanto para as de
30 mL diluidas em BTS. Esta diferenga pode ser atribuida ao fato de que, além
de os volumes utilizados terem sido diferentes, estes autores utilizaram fémeas
com intervalo desmame-cio superior a seis dias, o que, segundo os proprios
autores, resulta em tamanho e peso de leitegadas menores.

Vale ressaltar que, baseado nos resultados in vivo, diferencas foram
encontradas entre os variados diluentes e volumes inseminantes, mas, nem
sempre ¢é possivel relatar as diferencas inerentes ao tipo de diluente ou volume
utilizado. Diferencas no desenho do experimento (nimero total de
espermatozdides por dose inseminante, nimero de inseminacdes, raca ou

linhagens utilizadas, tipo de técnica de inseminacdo, etc.), fazem com que se
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torne mais dificil comparar os experimentos e apontar conclusdes diretas sobre o
tipo de diluente e o volume inseminante mais favordveis a fertilizacdo das

fémeas suinas, quando se utiliza a técnica de inseminacao intra-uterina.

4 Conclusoes

A inseminag¢do intra-uterina de fémeas suinas de ordem de parto dois a
cinco, com doses inseminantes de 15 e 30 mL diluidas em BTS ou Merck III,
permitem indices satisfatérios de desempenho reprodutivo.

Em casos da utilizacdo do diluente Androstar na inseminacdo intra-
uterina, em detrimento dos diluentes de curta duragdo, recomenda-se a utilizacao

de volume inseminante de 15 mL.
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TABELA 1A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para motilidade
espermatica do s€men suino diluido em diferentes diluentes
(Androstar, BTS e Merck III) e volumes inseminantes (15, 20,

25e30mL)
FV GL SQ QM F P>F

Bloco 11 9236,168919 839,652 9,514  0,0000
Tratamento 36 66590,22523 1849,728 20,958 00,0000
Diluente (D) 2 4212,50463 2106,252 23,865 00,0000
Volume (V) 3 236,5 78,833 0,893 0,4468
D*V 6 1274,458333 212,410 2,407 0,0312
D dentro V1 2 642,796296 321,398 3,642 0,0291
D dentro V2 2 252,907407 126,454 1,433 0,2427
D dentro V3 2 1637,907407 818,954 9,279  0,0002
D dentro V4 2 2953,351852 1476,676 16,731  0,0000
V dentro D1 3 28,520833 9,507 0,108 0,9554
V dentro D2 3 357472222 119,157 1,350 02614
V dentro D3 3 1124,965278 374,988 4,249  0,0068
Linear 1 842,834722 842,835 9,550  0,0025
Quadrdtico 1 95,0625 95,063 1,077  0,3014
Desvio 1 187,068056 187,068 2,120  0,1480
erro A 121 10679,1481 88,257

Tempo (T) 2 54145,03241 27072,516 379,942 0,0000
T*D 4 1780,592593 445,148 6,247 0,0001
D dentro T1 2 26,166667 13,083 0,184  0,8323
D dentro T2 2 2990,888889 1495444 20,987  0,0000
D dentro T3 2 2976,041667 1488,021 20,883  0,0000
T dentro D1 2 11845,26389 5922,632 83,120 0,0000
T dentro D2 2 19409,68056 9704,840 136,200 0,0000
T dentro D3 2 24670,68056 12335,340 173,117 0,0000
T*V 6 270,208333 45,035 0,632  0,7046
T*D*V 12 1300,333333 108,361 1,521 0,1137
Adicional 1 3370,5956  3370,596 47,304  0,0000
erro B 396 28216,74775 71,254

CV 1 (%) 12,37

CV 2 (%) 10,64
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TABELA 2A. Anidlise de varidncia e coeficiente de variagdo para nimero
total de leitdes nascidos de fémeas inseminadas intra-
uterinamente com volumes de 15 e 30 mL conservados em
diferentes diluentes (Androstar, BTS e Merck III)

FV GL SQ QM F P>F

Diluente (D) 2 10,936358  5,468179 0,749  0,4769
Volume (V) 1 0,295168 0,295168 0,040  0,8413
D*V 2 93,027936  46,513968 6,370  0,0030
Vdentro 1 1 55,906538  55,906538 7,656  0,0073
V dentro 2 1 10,322817 10,322817 1,414  0,2387
V dentro 3 1 27,093750  27,093750 3,710  0,0584
D dentro 1 2 23,266756  11,633378 1,593  0,2077
D dentro 2 2 80,697539  40,348769 5,525  0,0058
erro 66  481,962125 7,302456

CV (%) 23,55

TABELA 3A. Anilise de variancia e coeficiente de variagdo para nimero de
leitdes nascidos vivos de fémeas inseminadas com doses
inseminantes de 15 e 30 mL diluidas em Androstar, BTS e

Merck II1
FV GL SQ QM F P>F

Diluente (D) 2 14,829519  7,414760 1,283 0,2840
Volume (V) 1 1,105089 1,105089 0,191 0,6633
D*V 2 82,967336 41,483668 7,178 0,0015
V dentro 1 1 61,760417 61,760417 10,686 0,0017
V dentro 2 1 2,528504 2,528504 0,438 0,5106
V dentro 3 1 19,783504  19,783504 3,423 0,0688
D dentro 1 2 24,894617 12,447308 2,154  0,1217
D dentro 2 2 72,902239  36,451119 6,307 0,0030
erro 66 381,433450 5,779295

CV (%) 22,42
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TABELA 4A. Anilise de varidncia e coeficiente de variacdo para peso da
leitegada ao nascer de fémeas inseminadas intra-uterinamente
com volumes de 15 e 30 mL conservados em diferentes
diluentes (Androstar, BTS e Merck III)

FV GL SQ QM F P>F
Diluente (D) 2 15,785358 7,892679 0,592  0,5561
Volume (V) 1 2,832200  2,832200 0212  0,6464
D*V 2 94503308 47251654 3,544  0,0345
Vdentro I 1 48081704 48081704 3,606  0,0619
V dentro 2 1 30,668204 30,668204 2300  0,1341
V dentro 3 ] 18,585600 18,585600 1394  0,2420
D dentro 1 2 16999850 8499925 0,638  0,5285
D dentro 2 2 93288817 46,644408 3,499  0,0350
erro 66  879,045283 13,332504

CV (%) 21,56
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