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RESUMO

EFEITO DE DILUENTES NA QUALIDADE DE SEMEN SUINO
ARMAZENADO A 17°C E NO DESEMPENHO REPRODUTIVO DAS FEMEAS
APOS INSEMINACAO ARTIFICIAL

Autor: Giancarlo Costi

Orientador: Prof. Dr. Ivo Wentz

Co-orientadores: Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Prof*. Dr*. Mari Lourdes Bernardi

O trabalho constou de 3 experimentos com a finalidade de avaliar a influéncia de
trés diluentes sobre a motilidade e integridade da membrana espermatica e de dois
diluentes sobre o desempenho de fémeas inseminadas com sémen armazenado, no
maximo, por 48h. Nos experimentos I e II, as doses de sémen de 100 e 80 mL, contendo
3 e 2,5 bilhdes de espermatozoides, respectivamente, foram mantidas sob resfriamento a
17°C por um periodo de 144h. No experimento III os diluentes utilizados foram o BTS e
Androhep” Enduraguard” . Os pardmetros de avaliagio da qualidade do sémen foram os
percentuais de motilidade (Mot) e de membranas integras (MI), no experimento I, e Mot
no experimento II. No experimento III, foram avaliados as taxas de retorno ao estro
(TRE), de parto (TP), de parto ajustada (TPA), numero de leitdes nascidos totais (NT),
nascidos vivos (NV), natimortos (NM) e mumificados (MM). Foram coletados 5
ejaculados de 5 machos para o experimento I ¢ 3 a 18 ejaculados de 18 machos para os
experimentos II e III. No experimento III, foram inseminadas 882 fémeas com ordem de
parto entre 1 e 8. No experimento I foram comparados trés diluentes: BTS (T1);
Andlrohep® Enduraguard " (T2) e Androhep® (T3). Houve uma diminuicao (P<0,05) na
Mot do T1 em relagdo ao T2 e T3 ja nas 48h. Quanto a MI, T1 e T3 apresentaram
percentuais médios superiores (P<0,05) ao T2. No experimento II, foram comparados
dois diluentes: BTS (T1) e Androhep” Enduraguard  (T2). Ndo houve diferenca
(P>0,05) para Mot entre T1 e T2, em nenhum momento de avaliacdo. No experimento
III foram avaliados dois diluentes: BTS (T1) e Androhep” Enduraguard" (T2). Nio
houve diferenga (P>0,05) na TRE, TP, TPA, NT, NV, NM e MM entre os tratamentos.
Apesar do sémen diluido em BTS ter apresentado motilidade inferior aos outros dois
diluentes, no experimento I, isto ndo ocorreu no experimento II. O desempenho das
fémeas inseminadas com sémen armazenado até¢ 48h nao foi influenciado pelo diluente
utilizado (BTS ou Androhep® Enduraguard ).

Palavras-chave: diluentes, sémen suino, motilidade, integridade de membrana,
desempenho reprodutivo.



ABSTRACT

EFFECT OF EXTENDERS ON QUALITY OF SWINE SEMEN STORED AT
17°C AND REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF SOWS AFTER
ARTIFICIAL INSEMINATION

Author: Giancarlo Costi

Advisor: Prof. Dr. Ivo Wentz

Co-Advisors: Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Prof*. Dr®. Mari Lourdes Bernardi

The present work consisted of 3 experiments designed to assess the influence of
three extenders on motility and integrity of spermatic membrane and of two diluents on
the performance of sows inseminated with semen stored up to 48 hours. In experiments |
and II, semen doses of 100 and 80 mL, containing 3 and 2.5 billion sperms,
respectively, were cold-stored at 17 °C for 144h. In experiment Il the extenders BTS
and Androhep® Enduraguard " were used. The standards for evaluation of semen
quality were percentage of motility (Mot) and membrane integrity (MI) in experiment I,
and Mot in experiment II. In experiment III, return to oestrus rate (TRE), farrowing rate
(TP), adjusted farrowing rate (TPA), total born (NT), liveborn (NV), stillborn (NM) and
mummified (NM) piglets were evaluated. In experiment I, 5 ejaculates were collected
from 5 boars and 3 to 18 ejaculates from 18 boars in experiments Il and III. In
experiment III, 882 sows with farrowing order between 1 and 8 were used. In
experiment I, three diluents were compared: BTS (TI); Androhep™ Enduraguard (T2)
and Androhep® (T3). There was a decrease (P<0.05) in Mot in T1 when compared with
T2 and T3 as soon as after 48h. Regarding MI, Tl and T3 showed average percentage
higher (P<0.05) than T2. In experiment II, two extenders were compared: BTS (T1) and
e Androhep”™ Enduraguard " (T2). There was no difference (P>0.05) for Mot between
Tl and T2 at all times. In experiment Il two extenders were assessed: BTS (T1) and
Androhep”® Enduraguard (T2). There was no difference (P>0.05) in TRE, TP, TPA,
NT, NV, NM and MM between treatments. In spite of the fact that semen diluted with
BTS showed lower motility than the other two diluents, in experiment I, this was not
observed in experiment II. The performance of sows inseminated with semen stored up
to 48h was not influenced by the extender (BTS or Androhep® Enduraguard ).

Key words: extenders, swine semen, motility, membrane integrity, reproductive
performance.

M.Sc. Dissertation in Veterinary Science (Animal Reproduction)
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Porto Alegre — July, 2003.



1 INTRODUCAO

A utilizacdo da inseminacao artificial (IA) em suinos tem aumentado de forma
marcante nos ultimos anos. Estima-se que mais de 99% das 19 milhdes de inseminagdes
conduzidas mundialmente sdo feitas com sémen diluido, em estado liquido, usado no
mesmo dia ou armazenado entre 15 a 20°C por um a cinco dias (JOHNSON, 1998).

No Brasil, no inicio da década de 90, o numero de IAs era de 90.000 (SCHEID,
1991). J& para o ano de 2000, as estimativas foram de 1.666.000 primeiras IAs,
correspondendo a 51% do plantel tecnificado e 27% do total de matrizes do pais
(WENTZ et al., 2000).

Diversos diluentes tém sido utilizados para resfriar ¢ armazenar o sémen de
suinos. A maioria deles mantém a motilidade espermatica de 70% por no méaximo 72
horas, na temperatura de 15 a 18°C, o que diminui o rendimento da técnica de [A
devido a um menor aproveitamento dos ejaculados.

As grandes distincias de entrega do sémen, nos Estados Unidos, Canada e
Australia, tornam necessaria a prolongagao do tempo de armazenamento e preservacao
das doses inseminantes (DIs) para mais de trés dias, isto ¢, um periodo de trés a quatro
(Estados Unidos), trés a cinco (Canadd) e até mesmo cinco a sete (Australia) dias
(WEITZE, 2000). No Brasil, um periodo maior de preservagdo das DIs também
facilitaria o envio das mesmas para locais distantes do local de coleta, além de permitir
maior aproveitamento dos machos e, com isso, uma redugdo de custos com sua
manuten¢do e alojamento.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos diluentes BTS,
Androhep® Enduraguard e Androhep”®, no armazenamento do sémen a 17°C, sobre a
motilidade e integridade da membrana espermatica (experimento I). Também foi
avaliada a influéncia dos diluentes BTS e Androhep” Enduraguard " sobre a motilidade
(experimento II) e o desempenho reprodutivo ao parto de fémeas suinas inseminadas

com sémen armazenado, no maximo, por 48h (experimento III).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Inseminacao Artificial (IA) na suinocultura

As primeiras tentativas de IA em suinos foram desenvolvidas na Russia por
Ivanov, em 1926 e 1927, e continuadas por Milovanov e colaboradores entre 1930 e
1936 (JOHNSON et al., 2000). Em 1931, as granjas da Russia comecaram a utilizar a
IA em seus rebanhos (LEVIS, 2000).

Mais de 99% das estimadas 19 milhdes de inseminagdes conduzidas
mundialmente sdo feitas com sémen diluido, usado no mesmo dia, ou armazenado entre
15 a 20°C por um a cinco dias. E provavel que, 85% de todas as inseminagdes sdo
realizadas no mesmo dia da coleta ou no dia seguinte (JOHNSON, 1998).

A TA na suinocultura tecnificada mundial vem aumentado exponencialmente.
Segundo Deschamps, Lucia & Talamini (2000), ocorre um crescimento anual de 5% no
nimero de inseminagdes realizadas no mundo. Sendo assim, estima-se que em 2006,
46% de todas as matrizes do mundo serdo inseminadas. Weitze (2000) apresentou dados
mostrando que 48% do plantel mundial utiliza a IA como ferramenta na reproducao,
ocorrendo grandes diferencas entre paises. As projecdes para os proximos anos sdo de
que o percentual do rebanho inseminado aumente significativamente, a Europa
atingindo 88% do plantel utilizando IA, a América do Norte 60 a 70%, a América
Latina 30% e a Asia-Pacifica, na regido da China, 30 a 35%.

No Brasil, a IA foi implantada em 1975 com a instalacdo de duas centrais de
inseminacdo artificial (CIAs), uma em Estrela-RS e outra em Concoérdia-SC. A partir
dessas duas CIAs, a adocdo da IA ocorreu, principalmente, em granjas que iniciaram a
sua utilizagdo em programas abertos ou fechados. O aumento da utilizacao da IA nos
ultimos anos deve-se a vdarios fatores, principalmente econdmicos, resultantes da
reducdo de custos com a manuten¢do de machos e ganhos em relacdo a qualidade e
quantidade de carne produzida, com a utilizagdo de machos geneticamente superiores e
aos resultados de fertilidade obtidos com a tecnologia, semelhantes ou melhores em
relacdo a monta natural (WENTZ et al., 2000).

Scheid (2002) relata que, no ano de 2000, foram realizadas no Brasil, 1,9 a 2,0
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milhdes de primeiras inseminagdes, representando 48 a 50% do plantel tecnificado e 26

a 28% do total de matrizes.

2.2 Diluentes para sémen suino

2.2.1 Historico

Segundo Levis (2000), a viabilidade do sémen suino, em condic¢des laboratoriais,
foi primeiramente estudada, em 1907, por Lewis no colégio agricola de Oklahoma.
Depois que os cientistas conseguiram coletar o sémen do cachago, observaram que os
espermatozdides nao sobreviviam por muito tempo, por isso tornou-se necessario
encontrar uma maneira de prolongar a vida das células espermaticas. Foi a partir dai que
comegaram as pesquisas para encontrar um meio onde a viabilidade das células
espermaticas pudesse ser prolongada. Surgiram entdo, na Russia, os primeiros diluentes
para o sémen suino.

Os eventos cronologicos referentes a elaboragdo dos diluentes para o sémen
suino sdo descritos por Levis (2000):

o  1931: Foi produzido um dos primeiros diluentes na Russia, e era elaborado
com uma solugdo isotonica de sulfato de sodio contendo pequenas
quantidades de sulfato de potassio, cloreto de célcio e peptona;

o 1940 — 1960: Muitos pesquisadores investigaram o beneficio da gema de
ovo, leite e saturagdo por CO, na manutengdo da viabilidade das células
espermaticas;

a 1970 — 1980: Foram desenvolvidos diluentes que apresentavam uma maior
facilidade para a sua utilizagdo como o Kiev, Modena, Modena Modificado
e BTS.

De acordo com Weitze (1991), os diluentes desenvolvidos entre 1980 ¢ 1990
visavam prolongar a viabilidade espermatica. A exemplo dos diluentes de longa
preservagdo utilizados em outras espécies, foram incluidas macromoléculas na
composi¢ao dos diluentes para o s€men suino, objetivando uma prote¢do das
membranas celulares contra os danos do choque térmico (ALTHOUSE et al., 1998;
LEVIS, 2000). A albumina sérica bovina (BSA), uma proteina plasmatica obtida do
sangue de bovinos, ¢ a macromolécula mais utilizada nos diluentes suinos (WEITZE,
1991). Além disso, esses diluentes passaram a conter em sua composi¢do um tampao

anfotero. Entre esses diluentes sdo citados 0 BW25, Androhep® ¢ MR-A".
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2.2.2 Funcao e composicao dos diluentes

Os diluentes de s€émen possuem varias fungdes basicas, tais como aumentar o
volume total do ejaculado, suprir a necessidade de nutrientes para a producao de energia
(glicose), permitir a protecdo dos espermatozdides contra o choque térmico (BSA),
apresentar tampao capaz de controlar a flutuagdo do pH (bicarbonato de sdédio, TRIS,
HEPES e MOPS), possuir sais basicos (como cloreto de sodio e cloreto de potassio),
permitir um balango osmoético e a inibicdo do desenvolvimento bacteriano
(ALTHOUSE, 1997; KUSTER & ALTHOUSE, 1999; JOHNSON et al., 2000; LEVIS,
2000).

Existe uma grande variedade de diluentes comerciais para sémen suino.
Diluentes de curta duracdo sdo bastante utilizados nos paises da Europa em fun¢do das
pequenas distancias entre granjas. J4 na América do Norte, por causa das grandes
distdncias entre granjas, sdo necessarios diluentes de longa duracdo (KUSTER &
ALTHOUSE, 1999; JOHNSON et al., 2000; LEVIS, 2000).

Com base no periodo de manutenc¢ao da viabilidade e da capacidade fecundante
do espermatozoéide, os diluentes utilizados na IA de suinos tém sido tradicionalmente
classificados em trés grupos, segundo Levis (2000): os de curta duragdo (um a dois
dias), os de média (trés a cinco dias) e os de longa (mais de seis dias). Entretanto, a
maioria deles apresenta limitagdes com relacdo a manutencdo da viabilidade
espermatica, as quais ficam reduzidas apds 72h de armazenamento do s€émen (WEITZE,
1991; ALTHOUSE, 1997).

Atualmente, ha uma alta competicao pela venda de diluentes, fazendo com que a
composicdo quimica de alguns novos diluentes seja secreta. Segundo Levis (2000),
mesmo na divulgacdo de resultados cientificos, os autores omitem a composi¢ao dos
diluentes utilizados.

De modo geral, os diluentes de curta duracao apresentam menores custos que os
de longa. Apesar de seu maior custo, os diluentes de longa dura¢do possuem a vantagem
de poder evitar a realizagdo de coletas e processamento de sémen nos finais de semana.
Seu uso também possibilita uma diminui¢do no custo de transporte para o produtor, uma
vez que um grande volume de s€émen pode ser comprado em uma unica entrega (LEVIS,
2000).

De acordo com Scheid (1991), os principais diluentes de curta duragdo sdo o
BTS e o Kiev. No Brasil, o diluente Kiev foi bastante utilizado até 1986, sendo em

seguida substituido pelo BTS, especialmente devido ao menor custo e por proporcionar
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um aumento no periodo de armazenamento do sémen.

O BTS, o Androhep” ¢ 0 MR-A” sdo os diluentes mais utilizados no mundo
(JOHNSON, 1998). Segundo Levis (2000), o BTS ¢ o diluente mais utilizado devido a
facilidade de fabricagdo, baixo custo de producdo e baixo preco de comercializagao.
Entretanto, ¢ recomendado o uso da dose inseminante (DI) processada com BTS, no

maximo, até trés dias de armazenamento, a 15°C (JOHNSON, 1998).

2.2.2.1 Fonte de energia

Primariamente, o espermatozoéide produz energia através da via glicolitica que
ocorre na bainha mitocondrial da peca intermediaria da cauda. Os diluentes para o
sémen suino utilizam a glicose como fonte primaria de energia. Segundo Johnson et al.
(2000), o alto percentual de glicose, em muitos diluentes, causa uma reducdo
consideravel do pH intracelular (abaixo de 6,0). Essa acidose intracelular diminui a
sobrevivéncia das células espermaticas durante o periodo de armazenamento. Embora
outras fontes de energia tenham sido incluidas nos diluentes (galactose, frutose, ribose e

trealose), elas ndo apresentaram qualquer beneficio em relagao a glicose (LEVIS, 2000).

2.2.2.2 Tampoes

A concentragdo dos ions hidrogénio (H") na solu¢do vai determinar o pH. O pH
varia de 6,8 a 7,4 e de 7,0 a 7,6 nas fracdes rica e pobre do ejaculado, respectivamente
(HANCOCK & HOVELL, 1959). As células espermdticas e bactérias produzem
metabolitos como o acido latico. As concentragdes do acido latico aumentam durante o
armazenamento do sémen ¢ o pH vai diminuindo conforme aumenta o tempo de
armazenagem. Assim, a funcao dos tampodes no diluente ¢ minimizar as flutuagdes de
pH devido a produgdo dos metabdlitos durante a conservacdo do sémen. Os tampdes
simples, como o bicarbonato de sodio e o citrato de sddio, apresentam uma faixa de
tamponamento limitada. O TRIS tem uma larga faixa de tamponamento (pH 7 a 9),
porém ¢ dependente da temperatura. MOPS e HEPES sdo tampdes que suportam amplas
variagdes de pH, agindo em ions bipolares, ou seja, em ions com carga positiva ou
negativa. O MOPS admite variacdes de pH entre 6,5 ¢ 7,9 e o HEPES entre 6,8 ¢ 8,2.

Esses dois tampdes ndo sdo dependentes de variagdes de temperatura (LEVIS, 2000).

2.2.2.3 Eletrolitos

De acordo com Levis (2000), os eletrolitos sdo utilizados para regular a pressao
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osmotica. As vezes, o cloreto de potassio e cloreto de sodio sdo adicionados aos
diluentes para balancear a pressdo osmotica. Uma solug¢dao hipertonica, onde ha uma
pressdo osmotica maior que a celular, causa uma perda de dgua e resulta na diminui¢ao
de volume da célula espermatica. Inversamente, solu¢des hipotonicas vao produzir um
fluxo de dgua para o interior da célula espermatica e podem romper o espermatozoide.

A pressao osmotica ideal para o s€émen suino diluido ¢ de 290 a 300 miliosmais.

2.2.2.4 Antimicrobianos

E praticamente impossivel coletar sémen suino livre de contaminagio bacteriana
e, também, a temperatura de armazenamento (15-18°C) ndo inibe o crescimento
bacteriano. Ao avaliar o comportamento da populagdo bacteriana, em amostras de
sémen armazenadas em BTS em diferentes temperaturas (5, 12 e 17°C), na auséncia de
antimicrobianos, Katzer et al. (2001) verificaram que apds 120h de armazenamento as
amostras mantidas a 5°C apresentavam um menor numero de unidades formadoras de
colonias bacterianas, em relagdo as mantidas a 12 e 17°C, confirmando que as
temperaturas usuais de armazenamento do sémen suino (15 a 18°C) ndo impedem a
multiplicagdo bacteriana.

Muitos metabolitos produzidos pelas bactérias tém efeitos deletérios sobre a
sobrevivéncia do espermatozdide (ALTHOUSE, 1997; LEVIS, 2000). Os
antimicrobianos mais popularmente usados hoje sdo a gentamicina, lincomicina,
neomicina e espectinomicina (JOHNSON et al., 2000; LEVIS, 2000). A legislacdo da
comunidade européia exige que seja adicionado aos diluentes uma combinagdo de
antimicrobianos (penicilina, estreptomicina, lincomicina e espectinomicina) que tenham
acdo contra a leptospirose ¢ micoplasmose (JOHNSON et al., 2000). Nao ha trabalhos
conduzidos para avaliar se os componentes do diluente ou pH afetam a eficicia do
antimicrobiano (LEVIS, 2000).

Poolpem, Flowers & Almond (1998) compararam a a¢do de cinco
antibacterianos adicionados ao diluente BTS (amicacina, gentamicina, neomicina € uma
combinagdo de penicilina com estreptomicina) sobre o crescimento bacteriano. A
gentamicina e neomicina foram significativamente mais eficazes (P<0,05) no controle

do crescimento bacteriano do sémen.
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2.2.2.5 Estabilizantes de membrana

A célula espermdtica ¢ envolvida por uma membrana plasmatica. Uma das
principais funcdes da membrana ¢ atuar como uma barreira para a difusdo passiva de
solutos, preservando a disting@o e identidade das células (QUINN, 1985). A membrana
plasmatica do espermatozdide é uma estrutura dindmica que facilita a maciga
reorganizacdo durante os eventos da capacitacdo e reacao do acrossoma (BUHR &
PETTITT, 1996).

A membrana ¢ formada essencialmente por uma fina pelicula de moléculas de
lipideos e proteinas e ¢ polarizada dentro de trés segmentos: cabeca, pega intermedidria
e cauda. Componentes especiais t€ém sido adicionados nos diluentes para sémen suino
com o intuito de prevenir ou retardar alteragdes na estrutura e funcdo da membrana
plasmatica. Esses componentes sdo a albumina sérica bovina (BSA), butilato
hidroxitolueno (BHT), etileno-disodio-diamino-tetraacetato (EDTA), polivinil
pirrolidona (PVP-40) e alcool polivinilico. E bem sugerido que a BSA prolonga a
motilidade espermatica por substituir ou manter a coesdo das lipoproteinas das células
espermaticas removendo o fator inibitério do espermatozoide ou promovendo uma
protegdo contra o efeito da diluicdo. O BHT ¢é um antioxidante e possui uma
solubilidade extremamente baixa em solugdes aquosas (LEVIS, 2000). A adi¢dao de
BHT no BTS, aumentou significativamente os percentuais de motilidade e de
acrossomas normais do sémen armazenado por 6 dias a 5°C (BAMBA & CRAN, 1992).
Korniewicz, Szczesniak-Fabianczyk & Smorag (1996) substituiram a BSA por PVP-40
no Androhep”, mas observaram diminui¢io no tempo de sobrevivéncia das células
espermaticas, taxa de prenhez e tamanho da leitegada.

A BSA foi utilizada nos diluentes de sémen suino com a fun¢do de prolongar o
armazenamento e, especialmente, a motilidade espermatica. O mecanismo da agdo
protetora da BSA ndo ¢ bem claro. A agdo primaria da BSA no diluente ¢, com certeza,
a estimula¢do da motilidade espermatica. Nesse aspecto, a BSA possui um melhor efeito
que outras substincias comerciais avaliadas, como PVP, a-lactoalbumina, (-
lactoglobulina, ovoalbumina ou m-globulina. Nao ¢ possivel descrever o mecanismo
exato da BSA. Aparentemente, ela influencia a motilidade e dire¢do do espermatozoide
sem que altere os niveis de ATP (WEITZE, 1991).

O EDTA ¢ uma substancia quelante que captura ions bivalentes, especialmente o
calcio (Ca™), e acredita-se que ele limita o movimento para o interior da célula

espermadtica, prevenindo a iniciacdo da capacitagdo e reagdo acrossomal. A inclusdo de
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EDTA nos diluentes foi um passo importante ¢ muito difundido no uso do sémen

armazenado de forma liquida (JOHNSON et al., 2000).

2.3 Resfriamento e armazenamento do sémen suino

A motilidade das células espermaticas ¢ determinada pela produgdo de energia.
Como a quantidade de energia de cada célula ¢ limitada, o sémen deve ser armazenado
nas temperaturas nas quais o consumo de energia ¢ o menor possivel. No entanto, a
grande sensibilidade do espermatozdide suino a temperaturas inferiores a 15°C resulta
em uma diminuicdo da taxa de sobrevivéncia espermdtica (DE LEEUW,
COLENBRANDER & VERKLEIJ, 1991; MAXWELL & JOHNSON, 1997). Apés a
diluicao, o sémen suino ¢ armazenado em temperaturas entre 16 ¢ 18°C (LAFOREST &
ALLARD, 1996; WEITZE, 2000). Porém, essa temperatura apresenta limitagdes
quando o sémen ¢ estocado por periodos prolongados, em virtude de ndo interromper
totalmente o metabolismo dos espermatozoides, que continuam produzindo metabdlitos,
os quais se acumulam e interferem na motilidade espermatica. Além disso, esta faixa de
temperatura ndo impede a multiplicagdo bacteriana, que também influencia a qualidade
do sémen e o periodo de armazenamento (WEITZE, 1990).

De acordo com Levis (2000), varios fatores podem influenciar a qualidade
espermatica durante o processo de resfriamento. Esses fatores podem estar relacionados
com a velocidade de resfriamento, diferencgas entre cachagos e ejaculados, composi¢ao
dos diluentes, fatores inerentes ao espermatozoide, susceptibilidade ao choque térmico,
além das taxas de dilui¢do do sémen.

O choque térmico pelo frio conduz a lesdes, especialmente no acrossoma do
espermatozdide, com despreendimento e perda do conteudo enzimdatico (PURSEL,
JOHNSON & RAMPACEK, 1972; TASSERON, AMIR & SCHINDLER, 1977). Desta
forma, qualquer dano ocorrido no acrossoma pode inibir a capacidade fecundante do
espermatozdide (WOELDERS, 1991), uma vez que, ejaculados suinos com elevado
percentual de acrossomas anormais tém mostrado reduzida fertilidade (PURSEL,
JOHNSON & RAMPACEK, 1972).

Além das condi¢cdes do meio em que foram diluidos, dois importantes fatores
influenciam a func¢do das células espermaticas ap6s a ejaculagdo e durante o
armazenamento in vitro: os cuidados com a temperatura na qual o sémen ¢ coletado e a
temperatura de armazenamento ap6s a diluicdo (JOHNSON, 1998). Outros fatores

importantes sdo a forma de distribuicdo e temperatura de transporte (LANDSVERK,
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2000).

De acordo com Johnson et al. (2000), as altera¢des funcionais e estruturais no
espermatozodide durante o armazenamento sdo um processo de envelhecimento natural e
podem ser determinadas pelas condi¢des e tempo de armazenamento. O sucesso da
fecundagdo ¢ influenciado por dois periodos de envelhecimento: durante o
armazenamento in vitro por um periodo maior que cinco dias, e envelhecimento in vivo
apos a IA, que ¢ determinado pelo intervalo entre IA e ovulagdo. Assim, a capacidade
fecundante do sémen armazenado sob forma liquida ¢ gradualmente diminuida durante
o periodo de armazenamento. Por isso, a avaliagdo da viabilidade e capacidade
fecundante do sémen diluido in vitro ¢ de fundamental importancia para determinar
durante quanto tempo o sémen armazenado permanece viavel (HUO, MA & YANG,
2002).

As alteragdes funcionais durante o periodo de armazenamento ocorrem em
diferentes partes do espermatozoide, como mitocondrias, cauda, acrossoma € membrana
plasmatica, porém, essas alteragcdes ainda ndo sdo bem entendidas. A reducdo da
motilidade ocorre durante o periodo de armazenamento e ¢ o parametro mais utilizado
para julgar a diminuicdo da capacidade fecundante (WEITZE, 1991). A motilidade
progressiva do espermatozoide ¢ um indicador do status metabolico e da integridade de
membranas. Um importante indicador de lesio da membrana plasmatica durante o
armazenamento ¢ a mudanga de sua permeabilidade (JOHNSON et al., 2000), a qual
pode ser confirmada pela entrada de corantes fluorescentes na célula espermatica, como
o iodeto de propidio (PI).

Embora a capacidade fecundante do sémen dependa tanto da qualidade
(motilidade, morfologia, integridade funcional e contaminacdo bacteriana) como da
quantidade de espermatozoides, a estimativa da motilidade é de fundamental
importancia no controle diario da qualidade do sémen (JOHNSON et al., 2000).

Em fun¢do dos diluentes de longa duragcdo serem um produto de melhor
qualidade, muitos produtores preferem utilizar esses diluentes para ndo correrem o risco

de diminuir o desempenho reprodutivo (LEVIS, 2000).

2.4 Qualidade espermatica
Waberski et al. (1994) compararam o armazenamento de sémen processado em
BTS e Androhep”, durante 120h de armazenamento, ¢ ndo verificaram diferenca

significativa (P>0,05) na motilidade e acrossomas normais entre os diluentes, durante
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todo o periodo. Houve uma redugdo significativa na motilidade (P<0,05) e na
integridade de acrossoma (P<0,05), respectivamente, nas 48 ¢ 72h de conservagao, em
ambos os diluentes. O sémen armazenado por mais de 96h apresentou uma significativa
queda nos valores dos dois parametros analisados in vitro, quando comparados ao
armazenado por 48 ¢ 72h.

Althouse (1997) comparou os diluentes BTS e Androhep®, durante um periodo
de 120h de armazenamento da DI a 17°C, ndao observando diferenga significativa
(P>0,05) entre os diluentes quanto a motilidade (62 e 73%) e o percentual de
acrossomas normais (74 e 76%) para BTS e Androhep”, respectivamente.

Em trabalho realizado por Kuster & Althouse (1999) para comparar a motilidade
dos diluentes Androhep® e X-CELL"™, num periodo de 144h, nio houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os diluentes em nenhum momento.

Ao verificar a influéncia do diluente sobre os pardmetros motilidade e
morfologia de acrossoma do sémen suino resfriado a 17°C, Bandeira-Kotzias (1999)
ndo constatou diferenca significativa (P>0,05) entre BTS ¢ Androhep®, apos 48h de
armazenamento. Os valores médios foram de 75 e 70% para motilidade e de 86 e 85%
de acrossomas normais para Androhep” e BTS, respectivamente.

Embora o BTS seja considerado um diluente de curta duracdo, Reis et al. (2000)
observaram que, para alguns machos, a motilidade esteve proxima de 60% até 168h de
armazenamento. Da mesma forma, ao avaliar ejaculados oriundos de oito machos,
diluidos em BTS e mantidos a 15°C, Ohata (2001) também constatou valores de
motilidade superiores a 60%, para alguns machos, apos 96h de armazenamento.

Katzer (2002) avaliou o sémen suino diluido em BTS e Androhep” durante
120h, e observou percentuais de motilidade (77,4 e 75,6%), de acrossomas normais
(85,2 ¢ 89,3%) e de membranas integras (69,0 e 66,2%) semelhantes para BTS e
Androhep®, respectivamente.

Vazquez et al. (1998) compararam o efeito da manutencdo em BTS com MR-
A®, durante 216h de conservacdo, sobre a viabilidade espermatica. Nao houve diferenca
(P>0,05) entre os diluentes nos percentuais de integridade de membrana, avaliada com o
uso do corante fluorescente diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), durante todo o
periodo (63 ¢ 65% para BTS ¢ MR-A", respectivamente). Entretanto, o MR-A"
apresentou motilidade superior (61%) quando comparado ao BTS (55%), apds 96h de

armazenamento.
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Lietmann (1992), ao comparar a capacidade de fecundacao das DIs diluidas em
BTS e Androhep®, observou uma queda significativa na taxa de fecundagio com o uso
de sémen armazenado por 48h, em BTS. Por outro lado, a queda ocorreu nas 72h,
quando o sémen foi armazenado em Androhep®. Apesar dessas diferengas na queda da
taxa de fecundacdo, ndo houve diferenca significativa na motilidade (maior que 70%) e
acrossomas normais (igual a 80%), entre os dois diluentes, nas 120h de armazenamento.

Baltes (1993) nao observou diferenca significativa nos percentuais de motilidade
espermatica (80 e 76%) e de fecundagio para os diluentes BTS e Androhep®,
respectivamente, apos 120h de armazenamento do sémen a 17°C.

Scheid et al. (1993), estudando a preservagao das caracteristicas espermaticas e a
fertilidade do sémen suino conservado nos diluentes Kiev, BTS e Reading, na
temperatura de 15 a 18°C, verificaram uma superioridade dos diluentes BTS e Reading
na preservacao do sémen por 7 dias, os quais apresentaram motilidade espermadtica
semelhante entre si (65 versus 67%, respectivamente).

Na Tabela 1 sdo apresentados alguns dos resultados obtidos com o
armazenamento de sémen suino em temperaturas entre 14 e 17°C, com os diluentes

BTS e Androhep®.

2.5 Fertilidade e desempenho reprodutivo

Quando a dose de sémen ¢ armazenada por periodos superiores a 72h, mesmo
com o emprego de diluentes de longa duracdo, os pardmetros reprodutivos, como a taxa
de parto (TP) e o tamanho da leitegada podem ser afetados (WEITZE, 1991).

Blichfeldt, Almlik & Stavne (1988) estudaram o desempenho reprodutivo de
fémeas inseminadas com os diluentes BTS e Kiev, armazenados entre 15 e 20°C,
contendo 2 x 10° de espermatozoides, em diferentes periodos de armazenamento (0-24,
24-48 e 48-72h). Houve uma diminuicdo de 10% na TP com ambos os diluentes,
quando utilizados com trés dias de armazenagem. No entanto, o BTS foi superior
quanto ao tamanho de leitegada, apresentando 0,5 leitdo a mais.

Estudando a influéncia do periodo de armazenamento das DIs diluidas em BTS e
Androhep® e armazenadas a 15°C, sobre a taxa de fecundagdo, Liibbert zur Lage (1991)
ndo verificou diferenca significativa entre os diluentes, ao inseminar fémeas com sémen
armazenado até 24h. Com sémen armazenado por 120h, no entanto, foram observadas

reducdes significativas na taxa de fecundacgdo, para os dois diluentes.
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Tabela 1 — Percentuais de motilidade (Mot), de acrossomas normais (NAR) e de
membranas integras (MI) de sémen suino armazenado em BTS e/ou
Androhep” (And), em temperaturas entre 14 ¢ 17°C.

Temperatura Tempo . Mot NAR MI
Autores °C) (h) Diluente (%) (%) (%)
Weber (1989) 15 24 And 77,5 80,6 -
Liibbert zur Lage (1991) 15 144 BTS 76,5 86 -
And 79 92
Sather, Harbison & Seth, 15 120 BTS 67 75 -
(1991)
Lietmann (1992) 15 120 BTS 60-70 73 -
And 70 76 -
Scheid et al. (1993) 17 120 BTS 68,7 91 -
Baltes (1993) 17 120 BTS 76 75 70
And 80 80 81
Waberski et al. (1994) 17 120 BTS 62 74 -
And 73 76 -
Vasquez et al. (1998) 17 96 BTS 55 85 -
Althouse et al. (1998) 14 48 And >80 90 -
17 >80
Bandeira-Kotzias (1999) 17 48 BTS 70 85 -
And 75 85,5
Paulenz, Kommisrud & 15 96 BTS 60 81,5 -
Hofmo (2000)
Reis et al. (2000) 17 120h BTS >60 >90 >70
Ohata (2001) 15 120h BTS >60 - -
Katzer (2002) 15 120h BTS 77,4 85,2 69,0
And 75,6 89,3 66,2

Em estudo retrospectivo realizado por Hofmo (1991), na Noruega, onde foram
analisados dados de fertilidade de sémen suino diluido em BTS e armazenado por um
periodo maximo de 72h, houve um decréscimo de 5% na taxa de parto e de 0,35
nascidos vivos, quando o sémen foi utilizado apos 48h de armazenamento. Sather,
Harbison & Seth (1991) verificaram uma redugdo significativa da taxa de concepcao
(TC) para o sémen armazenado em BTS por mais de trés dias (menor que 30%), em
comparagao ao armazenado por até trés dias (48%).

Bortolozzo et al. (1993) pesquisaram o efeito do armazenamento da DI por 24,
48 e 72h, em BTS, sobre a taxa de fecundacdo e o nimero de espermatozdides
acessorios, apos a inseminagdo artificial de leitoas. Com relacdo a taxa de fecundagao,
ndo foi observada diferencga significativa entre o sémen armazenado por 24 (77,4%), 48

(77,3%) e 72h (72,4%). Waberski et al. (1994) observaram taxas de fecundagdo
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semelhantes (P>0,05) para Androhep” (79%) e BTS (68%) com o sémen armazenado
por 48h.

Laforest & Allard (1996) compararam diferentes diluentes ao longo de 168h
(BTS, MR-A", Modena e Androhep™) e concluiram que o BTS ¢é tdo eficiente quanto os
diluentes mais complexos. Nas 96h, todos os diluentes avaliados apresentaram taxa de
prenhez que variou de 83 a 89%, sem diferenca significativa entre eles (P>0,05).
Quanto ao tamanho da leitegada, o BTS, MR-A® ¢ Androhep® resultaram em 11,4; 11,3
e 11,6 leitdes, em média, respectivamente, enquanto o Modena foi significativamente
(P<0,05) inferior, com 9,9 leitdes.

Althouse (1997) sugere a inclusd@o de um bilhdo de espermatozoides na DI para
cada dia a mais de armazenagem, a partir de 48h. O objetivo de aumentar o niimero total
de espermatozodides por dose ¢ diminuir as perdas relacionadas a fertilidade associadas
ao sémen estocado por longos periodos.

Huinker (1998) realizou trabalho com o proposito de verificar a fertilidade de
fémeas inseminadas com sémen diluido em Androhep®, armazenado por até quatro dias
ou mais. Os resultados obtidos quanto a taxa de parto e nascidos totais foram de 77,5%
e 11,5 leitdes, respectivamente.

Kuster & Althouse (1999), ao comparar o desempenho reprodutivo de leitoas
entre os diluentes Androhep® e X-CELL"™, verificaram que houve diferenca
significativa (P<0,001) quanto a taxa de parto somente entre 120 e 144h de
armazenamento (78,6 e 85,6%, respectivamente). Quanto aos valores de leitdes nascidos
totais, o Unico momento em que ocorreu diferenga significativa (P<0,01) entre os
tratamentos foi com sémen armazenado por 96-120h (9,0 leitdes para Androhep® e 10,4
leitdes para o X-CELL™).

Na Tabela 2 sdo apresentados alguns resultados do desempenho reprodutivo com
a utilizacdo de varios diluentes para sémen suino armazenado por até 192h, em

temperaturas entre 15 e 20°C.
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Tabela 2 — Taxa de concepcao (TC), taxa de parto (TP), nimero de leitdes nascidos
vivos (NV) e nimero de leitdes nascidos totais (NT) apds insemina¢do com
sémen suino diluido em varios diluentes e armazenado por até 192h em
temperaturas entre 15 e 20°C.

Concentragao
Autores Diluente (bilhGes de Te(r}rll)p © g/(:) (FE/P) (mI\éI?llia) (mI\égia)
espermatozoides) ° °
Kuiper & Haas (1980) IVT 4 0-48 - 78,1 - 10,9
Kiev 4 0-48 - 79,2 - 10,8
Johnson et al. (1980) BL-1 3 0-24 - 67,9 - 10,6
3 24-48 - 58,3 - 9.8
3 48-72 - 51,7 - 8,9
Kiev 3 0-24 - 74,5 - 10,6
3 24-48 - 67,5 - 9,9
3 48-72 - 69,5 - 9,7
Waberski (1988) BW 25 2,5 0-72 85,2 - - 10,6
\ 2,5 72-120 80,7 - - 9,9
Androhep® 2,5 0-72 83,6 - - 10,4
2,5 72-120 78,3 - - 10,1
Kiev +IVT 2,5 0-72 86,6 - - 10,3
Hofmo (1991) BTS 2 4-14 - 67,8 10,9 12,0
2 28-38 - 69,8 10,7 11,7
2 52-62 - 64,6 10,6 11,6
Reed (1991) Zorpva - 24-72 - - - 10,8
- 72-120 - - - 9,9
Lyczynski & Kolat (1996) MR-A" 4 0-48 84,0 - 10,0 11,1
4 48-96 81,4 - 10,4 11,5
4 96-144 71,9 - 10,3 11,6
4 144-192 67,3 - 9,6 10,7
Hofmo, Kommisrud & BTS 2,5 48-72 88,8 82,6 - 12,6
Schested (1998)
MR-A" 2,5 96-120 89,6 83,8 - 12,3
Lyczynski et al. (2000) ~ MR-A® 4 72 93,5 91,3 10,3 -
Merck 111 4 72 91,3 87,0 9,6 -
Androstar® 4 72 93,5 87,0 10,0 -




3 MATERIAL E METODO

3.1 Experimentos I e 11

3.1.1 Local e periodo de execugdo

O experimento | foi realizado no Laboratorio do Setor de Suinos, na Faculdade
de Veterinaria (FAVET) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
durante os meses de margo e abril de 2002. O experimento II foi desenvolvido em uma
Central de Inseminacdo Artificial (CIA) de uma empresa situada no oeste catarinense,

no periodo de maio a julho de 2002.

3.1.2 Procedimentos experimentais gerais
Os procedimentos descritos a seguir foram comuns aos dois experimentos.

Quando alguma alteragao foi efetuada, a mesma esta descrita, no item correspondente.

3.1.2.1 Coleta do sémen

A coleta de sémen foi realizada pela técnica da mao enluvada, descrita por
Hancock & Hovell (1959), com o auxilio de um manequim regulavel localizado na baia
de coleta. A coleta do ejaculado total foi realizada em um saco pléstico atoxico
descartavel, proprio para coleta (experimento I) ou em um copo plastico atoxico
descartavel (experimento II), protegido por um recipiente isotérmico, previamente
aquecido a 38°C. A fracao gelatinosa foi separada por filtro acoplado ao copo coletor e,
apds a coleta, o ejaculado foi avaliado macroscopicamente (cor, odor e aspecto) e
imediatamente depositado em banho-maria a 32-34°C, para posterior avaliacdo e

processamento.

3.1.2.2 Processamento do ejaculado

3.1.2.2.1 Avaliagao macroscopica e microscéopica do ejaculado

ApoOs a coleta, o s€émen foi avaliado quanto a cor, volume (determinado pelo
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peso), aspecto e odor para fins de descarte das amostras que nao estivessem dentro dos
parametros normais para essas caracteristicas.

Uma aliquota do sémen in natura (tré€s a quatro gotas) foi colocada em 2mL de
formol citrato 2,94% para avaliacio da morfologia espermatica, sendo utilizados
machos com alteragdes morfologicas inferiores a 20%. Também foram avaliadas as
seguintes caracteristicas microscopicas: percentual de motilidade espermatica, grau de
aglutinagdo e concentracdo espermatica. Os critérios utilizados para a escolha dos
ejaculados a serem processados foram os de motilidade superior a 70% e aglutinag¢do
inferior a duas cruzes por campo microscopico. A concentragdo espermatica foi
determinada através de fotocolorimetria (SpermaCue®), no experimento I, e por
contagem direta em cdmara hemocitométrica de Neubauer, no experimento II. Durante a
avaliacdo microscopica, o sémen foi mantido em banho-maria a 32-34°C, por no

maximo cinco minutos.

3.1.2.2.2 Diluicao e envase do s€émen

Cada ejaculado foi fracionado e diluido, em temperatura de 32-34°C, conforme
os tratamentos descritos a seguir, para cada experimento. Foi realizada uma pré-dilui¢ao
(1:1) de cada fragao do ejaculado e aguardados dez minutos antes da diluicao final. As
doses de sémen continham 3 x 10° de espermatozéides em 100mL (experimento I) ou
2,5 x 10° de espermatozoides em 80mL (experimento II). No experimento I, o sémen foi
envasado em bisnagas plasticas, as quais estavam em estufa a 22°C, previamente ao
envase. No experimento II, o sémen foi envasado em flexitubos plasticos com

coloracdes diferentes, que indicavam o diluente utilizado.

3.1.2.2.3 Resfriamento e armazenamento das amostras de sémen

Antes de serem armazenadas na conservadora, as amostras de sémen foram pré-
resfriadas durante 120 minutos na temperatura ambiente da sala de processamento, a
qual era mantida entre 20 e 22°C.

Em todos os tratamentos, as amostras de sémen foram mantidas sob resfriamento
por um periodo total de 144h. A temperatura de armazenamento utilizada foi 17 £ 1°C, a
qual foi monitorada diariamente com termometro de maxima e minima. As amostras

foram submetidas a agitagdo leve, uma vez ao dia, para a ressuspensao das células

espermaticas.
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3.1.2.3 Avaliacao da qualidade espermatica
A qualidade do sémen foi avaliada através dos percentuais de motilidade

(experimentos I e II) e de membranas integras (experimento I).

3.1.2.3.1 Percentual de motilidade (Mot)

De cada amostra, apos sua remog¢do da conservadora de sémen, foi obtida uma
aliquota de SmL de sémen, onde foi mantida em banho-maria a 38°C por 10 minutos. A
motilidade foi avaliada entre lamina e laminula pelo método subjetivo, em microscopio
de campo claro, com aumento de 100x, sendo expressa em percentual de
espermatozdides moveis. Foram avaliadas, no minimo, duas amostras de cada

tratamento, em intervalos de 24h, durante 144h.

3.1.2.3.2 Percentual de membranas integras (MI)

A integridade das membranas foi avaliada com base no método descrito por
Harrison & Vickers (1990), sendo que uma solucao contendo 475uL de sémen resfriado
de cada amostra, 10uL de diacetato de carboxifluoresceina (20mM), SuL de iodeto de
propidio (7,3mM) e 10uL de paraformaldeido (1,7mM) foi incubada por oito minutos a
30°C em banho-maria. Apos este periodo de incubagdo, foi examinada uma aliquota de
SuL, entre lamina e laminula, em microscopio de epifluorescéncia (filtro EX/DM/BF=
450-490/510/520nm), em aumento de 1000x. Foram avaliadas 200 células espermaticas
em cada amostra, nas 48, 96 e 144h de armazenamento.

As células espermaticas avaliadas foram classificadas conforme o padrdo de
coloragdo estabelecido por Ortman & Rodriguez-Martinez (1994). Para fins de
comparacao dos tratamentos, foi considerado o percentual de espermatozdides com as

membranas integras, isto €, aqueles corados em verde.

3.1.3 Delineamento experimental
Os experimentos foram executados como delineamentos inteiramente

casualizados. As unidades experimentais foram as doses de sémen (experimentos I e II).

3.1.3.1 Experimento I
Foram utilizados, como doadores de s€émen, cinco machos hibridos de linhagens

diferentes. Esses animais apresentavam idade entre 12 e 28 meses e foram submetidos
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ao manejo de coleta a cada cinco a sete dias. Foram utilizados cinco ejaculados de cada

macho, cada qual fracionado e distribuido em trés tratamentos:

o Tratamento 1 (T1): diluicdo em BTS (Beltsville Thawing Solution)
o Tratamento 2 (T2): diluicdo em Androhep® Enduraguard”
o Tratamento 3 (T3): dilui¢io em Androhep®

5 machos
v
5 ejaculados/macho
v
3 x 10° espermatozoides/100mL
v v v
T1 T2 T3
Diluicao em Diluicao em Diluicao em
BTS Androhep® Enduraguard” Androhep®
2ha?22°C
v
17°C
v v
Motilidade Membranas integras
0,24, 48, 72, 96, 120, 144 horas 48, 96, 144 horas
Analise estatistica

Figura 1: Representa¢do esquematica do experimento 1.

3.1.3.2 Experimento II
Foram utilizados 18 machos hibridos da linhagem Ag-Pic 420® como doadores
de sémen, com idade entre 12 e 40 meses. Esses machos foram submetidos ao manejo

de coleta a cada trés a sete dias. Foram utilizados trés a doze ejaculados de cada macho,



33

cada qual fracionado e distribuido em dois tratamentos:

o Tratamento 1 (T1): diluicdo em BTS (Beltsville Thawing Solution)

o Tratamento 2 (T2): dilui¢do em Androhep® Enduraguard”

18 machos Ag-Pic 420

3-12 ejaculados/macho

v
2,5 x 10° espermatozoides/80mL
v v
T1 T2
Diluigao em Dilui¢do em
BTS Androhep” Enduraguard”
2h a 22°C
v
17°C
v
Motilidade

0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 horas

—_——

Analise estatistica

Figura 2: Representagdo esquematica do experimento II.

3.1.4 Andlise estatistica

As varidveis submetidas a andlise estatistica foram os percentuais de Mot
(experimentos I e II) e de MI (experimento I). A Mot e MI foram submetidas a andlise
de variancia para medidas repetidas pelo procedimento MIXED (SAS, 1998), sendo
considerado o efeito dos tratamentos, da data de coleta, dos machos, do momento de
avaliacdo das amostras e da interacdo dupla entre esses fatores. Quando um dos fatores

ou sua interacdo ndo foram significativos, os mesmos foram retirados do modelo



34

estatistico. No experimento I, foram mantidos no modelo os efeitos do tratamento, do
macho, da semana de coleta, da interacao tratamento e macho ¢ da interacao tratamento
e momento, para a varidvel Mot. Para a varidvel MI foram mantidos no modelo os
fatores tratamento, macho e momento de avaliagdo. No experimento II, foram mantidos
no modelo os fatores tratamento, semana de coleta, macho ¢ momento de avaliagdo. As
médias foram calculadas pela op¢cdo LSMeans, sendo comparadas através do teste de

Tukey (experimento I) ou teste t (experimento II) com um nivel de significancia de 5%.

3.2 Experimento III

3.2.1 Local e periodo de execugdo
O experimento III foi desenvolvido em uma granja produtora de leitdes de uma
empresa situada no oeste catarinense com aproximadamente 5.300 matrizes, no periodo

de maio a julho de 2002.

3.2.2 Animais
Foram inseminadas 882 fémeas hibridas da linhagem Ag-Pic Camborough 22%
com ordem de parto entre um e oito ¢ 18 machos hibridos da linhagem Ag-Pic 420

como doadores de sémen, com idade entre 12 e 40 meses.

3.2.3 Procedimentos experimentais

3.2.3.1 Selecdo e classificacao das fémeas

Antes da distribuicdo nos tratamentos, as matrizes sofreram uma pré-selecao
durante a qual foi observado se existia alguma patologia do sistema locomotor ou
reprodutivo e também o estado nutricional, determinado pelo escore de condicao
corporal visual (ECV), que devia ser, no minimo 2,0, em uma escala de um a cinco.
Matrizes que retornaram ao estro apos IA ndo foram utilizadas. As fémeas selecionadas
foram agrupadas em pares, conforme ordem de parto (OP), média de nascidos totais nos
partos anteriores (NTPA), duracao da lactagao (DL) e intervalo desmame-estro (IDE),
como demonstrado na Tabela 3, para permitir uma distribuicdo uniforme das mesmas,

entre os tratamentos.
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Tabela 3 — Categorias utilizadas para a distribui¢do das fémeas nos tratamentos.

Parametros de classifica¢ao Categorias
1
Ordem de parto 2e3
4a8
<10
Meédia de leitdes nascidos totais nos partos anteriores 10-13
>13
Intervalo desmame-estro 1 a 6 dias
Duragao da lactacao 12 a 26 dias

3.2.3.2 Detecgao do estro

As fémeas desmamadas foram transferidas para o setor de cobertura e alojadas
em celas individuais. O diagnostico de estro foi realizado duas vezes ao dia, as 8:00 e
16:00h, com um macho sexualmente maduro. O inicio do estro foi considerado o turno

em que a fémea apresentou reflexo de tolerancia ao homem na presenca do macho

(RTM).

3.2.3.3 Tratamentos

As matrizes foram inseminadas com doses inseminantes (DIs) contendo 2,5
bilhdes de espermatozdéides em um volume total de 80mL. Estas DIs foram
armazenadas por, no maximo, até 48h, tendo sido remetidas para a granja em caixas
isotérmicas logo apds sua produgdo. As DIs haviam sido produzidas a partir dos

mesmos tratamentos utilizados no experimento II.

o Tratamento 1 (T1): TA com sémen diluido em BTS (Beltsville Thawing
Solution)

o Tratamento 2 (T2): IA com sémen diluido em Androhep® Enduraguard”

3.2.3.4 Processamento das doses inseminantes

As DIs utilizadas foram produzidas conforme descrito no capitulo 3.1.2.2.

3.2.3.5 Inseminagdo artificial (IA)
O protocolo de TA foi o mesmo utilizado pela granja. A primeira inseminagao foi

realizada no turno seguinte ao inicio do estro, sendo as IAs subseqiientes realizadas com
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intervalos de 24h, enquanto a fémea apresentasse o0 RTM. Em cada inseminagdo, uma
das fémeas de cada par recebeu uma dose diluida em BTS e a outra fémea uma dose
diluida em Androhep® Enduraguard”, sendo ambas as doses produzidas a partir do
mesmo ejaculado. As [As foram realizadas pelos funciondrios do setor de cobertura e
gestacdo da unidade, com a presenga de um macho sexualmente maduro colocado na

frente das fémeas, durante o procedimento da inseminagao.

3.2.4 Coleta dos dados de produtividade

Os dados referentes ao nimero de leitdes nascidos vivos (NV), numero de
leitdes natimortos (NM), numero de leitdes mumificados (MM), numero de leitdes
nascidos totais (NT), taxa de retorno ao estro (TRE), taxa de parto (TP) e taxa de parto
ajustada (TPA) foram obtidos a partir dos relatorios de parto da granja. Os dados de
retorno ao estro foram obtidos pelo diagndstico de retorno ao estro na presenga de um

macho sexualmente maduro, durante o periodo de gestagao.

3.2.5 Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi executado com um delineamento inteiramente casualizado.
As unidades experimentais foram as fémeas.

Os dados de nimero de leitdes nascidos vivos (NV), leitdes natimortos (NM),
leitdes mumificados (MM) e leitdes nascidos totais (NT) foram submetidos a analise de
variancia pelo procedimento GLM do SAS (1998). Além do efeito dos tratamentos, foi
avaliado também o efeito da ordem de parto (OP), da média de nascidos totais nos
partos anteriores (NTPA), da durag¢do da lactacdo (DL) e do intervalo desmame-estro
(IDE), os quais permaneceram no modelo, quando significativos. A NTPA foi mantida
como covariavel na analise de NT, NV e NM. A OP foi utilizada como covariavel na
analise de NT e NM. As médias foram calculadas pela opcdo LSMeans, sendo
comparadas através do teste t com um nivel de significancia de 5%.

As taxas de retorno ao estro (TRE), de parto (TP) e de parto ajustadas (TPA)

foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado, com um nivel de 5% de significancia.
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882 fémeas Ag-Pic Camborough® 22 (Ordem de Parto 1 a 8)
v

Desmame e alojamento em celas individuais

Detecgao de estro (08:00 e 16:00h)

7
~— v
———
7 v
T1 T2
Dilui¢dao em BTS Diluigdo em Androhep” Enduraguard”
7

Inseminagdo (IA) com doses contendo 2,5 x 10° espermatozoides/SOmL
armazenadas por até 48h (17°C)
v
IA no turno seguinte ao inicio do estro, com intervalos de 24h

7

Taxas de retorno ao estro e de parto

Desempenho ao parto: nascidos vivos, natimortos, mumificados e nascidos totais

7

Analise estatistica

Figura 3: Representacdo esquematica do experimento II1.



4 RESULTADOS

4.1 Experimento I

Houve interagdo (P<0,05) entre os tratamentos ¢ o momento de avaliagdo do
sémen, para a variavel motilidade espermadtica. Os percentuais de motilidade foram
superiores (P<0,05), das 48 at¢ 144h de armazenamento, para o sémen diluido em
Androhep” Enduraguard " e Androhep”, em comparagio ao BTS (Tabela 4). No ultimo
dia de armazenamento (144h), o valor da motilidade do sémen diluido em Androhep®

foi superior (P<0,05) a do sémen diluido em Androhep® Enduraguard .

Tabela 4 — Percentuais de motilidade (média + desvio-padrdo) de sémen suino diluido
em BTS, Androhep” Enduraguard (And End) e Androhep” (And),
conforme o momento de avaliacdo.

Momento de Tratamentos

avaliagdo (h) T1 - BTS n T2-AndEnd n T3 — And n
0 85,63+10,56 24 8583+7.61 24 91,58+443 19

24 76,46 +1652 24  8563+864 24  90,00+4,08 19

48 67,92 £24,71* 24  8542+8,84° 24 9026+4,56" 19

72 61,67+30,85 24 8583+11,48" 24 8842+647° 19

96 57,30 £33,75° 24 82,08+11,41° 24 8842+11,06° 19

120 42,30 £33,36° 24 7438+2347° 24 8447+1257° 19

144 32,30 +34,48" 24 6625+27,32° 24 82,.89+1437° 19
Médias 60,51 +2632 - 80,77+14,11 - 88,00+822 -

a, b, ¢ na mesma linha (P<0,05).

Quanto a integridade de membranas (IM), ndo houve interacdo entre os
tratamentos € o momento de avaliagdao (P>0,05). Foi observado que os percentuais
médios para o sémen diluido em BTS e Androhep® foram mais elevados (P<0,05) que

os observados com o Androhep® Enduraguard” (Tabela 5).
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Tabela 5 — Percentuais de membranas integras (média + desvio-padrdo) de sémen
suino diluido em BTS, Androhep” Enduraguard” (And End) e Androhep®
(And), conforme o momento de avaliacdo.

Momento de Tratamentos
avaliagdo (h) T1 -BTS n T2-AndEnd n T3 — And n
48 91,31 +4,07 24 88,17+6,62 24 90,71+4,63 19
96 88,609+582 24  86,21+7,06 24 8845+526 19
144 88,17+7,40 24 8348+749 24 88,76+453 19
Médias 89,39 +5,76" - 85,95 + 7,06 - 89,31 +4.81" -

a, b, na mesma linha (P<0,05).

4.2 Experimento II
Nao houve diferenca (P>0,05) na motilidade espermética entre os diluentes BTS

e Androhep” Enduraguard” em nenhum momento de avaliagio (Tabela 6).

Tabela 6 — Percentuais de motilidade (média + desvio-padrdo) de sémen suino diluido
em BTS e Androhep” Enduraguard” (And End) conforme o momento de

avaliagdo.
Momento de Tratamentos
avaliagao (h) T1-BTS n T2 — And End n
0 90,28 + 4,46 125 89,84 + 5,39 125
24 84,70 + 7,40 118 84,83 + 12,30 119
48 84,50 £ 6,54 111 85,13+ 7,75 112
72 82,08 £ 9,78 96 82,32+ 13,62 97
96 80,82 + 13,01 92 83,01 + 12,66 93
120 81,05+ 10,74 86 82,18 £ 10,96 87
144 78,06 £ 14,72 80 78,33 £16,05 81
Médias 83,07 £9,52 - 83,66 + 11,25 -

P>0,05

4.3 Experimento 111

Das 882 fémeas inseminadas, dados de 18 fémeas foram perdidos. Assim, para
analise dos dados de ordem de parto (OP), média dos nascidos totais nos partos
anteriores (NTPA), intervalo desmame-estro (IDE), duragdo da lactacao (DL), numero

de inseminagdes artificiais (NIA), taxas de retorno ao estro (TRE) e de parto (TP) foram
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considerados 864 animais. Para os valores de duracdo da gestacdo (DG), taxa de parto
ajustada (TPA), nascidos totais (NT), nascidos vivos (NV), natimortos (NM) e

mumificados (MM) foram utilizados dados de 766 animais.

4.3.1 Perfil do rebanho

Tabela 7 — Perfil do rebanho (média + desvio-padrdo) segundo a ordem de parto (OP),
a média dos nascidos totais nos partos anteriores (NTPA), o intervalo
desmame-estro (IDE) e a duragdo da lactagdo (DL) conforme distribui¢ao
nos tratamentos.

Categoria T1 -BTS T2 — And End Geral
OP (partos) 3,62+ 1,88 3,60 £ 1,88 3,61 £ 1,88
NTPA (leitoes) 11,48 + 1,94 11,46 £ 2,06 11,47 £2,00
IDE (dias) 4,12+ 0,82 4,07 £ 0,80 4,09 £ 0,82
DL (dias) 20,95+ 1,72 20,82 £ 1,91 20,88 £ 1,82
P>0,05

Os valores de BTS e Androhep” Enduraguard”, respectivamente, para o nimero
de inseminagdes artificiais (NIA) foi de 2,30 e 2,32; intervalo médio (dias) entre a
inseminacdo e o retorno ao estro de 32,67 e 32,79 e duracdo da gestagcdo (DG) 114,50 e
114,51 dias. As doses de sémen foram armazenadas até 48h, com periodo médio de 16,6
horas.

As taxas de retorno ao estro (TRE), de parto (TP) e de parto ajustada (TPA)
foram semelhantes (P>0,05) para as fémeas inseminadas com doses de sémen

armazenadas em BTS e Androhep® Enduraguard” (Tabela 8).

Tabela 8 — Taxas de retorno ao estro (TRE), de parto (TP) e de parto ajustada (TPA)
conforme os tratamentos.

I T1 -BTS T2 — And End Geral
tens
% n % n
TRE 6,96 30 8,78 38 7,87
TP 90,02 388 87,30 378 88,60
TPA 92,82 388 90,87 378 91,85
P>0,05

Os dados de desempenho reprodutivo ao parto sdo apresentados na Tabela 9.
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Nao houve diferenga (P>0,05) entre os tratamentos para o numero de leitdes nascidos

vivos (NV), natimortos (NM), mumificados (MM) e numero total de leitdes nascidos
(NT).

Tabela 9 — Média + desvio-padrdo do numero de leitdes nascidos vivos (NV),
natimortos (NM), mumificados (MM) e nascidos totais (NT) de fémeas
inseminadas com BTS ou com Androhep” Enduraguard” (And End).

Tratamentos n NV NM MM NT

T1-BTS 388 10,83+2,77 0,80%1,13 0,17+0,47 11,80 £2,98
T2-And End 378 10,79+2,90 0,84 + 1,07 0,17+0,48 11,80=*3,09

P>0,05



5 DISCUSSAO

5.1 Qualidade espermatica in vitro

Os valores de motilidade observados no experimento I, para o sémen diluido em
Androhep® e Androhep” Enduraguard”, armazenado a 17°C, se situam dentro das
variagdes observadas nos demais trabalhos realizados na area. No entanto, a motilidade
do sémen diluido em BTS, no experimento I, esteve abaixo dos valores relatados por
outros autores. Com armazenamento de 120h, varios autores (SATHER, HARBISON &
SETH, 1991; LIETMANN, 1992; BALTES, 1993; SCHEID et al., 1993; WABERSKI
et al., 1994; PAULENZ, KOMMISRUD & HOFMO, 2000; REIS et al., 2000)
observaram percentuais de motilidade iguais ou acima de 60%, e Liibbert zur Lage
(1991) observou 77% de motilidade, nas 144h de armazenamento. No experimento I, a
motilidade do s€men era de 86% apos a diluicdo em BTS e caiu para 42,3 ¢ 32,3% nas
120 e 144h de armazenamento, respectivamente. Esses dados contrastam com os
resultados obtidos em quatro experimentos, efetuados recentemente (KATZER, 2002),
no mesmo laboratorio em que foi realizado o experimento I. Nesses experimentos, o
armazenamento do sémen em BTS resultou em valores de motilidade que variaram de
65 a 82% e de 59 a 76%, nas 96 e 120h de armazenamento, respectivamente.

No experimento I, os valores de motilidade do sémen diluido em Androhep®
foram estatisticamente superiores (P<0,05), a partir das 48h de armazenamento, quando
comparados ao BTS, contrastando com observagdes de outros autores. Lietmann (1992)
ndo observou diferenga significativa na motilidade para sémen diluido em BTS e
Androhep”, nas 120h de armazenamento. Liibbert zur Lage (1991) observou 77 e 79%
de motilidade para o sémen armazenado em BTS e Androhep”, respectivamente, nas
144h. Baltes (1993) observou percentuais de 76 e 80% de motilidade, respectivamente,
para sémen diluido em BTS e Androhep®, armazenado por 120h. Waberski et al. (1994)
compararam o armazenamento de sémen processado em BTS e Androhep™, durante
120h de armazenamento, € observaram valores de motilidade de 62 e 73%,
respectivamente, nas 120h. Althouse (1997) comparou os diluentes BTS e Androhep”,

durante um periodo de 120h de armazenamento do sémen a 17°C, e ndo observou
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diferenca significativa (P>0,05) entre os diluentes quanto a motilidade (62 e 73%,
respectivamente). Ao verificar a influéncia do diluente sobre a motilidade do sémen
suino resfriado a 17°C, Bandeira-Kotzias (1999) constatou percentuais de motilidade
semelhantes (P>0,05) entre BTS e Androhep®, apos 48h de armazenamento (70 e 75%,
respectivamente).

Embora os valores de motilidade tenham sido baixos para o s€émen diluido em
BTS, no experimento I, o percentual de membranas integras nao foi afetado. Inclusive,
os valores médios de MI para os diluentes BTS e Androhep” foram semelhantes entre si
e superiores aos observados com o armazenamento em Androhep” Enduraguard . A
diferenca de 3,4% de MI ¢ um valor que ndo deve, no entanto, ser considerado
biologicamente relevante porque o nimero de espermatozoéides utilizados por dose, na
inseminacgdo convencional, ¢ relativamente alto (3 bilhdes) em relagdo ao numero de
espermatozodides necessarios para fecundacdo. Pode-se especular que, se o valor de
integridade de membrana estivesse proximo do limite que afeta os indices de
desempenho, esta pequena diferenca poderia, eventualmente, trazer algum prejuizo,
caso o numero de espermatozdides para a inseminagao fosse reduzido.

No experimento I, chama a atencdo o fato do sémen diluido em BTS ter
apresentado elevado percentual de espermatozdides com membranas integras (88%),
nas 144h de armazenamento, contrastando com baixo percentual de motilidade (32%),
no mesmo momento de avaliagdo. Se apenas o parametro membranas integras tivesse
sido utilizado, os trés diluentes avaliados no experimento I teriam sido considerados
semelhantes. No entanto, segundo Juonala et al. (1999), a avaliacdo da motilidade ndo
pode ser inteiramente substituida pela avaliacdo da integridade de membrana. Sémen
armazenado em diluente inadequado pode apresentar bons resultados nas coloragdes
fluorescentes mesmo que os espermatozoides estejam imoveis. Esta condicdo ja foi
observada em doses de sémen com osmolaridade muito alta ou contendo muitas
bactérias.

Nao se sabe qual a causa da queda de motilidade do sémen armazenado em BTS
observada no experimento I. Isso poderia ter sido oriundo da qualidade da agua utilizada
na diluicdo. Apesar dessa agua ter passado pelo processo de destilagdo e deionizacao,
ndo foi realizado exame bacteriolégico prévio ao experimento in vitro para
determina¢do da sua contaminacao bacteriana. No entanto, o sémen armazenado em
BTS apresentou maior desvio-padrdo nos seus percentuais de motilidade, em

comparagdo ao armazenado nos outros dois diluentes (Tabela 4), devido ao fato de que
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o sémen de alguns machos, em algumas semanas, apresentou diminui¢do acentuada da
motilidade, quando armazenado em BTS. As doses de sémen ndo foram submetidas a
exame bacteriologico ou a controle de pH, durante o armazenamento, mas ¢ provavel
que, apesar dos cuidados efetuados na coleta e processamento do sémen, tenha havido
maior contaminacdo em alguns ejaculados de alguns machos. Bennemann (1998)
observou uma rapida queda da qualidade espermatica do sémen coletado, em quatro das
cinco centrais de inseminag¢do estudadas, atribuindo o fato a possibilidade de
contaminagdo do sémen durante a coleta e/ou processamento. Segundo Dias et al.
(2000), a realizacdo de uma higienizagdo pré-coleta satisfatoria e a correta fixagdo do
pénis no momento da coleta reduzem a contaminacao bacteriana e, conseqlientemente,
permitem uma maior viabilidade do sémen, uma vez que, no decorrer do periodo de
armazenamento, o aumento das populagdes microbianas pode levar ao actimulo de
toxinas e metabodlitos que podem afetar a sobrevivéncia e a capacidade fecundante dos
espermatozodides.

Como os diluentes utilizados no experimento I possuem tampdes diferentes, a
contaminag¢do oriunda da coleta ou outras fontes poderia ter determinado uma variag@o
de pH, capaz de ser tamponada nos diluentes Androhep” e Androhep” Enduraguard ",
mas ndo no BTS. Além disso, os antimicrobianos usados eram diferentes, sendo a
neomicina no BTS e a gentamicina para os outros dois diluentes. Pode-se cogitar que o
efeito deletério direto das bactérias e/ou da mudanca de pH do meio provocada pelas
mesmas, nao teria sido controlado no BTS.

Sabe-se que os antibacterianos possuem diferente espectro de acdo e, mesmo
sendo usados para o controle do crescimento bacteriano, eles podem apresentar efeito
prejudicial sobre a viabilidade espermatica (POOLPEM, FLOWERS & ALMOND,
1998; REIS et al., 1999). Poolpem, Flowers & Almond (1998) observaram que a
gentamicina € a neomicina apresentaram eficacia semelhante na manutencao da
motilidade espermatica ao longo de sete dias de armazenamento, tendo efeito superior
ao da combinagdo penicilina e estreptomicina. Embora a integridade de acrossoma nao
tenha sido afetada, a presenca de gentamicina no diluente BTS acarretou diminui¢ao da
motilidade do sémen armazenado por 96h em comparacdo ao sémen sem
antimicrobianos. Segundo Althouse et al. (2000), se o antimicrobiano for ineficaz no
controle do crescimento de bactérias contaminantes, o diluente torna-se um meio de
cultivo adequado para estes microorganismos. Apos constatagdo da diminuig¢do drastica

da viabilidade espermatica, aproximadamente em 48h de armazenamento, aumento de
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retornos ao estro e/ou de descargas vulvares, Althouse et al. (2000) investigaram a
qualidade seminal de 23 propriedades suinicolas que apresentavam estes problemas. Os
autores constataram pH 4cido (5,7 a 6,4) em 93% das amostras avaliadas. Embora 12
géneros bacterianos isolados das amostras de sémen resultassem em queda de pH do
diluente, eles observaram efeito espermicida tanto das bactérias que provocavam
redu¢do de pH como daquelas que nao alteravam o pH do meio. Surpreendentemente,
boa parte das bactérias isoladas do sémen eram resistentes a varios antimicrobianos
testados, sendo todas resistentes a gentamicina, uns dos antimicrobianos mais
comumente utilizados nos diluentes de sémen suino.

O conjunto de informacdes mostra que a presenca de antimicrobianos nem
sempre pode evitar o crescimento bacteriano. Dessa forma, € possivel que a neomicina
tenha sido menos eficaz que a gentamicina em controlar a microbiota especifica dos
ejaculados de alguns machos, no experimento .

No experimento II, a gentamicina foi o antimicrobiano utilizado nos dois
diluentes, e valores elevados de motilidade (78%) foram observados nas 144h tanto para
o armazenamento em BTS como em Androhep” Enduraguard . Valor semelhante
(77%) foi observado para o BTS, por Liibbert zur Lage (1991), com o mesmo tempo de
armazenamento. Em dados publicados em Sperm notes (2002), o s€émen diluido em
Androhep” Enduraguard” apresentou motilidade de 80% nas 120h de armazenamento,

semelhante ao valor de 82% observado no presente estudo.

5.2 Desempenho reprodutivo

Ao inseminar as fémeas com sémen armazenado a 17°C por até 48h, no
experimento III, os diluentes Androhep” Enduraguard” e BTS foram semelhantes
quanto ao desempenho reprodutivo (taxa de retorno ao estro, taxa de parto, taxa de parto
ajustada, nimero de leitdes nascidos totais, nascidos vivos, natimortos € mumificados).
Laforest & Allard (1996) compararam os diluentes BTS, MR-A®, Modena e Androhep®
ao longo de 168h de armazenamento e concluiram que o BTS ¢ tdo eficiente quanto os
diluentes mais complexos. A taxa de prenhez dos quatro diluentes nas 96h variou de 83
a 89%, sem diferenga significativa entre eles. Quanto ao tamanho da leitegada, esses
autores observaram valores semelhantes para BTS e Androhep® (11,4 e 11,6 leitdes,
respectivamente).

Os valores de taxa de parto das fémeas inseminadas com Androhep®

EnduraguardTM e BTS foram de 87,3 e 90%, respectivamente, ndo havendo diferenca
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significativa entre eles (P>0,05). Liibbert zur Lage (1991) verificou que, ao inseminar
fémeas com s€émen armazenado até 24h, a 15°C, ndo houve diferenca significativa sobre
a taxa de fecundacdo entre os diluentes BTS e Androhep®. Lietmann (1992), ao
comparar a capacidade de fecundacdo das doses de sémen diluidas em BTS e
Androhep®, observou uma queda significativa na taxa de fecundagdo, com o uso de
sémen armazenado por 48h, em BTS, o que ndo ocorreu no presente estudo. Em
trabalho realizado por Waberski et al. (1994), no qual foram comparados BTS e
Androhep”, as taxas de fecundagio para o sémen armazenado por 48h foram
semelhantes (P>0,05) para Androhep” (79%) ¢ BTS (68%).

Blichfeldt, Almlik & Stavne (1988) estudaram o desempenho reprodutivo de
fémeas inseminadas com doses de sémen contendo 2x10° espermatozoides, diluidos em
BTS e Kiev, armazenados entre 15 ¢ 20°C, em diferentes periodos (0-24, 24-48 ¢ 48-
72h). Houve uma diminui¢do na taxa de parto de 10% com os dois diluentes, quando
utilizados com trés dias de armazenamento. No entanto, o BTS foi superior quanto ao
tamanho de leitegada, apresentando 0,5 leitdo a mais.

Embora o desempenho reprodutivo ap6s inseminacao tenha sido semelhante para
os dois diluentes, no experimento III, quando o sémen foi armazenado por até¢ 48h, o
fato do BTS ser considerado um diluente de curta ¢ o Androhep” Enduraguard " de
longa manutencao da viabilidade espermadtica, mais estudos in vivo devem ser efetuados
para confirmar ou ndo este aspecto, sobretudo com periodos mais longos de

armazenamento.



6 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi desenvolvido este experimento € possivel concluir que:

o Os percentuais de motilidade estiveram acima de 60%, parametro aceitavel
para a inseminagdo artificial, at¢é 144h de armazenamento do sémen diluido em
Androhep® Enduraguard” e Androhep” (experimento I) e Androhep” Enduraguard’
(experimento II).

0 Quando diluido em BTS, a motilidade do sémen esteve acima do padrio
aceitavel para inseminagdo artificial, durante 144h de armazenamento, no experimento
II, mas abaixo desse, a partir de 96h, no experimento 1.

o A motilidade do sémen diluido em BTS foi inferior a observada com os
diluentes Androhep” Enduraguard” e Androhep®, no experimento I, mas foi semelhante
a do sémen armazenado em Androhep” Enduraguard ", no experimento II.

o A integridade de membranas ndo foi afetada pelo diluente utilizado, no
experimento I (BTS, Androhep” Enduraguard” e Androhep”™), tendo sido superior a
83% até 144h de armazenamento do sémen.

o O desempenho reprodutivo (taxa de retorno ao estro, taxa de parto, taxa de
parto ajustada, nimero de leitdes nascidos totais, nascidos vivos, natimortos e
mumificados) das fémeas inseminadas com sémen armazenado até 48h, ndo foram
afetados pelo diluente de sémen utilizado (BTS ou Androhep® Enduraguard ), no

experimento I1II.
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ANEXOS

ANEXO A —Composi¢do quimica de alguns diluentes utilizados no resfriamento de
sémen suino.

Beltsville
. Beltsville Kiev Modena Thawing
Ingredientes (g) L1 (BLI) Modificado Modena modificado  Solution BW25  Androhep MR-A
(BTS)
Glicose 2,9 60,0 27,5 25,0 37,0 11,5 26,0 sim
Citrato de sodio 1,0 3,7 6,9 6,9 6,0 159 8,0 sim
Bicarbonato 0,2 12 1,0 1,0 1,25 12 12 sim
de sodio
EDTA - 3,7 2,35 2,35 1,25 2,4 2,4 sim
Cloreto de 0.03 ) } i} 0.75 ; - -
potéssio ’ ’
Acetato de ) ) ) i i i ) sim
potassio
Cisteina - - - - - - - sim
Acido citrico - - 2,9 2,0 - - - -
TRIS - - 5,65 5,65 . . - .
MOPS - - - 10,5 - - sim -
HEPES - - - - - 9,5 sim §
BSA - 5,0 - 3,0 - 2,5 2,5 sim
Osmolaridade isoténico 282 240 282 330 312 309 290
pH - 6,62 6,9 6,9 72 6,6 6,8 6,9

Fonte: Levis (2000).
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