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APRESENTACAO DO AUTOR iv

O destino de um ser bom: incompreendido durante sua vida e apreciado apés
sua morte. E preciso admitir que o suino ¢ maltratado, ridicularizado, insultado,
caluniado, e por fim, condenado a morte pelo homem. J4 foi decidido hd muito tempo que
este quadrupede era indigno de privilégios, sendo condenado ao ridiculo eterno. Mas nao
acredito que o homem ndo o ame. As vezes ele o adora, mas a condi¢ao de que esteja
morto. Desde 1665, Vincenzo Tanara, um gastronomo da Bolonha, notou que “o leitao ¢
comparavel aos génios que sdo honrados apenas apos sua morte”.

Em uma reflexdo filoséfica, a sorte do pobre animal ndo tem nem mesmo o
consolo de ir embora desse mundo com a satisfagdo de deixar a posteridade, os frutos de
sua arte. Ele parte com o horrivel sentimento que seus restos mortais serdo objeto de festas
e elogios daqueles que sobreviveram.

Se ao menos o respeitdssemos um pouco durante sua vida, talvez esse tltimo
sacrificio lhe pareceria menos doloroso. Mas nao! Continuamos a falar mal dele aos
quatro cantos do mundo, perpetuando uma tradigdo oral e escrita que remonta a noite dos
tempos. De fato, ele parece ser sempre julgado como o ser mais imundo da criagio. E
classificado de “porco”, o autor de atos baixos, morais e materiais, que pode produzir o
género humano, entretanto, ndo ¢ verificado se a espécie suina seria capaz de tais horrores.

Estudos cientificos recentes, demonstraram que nosso amigo, o leitdo, esta
longe de ser estupido. E o animal de fazenda mais inteligente, semelhante 4 do golfinho
e do cdo. Assombrosa metamorfose desse gorducho quadriipede rosado que, entre os
celtas, ¢ dotado de poderes magicos e na religido tibetana, ¢ o simbolo da origem de todas
as coisas! Atributo de Déméter na Grécia, companheiro de Santo Antonio o ermitao dos
cristaos, aqui esta, desde a figura de cera a estatueta de ouro fino, o mais mal conhecido
dos animais, de uma personalidade fascinante e multipla.

Rendamos nossas homenagens a esse maravilhoso animal, pois, sem a

participacdo e ajuda do mesmo, esse trabalho nao poderia ter sido realizado.

(Le Cochon, Art, Histoire, Symbolisme — Robert Laffont)

Dr. Ricardo Toniolli
Prof. Associado
Faculdade de Veterinaria da UECE
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RESUMO

Com a finalidade de prolongar o tempo de conservagao do ejaculado do varrdo a 15 °C,
para a inseminagdo artificial (IA), foi estudado o efeito do acido 3-indol acético (IAA),
identificado no endosperma do Cocos nucifera (dgua de coco), com acdo protetora para
o espermatozoide (sptz). Duas concentracdes de IAA (10 e 100ng/mL), adicionadas ao
diluente de Beltsville (BTS), foram estudadas in vitro. O vigor, a motilidade espermatica
e a integridade acrossomal, foram estudadas durante um periodo de 6 ou 13 dias de
conservacdo a 15 °C. As analises foram feitas ap6s 5 minutos e 3 horas de incubagdo a
39 °C. O efeito do IAA foi estudado in vivo a concentragdo de 10ng/mL adicionado ao
diluente BTS em inseminagdes de fémeas, duas vezes por cio: 1) no dia da coleta e no dia
seguinte (DO e D1); no 5° e 6° dia apds a coleta (D5 e D6). Em DO e D1, os dois grupos
de fémeas (testemunha e IAA) foram inseminadas com 6 x10sptz (3 x10°sptz em DO e
D1), enquanto em D5 e D6, as fémeas do grupo IAA foram inseminadas com 6 x10°sptz
(3 x10%sptz em D5 e D6). As fémeas dos grupos testemunha e IAA, foram inseminadas
com 12 x10%sptz (6 x10°sptz em D5 e D6). Nenhum efeito in vitro do IAA foi observado
sobre o vigor ¢ a motilidade durante um periodo de 6 dias. Entretanto, o IAA (10ng/mL)
teve um efeito favoravel sobre a porcentagem de espermatozoides vivos com acrossoma
intacto, até¢ o0 D13 (66% vs 54%; p<0,05). Nenhuma queda dos resultados de fertilidade e
prolificidade foi observado nas porcas inseminadas com 12 x10°sptz, conservados entre
5 e 6 dias, em relagdo aquelas inseminadas com 6 x10%sptz, entre os dias DO e D1. A
fertilidade e prolificidade de porcas inseminadas com 6 x10sptz conservados durante 5
a 6 dias na presenca do IAA (10ng/mL) foram as mesmas que as de fémeas inseminadas
com o mesmo numero de células conservadas entre DO ¢ D1, com ou sem IAA. Os
resultados sustentaram a hipotese de que a presenca do IAA permitiu a conservacao do
sémen na forma liquida por 5 a 6 dias sem perda do seu poder de fecundagdo. A
congelagdo do sémen do varrdo precisa de maiores estudos para o desenvolvimento de
uma técnica de maior que apresente uma melhor qualidade apés a descongelagdo. As
caracteristicas de vigor foram avaliadas ap6s 5 minutos e 2 horas de incubag@o do sémen
em banho maria a 39 °C. Duas concentracdes do IAA foram testadas: 10 e 100ng/mL. Os
maiores valores de vigor ap6s Smin de incubagao foram obtidos com a dose de 100ng/mL
(2,7 vs 2,3 do testemunho; p<0,05). Com relagdo a motilidade, no testemunho e mesmo
tempo de incubagdo, o IAA obteve 29,7% vs 26,21% (p<0,05), respectivamente. Os
melhores resultados de morfologia, foram obtidos com o IAA adicionado ao diluente de
congelagdo a temperatura de 30 °C, e no diluente de descongelacdo. Apos o tratamento
com Régumate, as leitoas foram inseminadas 2x / cio com intervalo de 12 horas e com o
IAA (100ng/mL) adicionado ao diluente. Fémeas gestantes (%) aos 30 dias apos a IA,
obtiveram 63% com o uso do TAA vs 48% com o uso apenas do BTS (p>0,05). As
melhores taxas de fertilidade foram obtidas quando o IAA foi adicionado ao diluente a
30 °C e ap6s a descongelagdo. A adigdo de um composto de origem vegetal (IAA),
extraido da agua de coco, permitiu uma melhoria dos parametros reprodutivos do s€émen
do varrao.

Palavras-chave: Agua de coco; fémea suina; diluente; fertilidade; conservacao.
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ABSTRACT

In order to prolong the conservation time of boar ejaculate at 15 °C, for artificial
insemination (Al), the effect of 3-indole acetic acid (IAA), identified in the endosperm of
Cocos nucifera (coconut water) was studied with protective action for sperm (sptz). Two
concentrations of IAA (10 and 100ng/mL), added to Beltsville Extender (BTS), were
studied in vitro. Vigor, sperm motility and acrosomal integrity were studied during a
period of 6 or 13 days of storage at 15 °C. Analyzes were performed after 5 minutes and
3 hours of incubation at 39 °C. The effect of IAA was studied in vivo at a concentration
of 10ng/mL added to the BTS extender in female inseminations, twice per estrus: 1) on
the day of collection and on the following day (DO and D1); on the 5th and 6th day after
collection (D5 and D6). In DO and D1, the two groups of females (control and [AA) were
inseminated with 6 x10%sptz (3 x10%sptz in DO and D1), while in D5 and D6, the females
of the IAA group were inseminated with 6 x10%sptz (3 x10%sptz on D5 and D6). The
females of the control and IAA groups were inseminated with 12 x10°sptz (6 x10°sptz in
D5 and D6). No in vitro effect of IAA was observed on vigor and motility over a 6-day
period. However, IAA (10ng/mL) had a favorable effect on the percentage of live
spermatozoa with intact acrosome up to D13 (66% vs 54%; p<0.05). No drop in fertility
and prolificacy results was observed in sows inseminated with 12 x10°sptz, conserved
between 5 and 6 days, in relation to those inseminated with 6 x10°sptz, between days D0
and D1. The fertility and prolificacy of sows inseminated with 6 x10°sptz conserved for
5 to 6 days in the presence of IAA (10ng/mL) were the same as those of sows inseminated
with the same number of conserved cells between D0 and D1, with or without IAA. The
results supported the hypothesis that the presence of IAA allowed the conservation of
semen in liquid form for 5 to 6 days without loss of its fecundation power. The freezing
of boar semen needs further studies for the development of a larger technique that presents
a better quality after thawing. The vigor characteristics were evaluated after 5 minutes
and 2 hours of semen incubation in a water bath at 39 °C. Two IAA concentrations were
tested: 10 and 100ng/mL. The highest values of vigor after Smin of incubation were
obtained with the dose of 100ng/mL (2.7 vs 2.3 of the core; p<0.05). Regarding motility,
in the core and at the same time of incubation, the IAA obtained 29.7% vs 26.21%
(p<0.05), respectively. The best morphology results were obtained with the IAA added
to the freezing diluent at a temperature of 30 °C, and in the thawing diluent. After
treatment with Régumate, the gilts were inseminated 2x/estrus with an interval of 12 hour
and with the IAA (100ng/mL) added to the extender. Pregnant females (%) at 30 days
after Al, obtained 63% with the use of the IAA vs 48% with the use of the BTS alone
(p>0.05). The best fertility rates were obtained when TAA was added to the diluent at
30 °C and after thawing. The addition of a compound of vegetable origin (LAA),
extracted from coconut water, allowed an improvement in the reproductive parameters of
boar semen.

Keywords: Coconut water; female swine; diluent; fertility; conservation.
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INTRODUCAO GERAL

Foi no ano de 1932 que a primeira porca ¢ inseminada artificialmente por
Milovanov, na U.R.S.S. A partir dessa data, numerosas pesquisas sao desenvolvidas em
matéria de inseminacao artificial (IA) suina, na maioria dos paises do mundo. Em 1948,
o Japao se langou na pratica dessa técnica, mas somente apds 1955 que o método comegou
a ser empregado em paises como a Franga, a Gran Bretanha, os Paises Baixos e a Bélgica
(JONDET etal., 1971). No Brasil, a IA suina em escala comercial foi introduzida somente
a partir de 1975, encontrando boas condi¢des para sua implantagdo na regido sul. Os bons
resultados de fertilidade e as vantagens sanitarias e econdmicas, foram responsaveis pela
progressao da técnica junto aos criadores (SCHEID, 1992).

A espécie suina ocupa um lugar importante na Franca entre os diferentes
animais de produgdo. Até 1993, havia uma producdo de 2 milhdes de toneladas de
carcacas. Entretanto, a producdo de carne de porco era ainda insuficiente para satisfazer
a demanda dos consumidores, uma vez que a produgdo era deficitaria de cerca de 60 mil
toneladas, ou seja, perto de 3% das necessidades. Apos uma evolugao favoravel no curso
dos ultimos anos, a producao francesa ficou ligeiramente excedente a partir de 1994, mas
somente de 1,5% (INSTITUT TECHNIQUE DU PORC, 1995).

Durante os 30 primeiros anos, a insemina¢do artificial suina pouco se
desenvolveu na Franca: o numero de utilizagdo de sémen praticamente nao progrediu.
Cerca de 160.000 inseminagdes foram praticadas no ano de 1988. A partir de 1989, o
interesse dos criadores pela criacdo de racas cruzadas (mesticas) e o desenvolvimento de
centros de inseminagdo suina permitiu se dobrar a producao do niumero de doses de
sémen. Durante o ano de 1994, essa producdo chegou a um total de 2.600.00 doses de
sémen (INSTITUT TECHNIQUE DU PORC, 1995). Nesse mesmo ano, um total de
1.300.00 porcas foram inseminadas com uma dose de sémen. A maior parte dessa
produgdo (95%) ¢ enviada aos criadores pelos centros de producdo (THIBIER e
MALAFOSSE, 1992; INSTITUT TECHNIQUE DU PORC, 1995). A aplicacao desse
sémen, deve ser feita antes de 48 horas ap0s a coleta, efetuando-se duas inseminagdes por
cio e por fémea.

A inseminagao artificial oferece varias vantagens para a produgdo suinicola,
tais como: introducdo de material genético nas criagdes com um minimo de risco de
transmissdo de doencas; uma economia de lugar e de alimentacdo, visto que, o criador
terd um menor niumero de reprodutores em sua granja; um aumento da pressao de selecao
pela utilizagdo do sémen de machos superiores (SOLTI e WEKERLE, 1995) e um ganho
de tempo de trabalho para os criadores.

Com a utilizacdo da técnica da “criacdo em bandas”, a entrada no cio das
porcas ¢ agrupada em um periodo de alguns dias. O desenvolvimento de uma tecnologia
que permita uma longa conservacao do poder fecundante do sémen, pode facilitar a sua
utilizagdo em um grupo de fémeas apds o desmame. Essa possibilidade permite uma
utilizag@o racional dos reprodutores e a obtencdo de resultados melhores de fertilidade
com o uso da inseminagdo artificial (PAQUIGNON et al., 1982). A utilizagdo de um
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sémen 5 a 6 dias ap6s a coleta sem perda significativa de seu poder fecundante, permitira
uma melhor eficacia dos protocolos de coletas semanais dos machos. Dessa forma, as
fémeas em cio poderdo ser inseminadas com um sémen proveniente de um nimero menor
de coletas.

A conservagao do sémen na forma liquida, a temperatura de 15 °C, ¢ o método
mais largamente utilizado, sendo muito baixo o niumero de inseminagdes feitas com o
sémen congelado. Em 1984, Paquignon demonstrou que a conservagao do sémen entre
15 e 18 °C em um diluente, proporcionava ainda apds trés dias de conservagao, resultados
instdveis e insatisfatorios. Weitze (1990), fez um balanco de numerosos trabalhos
destinados a melhorar a qualidade dos diluentes, a fim de aumentar o tempo de estocagem
para mais de trés dias apods a coleta do sémen, mas os resultados obtidos eram ainda
limitados. Esse limite de tempo, restringe a conservacao do sémen do varrdo e limita a
utilizagdo da técnica de inseminacao artificial em uma maior escala.

A fertilidade do sémen suino conservado entre 15 e 18 °C, depende
principalmente de trés fatores: 1) A qualidade da origem do esperma ejaculado; 2) O
numero de espermatozoides utilizados por dose de inseminacdo; 3) A qualidade do
diluente utilizado (JOHNSON et al., 1988; WABERSKI et al., 1990).

Com relagdo ao meio diluente, numerosos sdo os trabalhos feitos com a
finalidade de desenvolver um diluente capaz de manter as caracteristicas de motilidade
dos espermatozoides dos mamiferos domésticos. Substincias como o calcio
(ROBERTSON et al., 1988), o leite desnatado (SCOBEY et al., 1995) e a gema de ovo
(PHILLIPS, 1939; SALISBURY et al., 1941; SCOBEY et al., 1995), foram utilizadas
sendo adicionadas ao diluente do s€émen de touro, carneiro € do homem, respectivamente.

A fémea, por sua influéncia sobre a quantidade e qualidade de ovoécitos, tem
um papel importante sobre a produtividade, entretanto, o0 macho tem também um papel
importante no sucesso da fecundacdo. Ja foi mostrado, com efeito, que o varrdo tem uma
influéncia direta sobre a fertilidade e o tamanho da leitegada que ele gerou (OLLIVIER
e LEGAULT, 1967; SWIERSTRA e DYCK, 1976; UZU, 1979). Essa influéncia adquire
uma importancia maior, gragas a pratica da inseminacao artificial que apresenta um certo
desenvolvimento com os suinos (PAQUIGNON et al., 1988). Um reprodutor pode
assegurar a fecundagdo de um grande numero de fémeas e dessa forma, o varrdo marca
consideravelmente a economia da producao pelo nivel de sua propria fecundidade sem
contar dos eventuais efeitos genéticos sobre a capacidade reprodutiva de seus
descendentes, mesmo sendo uma qualidade de baixa herdabilidade (du MESNIL du
BUISSON et al., 1974).

O dominio do poder de fecundacao dos espermatozoides ¢ primordial sob um
duplo ponto de vista: 1) Zootécnico = obter a melhor fertilidade possivel; 2) Cientifico =
contribuicdo dos mecanismos fisiologicos que contribuem para isso. Sob esses aspectos,
o varrdo, pelo tamanho de seus testiculos e epididimos, bem como pela sua importante
producdo espermatica, representa um modelo experimental muito importante
(PAQUIGNON, 1989). O varrao apresenta uma produ¢dao média diaria da ordem de 16
bilhdes de espermatozoides. Esse valor corresponde a uma producdo de 23 milhdes por
dia e por grama de testiculo, a um niimero médio de 15 bilhdes por ejaculado no caso,
onde os animais sao coletados todos os dias (THIBAULT ¢ LEVASSEUR, 1991).



20

O ejaculado ¢ formado por uma parte soélida, os espermatozoides, € uma parte
liquida, o plasma seminal, o qual é produzido pelas glandulas anexas do sistema genital.
Na espécie suina, um simples ejaculado pode apresentar um volume de 500mL,
constituido na maior parte pelo plasma seminal (MANN, 1964). O plasma seminal, por
seus numerosos componentes, de origem idnica, proteica e hormonal, confere ao
ejaculado suas principais qualidades. As concentragdes médias dos seus principais
componentes estdo apresentadas na Tabela O1.

Tabela 01: Concentracdo de componentes do plasma seminal do varrao.

COMPONENTES mM COMPONENTES Mg/100mL
Cloro 85-105 Nitrogénio total 613
Sodio 125-252 Fésforo inorganico 17
Potassio 17-46 Fésforo total 357
Calcio 1,5-4,6 Solucao acida de Fosforo 171
Magnésio 2,5-24 Fésforo lipidico 6
Acido Latico 2,2 Ergotionina 15,2
Acido Glutaminico 2,0 Acido ascérbico 3,5
Acido Citrico 2,6-10,4 Acido urico 3
Inositol 28 Nitrogénio nio proteico 22
Sorbitol 0,4 Uréia 5
Glicerilfosforilcolina 4,0 Amonia 1,5
Glicerofosfoinositol 0,26 Enxofre 16
Creatina 0,03
Frutose 0,5 CO2 (mL/100mL) 50
Glicose 0,06-0,3 Proteina (mg/mL) 30
Arginina 0,01
Ergotionina 0,7

Hormonios e Fatores de Crescimento: Inibina, melatonina, TGFa, TGFb, Endotelina,
LH, hCGbcore, prolactina, progesterona, IGF, IGF-BP2, IGF-BP5, IGF-1-BP, IGF-II-BP,
ANPF, calcitonina, NGF, GABA, PTH, IL-6, IL-8, IL-2 receptor soluvel, TRH.

(Fontes: MANN, 1964; KNOBIL e NEIL, 1993)

O poder fecundante se define como a aptidao do espermatozoide assegurar a
fecundacgao dos ovocitos e o desenvolvimento de embrides viaveis. Com a inseminagao
artificial, ela depende fortemente das técnicas utilizadas visando a conservagao dos
espermatozoides (POLGE, 1956; du MESNIL du BUISSON, 1957).

A determinacdo da qualidade do sémen suino, representa uma fase importante
e indispensavel da manipulacdo do ejaculado visando a inseminacgdo artificial. Ela permite
o controle da aptidao do varrdo a reproducao e constitui uma vantagem da técnica de [A
em relacdo a monta natural. Entretanto, a influéncia da qualidade do esperma sobre a
fertilidade ndo parece ser o unico fator de resultados positivos na criagao. Os resultados
de fertilidade dependem tanto do macho quanto da fémea, bem como de variaveis
externas: o criador, a condug¢ao da criagao, as instalagoes ¢ as condi¢cdes do meio ambiente
(MARTIN RILLO et al., 1994).

Os métodos rotineiros utilizados para a avaliagdo da qualidade do sémen estao
baseados nas andlises de certos parametros espermaticos (concentracdo, motilidade e
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morfologia) e no homem, também sobre certas caracteristicas do plasma seminal
(volume, cor e composi¢do quimica) (PAZ et al., 1977). Estes componentes importantes
do ejaculado dos mamiferos domésticos, tem uma acao sobre a motilidade espermatica.
Iwamoto et al. (1992), demonstraram que um fator inibidor da motilidade estava presente
no plasma seminal do touro e do homem. No varrdo, este fator esta presente, mas nao
impede a acdo estimulante do plasma seminal sobre os espermatozoides no oviduto da
porca (BRUTGANS, 1982). Ao contrario, a utilizagao do plasma seminal suino nos meios
de descongelacdo do sémen, obtém resultados de taxas de fertilidade mais elevadas
(EINARSSON et al., 1972). Pode-se supor que certos desses constituintes organicos ou/e
minerais, conferem ao plasma seminal certas fun¢des favoraveis.

Os trabalhos de Williams e Savage (1925), colocaram em evidéncia a
primeira relacdo entre a avaliagdo da qualidade do sémen do touro e os resultados de
fertilidade. Segundo Lagerlof (1934), uma porcentagem de células anormais superior a
18%, pode ter um efeito negativo sobre as taxas de fertilidade. A correlagdo entre a
qualidade do sémen e a fertilidade também foi estudada por Miiller (1968) em touros e
por Homonnai et al. (1980) no homem, verificando-se que um sémen tendo boas
caracteristicas de motilidade e morfologia era capaz de fecundar. Entretanto, em varrdes,
outros autores encontraram uma fraca correcdo, talvez nenhuma, entre a qualidade do
ejaculado e a fertilidade, mesmo por pardmetros tais como a motilidade e o nimero total
de anomalias espermaticas (GALLI e BOSISIO, 1988). Até o presente momento, ndo ha
uma defini¢do prévia e clara, referente a um sémen fértil, apesar de uma grande variedade
de testes de laboratorio (YAVETZ et al., 1995).

A congelacao permite conservar o sémen por um longo periodo. Entretanto,
a criopreservagao de espermatozoides do varrdo estd associada a uma redugdo dos
parametros de fertilidade, a danos a membrana apés descongelagdo, bem como a
resultados fracos de fertilidade (EVAN e McKENNA, 1986; BUHR, 1990). Até o
presente, nenhuma técnica é capaz de impedir alteracdes na membrana acrossomal e/ou a
redu¢do da motilidade apos a descongelagdo. Em relagdo ao sémen refrigerado, o
congelado apresenta uma queda de 30% no numero de espermatozoides com acrossoma
normal e de 50% ou mais, na porcentagem de espermatozoides moveiss (LARSSON,
1986).

Em trabalhos anteriores (TONIOLLI, 1990 e 1991), foi demonstrado que a
agua de coco utilizada como diluente do sémen do varrdo, apresentou uma agao
estimulante sobre os espermatozoides. O emprego de um diluente a base de 4gua de coco
ou de um extrato, deveria permitir um grande desenvolvimento da criacdo de suinos na
regido nordeste do Brasil. O fruto, Cocos nucifera, ¢ uma matéria prima abundante em
toda essa regido. Sua composicao pode ser vista na Tabela 02.

O momento ¢ o numero de inseminag¢des, em relacio ao momento de
ovulagdo na porca, podem influenciar os parametros de fertilidade na porca (EVANS e
McKENNA, 1986). A atencao dos pesquisadores foi direcionada a um certo numero de
caracteristicas reprodutivas nas fémeas, tendo-se em conta sua importancia sobre os
resultados das inseminagdes, em particular, com a utilizacdo do sémen congelado do
varrdio (BRUSSOW et al., 1990; SOEDE e KEMP, 1993; WABERSKI et al, 1994;
WEITZE et al., 1994 ¢ 1995; MARTINT-BOTTE et al., 1995; SOEDE et al., 1995a ¢
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1995b; WEITZE, 1995). Essas caracteristicas sao: o intervalo entre o desmame ¢ o inicio
do cio; a duragdo do cio; o intervalo entre o inicio do cio e a ovulagdo; e a duragdo da
ovulagao.

Tabela 02: Composi¢ao da dgua de coco (Cocus nucifera).

AMINO ACIDOS | ng/mL ACUCARES mg/mL
Aspartico 5.4 Sacarose 8,90
Glutamico 78,7 Glicose 2,46
Serina 65,8 Frutose 2,51
Glicina 13,9 VITAMINAS mg/mL
Asparagina 10,9 Acido nicotinico 0,64
Treonina 26,3 Acido pantoténico 0,52
Alanina 177,1 Biotina 0,02
Glutamina 13,4 Riboflavina 0,01
Lisina 22,5 Acido félico 0,003
Arginina 16,8 Tiamina tragos
Prolina 21,6 Piroxidina tragos
Valina 15,1 MINERAIS mg/100mL
Leucina 31,7 Potassio 312,0
Fenilalanina 10,2 Cloro 183,0
Tirosina 3,1 Sodio 105,0
Aminobutirico 68,8 Fésforo 37,0
Homoserina 5,2 Magnésio 30,0
Histidina tragos Enxofre 24,0
Metionina tragos Ferro 0,10
Hidroxiprolina tragos Cobre 0,04

HORMONIOS ng/mL Calcio tragos
Auxina 40,0

(Fonte: PERMANYER and PEREZ, 1989)

Os resultados apresentados nesse trabalho, tiveram por objetivos:

* Aprofundar os conhecimentos sobre a possibilidade de estimulacdo das
caracteristicas da motilidade espermatica do sémen in natura do varrdo in vitro,
conservado a uma temperatura de 15 °C, ap6s o terceiro dia pos coleta;

* Estudar o efeito de uma substancia de origem vegetal (IAA), extraida da agua de
coco (Cocus nucifera), sobre a conservagdo prolongada do sémen do varrdo a 15 °C;

* Melhorar a técnica de congelacdo do sémen do varrdo, visando sua utilizagdo na
inseminacdo artificial e associacdo as técnicas de dominio do conhecimento do cio nas
fémeas suinas.
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Capitulo 01

FATORES QUE INFLUENCIAM O
PODER FECUNDANTE DO
SEMEN REFRIGERADO DO VARRAO

I. INTRODUCAO

A inseminacdo artificial suina, se baseia na utilizagdo rotineira do sémen
diluido e conservado no maximo por trés dias apos a coleta, a uma temperatura de 15 °C.
O poder fecundante do ejaculado do varrdo pode ser preservado por um periodo de tempo
maior, entretanto apos o terceiro dia, a utilizacao de um ejaculado, assim conservado, nao
permite atender os niveis de fertilidade e prolificidade obtidos normalmente pela monta
natural (BARITEAU et al., 1977; STRZEZEK et al., 1979; PAQUIGNON et al., 1982 ¢
1987; PAQUIGNON, 1984; GALLI e BOSISIO, 1988; REVELL ¢ GLOSSOP, 1989;
SONE et al., 1992).

E possivel que os produtos do metabolismo dos espermatozoides, associados
a contaminag¢do do meio de conservagao por bactérias capazes de se desenvolver, apesar
da presenca de antibidticos, possam ter um papel importante na queda da qualidade do
sémen durante a sua conservagao (PAQUIGNON, 1984).

Assim sendo, necessario de faz o desenvolvimento de uma técnica simples e
confidvel, visando a preparacdo, a conservagao ¢ a utilizacdo do sémen do varrao durante
um tempo suficiente sem perda do seu poder de fecundagao (BARITEAU et al., 1977). A
conservagdo do esperma do varrdo ap6és o segundo dia de conservacao, deve permitir o
desenvolvimento da inseminacdo artificial suina em boas condi¢des técnicas
(PAQUIGNON et al., 1980), pelas quais um papel essencial ¢ desempenhado pelos meios
de diluigdo e conservagdo (PAQUIGNON et al., 1982; WEITZE, 1990).

Na inseminagao artificial suina, o diluente mais utilizado que proporciona os
melhores resultados de fertilidade e de prolificidade ¢ o diluente Beltsville Tawing
Solution (BTS, glicose = 37g; citrato Na,H,O = 6g; bicarbonato Na = 1,25g; EDTA =
1,25g; KCL = 0,3g e 4agua destilada = 1000mL (PAQUIGNON et al., 1987; JOHNSON
et al., 1988, BLICHFELDT et al., 1988; REED e CURNOK, 1991). Entretanto, a
utilizagdo desse meio esta igualmente limitada a alguns dias apos a coleta do sémen: a
partir do terceiro dia, a taxa de partos e o tamanho da leitegada diminuem (PAQUIGNON
et al., 1982) e os resultados de fertilidade ndo se apresentam mais economicamente
viaveis e satisfatdrio para os criadores.

Esses resultados, levam diferentes grupos a pesquisarem diferentes
substancias que possam apresentar um papel favordvel na manutengdo in vitro das
caracteristicas de motilidade dos espermatozoides, em vista de sua utilizagdo em
programas de inseminagao artificial (BARITEAU et al., 1977; SLAWETA et al., 1981,
PAQUIGNON et al., 1987 e 1988; GALLI e BOSISIO, 1988; SONE et al., 1992). Para
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os trabalhos de criacdo em “bandas”, o desenvolvimento dessa pratica depende da eficacia
da técnica utilizada para a conservacao das caracteristicas espermaticas do sémen e a
manuten¢do de seu poder fecundante (PAQUIGNON et al., 1982; BARITEAU et al.,
1984). A conservacao sobre uma duragdo equivalente a uma semana de trabalho (6 dias),
parece ser um objetivo pratico interessante sobre o qual foram concentradas nossas
experimentacoes.

Trabalhos brasileiros mostraram o efeito benéfico da adigao da 4gua de coco
ao diluente do sémen do bode e do varrao (TONIOLLI, 1989, 1990 e 1991) e do carneiro
(FREITAS e NUNES, 1994). Um efeito favoravel foi verificado in vitro sobre as
caracteristicas de motilidade espermatica; e in vivo sobre os pardmetros de fertilidade.
Um componente, que inicialmente foi denominado de JYP, foi identificado na
constitui¢do da dgua de coco, e que parece ao menos em parte, responsavel por efeitos
favoraveis desse meio sobre os espermatozoides (NUNES e COMBARNOUS, 1994). Na
sequéncia dos trabalhos, o JYP foi identificado como o &cido 3-indol acético (IAA), um
hormonio de origem vegetal, classificado como uma auxina. Por esse motivo ¢ que nos
procuramos descobrir se esse produto, pode igualmente ser eficaz quando adicionado ao
diluente BTS, visando a conservacao do s€men do varrao.

Esse trabalho teve por objetivo, estudar em um primeiro momento, o interesse
potencial do IAA, observando in vitro, as caracteristicas de motilidade e a morfologia dos
espermatozoides, bem como os resultados de fertilidade e de prolificidade de fémeas
suinas inseminadas. Foi também mensurado o efeito da adigdo de algumas substancias,
reputadas como favoraveis, quando adicionados ao diluente do s€men do varrdo, sobre a
conservagao in vitro dos espermatozoides, com o intuito de prolongar o seu poder de
fecundacao apds o terceiro dia de conservagao apos a coleta do sémen. Na sequéncia, sera
apresentado os efeitos desse mesmo produto sobre o s€émen congelado. Nesse primeiro
capitulo, serdo reportados os resultados in vitro, da avaliagdo da motilidade espermatica
e da morfologia dos espermatozoides.

II. MATERIAL E METODOS

II. 1. CONSERVACAO DO SEMEN REFRIGERADO:
ESTUDO IN VITRO

01. Animais e tratamentos dos ejaculados

Os machos utilizados nesse trabalho, encontravam-se em servigo regular (na
média, uma coleta de sémen por semana) na Estagdo Experimental de Inseminacao
Artificial (SEIA), do Instituto Nacional da Pesquisa Agropecuaria (INRA-SEIA), situado
na cidade de Rouill¢, Franca. Todos os ejaculados utilizados, apresentavam a qualidade
exigida para a sua utilizagdo em protocolos de inseminagdo artificial, com relacdo as
caracteristicas de motilidade espermatica: vigor espermdtico (>3,0); porcentagem de
espermatozoides moveis (=75%) e anormalidades morfologicas totais (<40%). Apds a
coleta, o ejaculado total era filtrado sobre uma camada tripla de gaze.
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Ap0s a coleta e os controles de qualidade, cada ejaculado era repartido, com
a finalidade de que uma frag¢ao fosse diluida com o diluente BTS (tratamento controle),
adicionado ou ndo de uma substancia a ser testada. Em toda experimentagdo (in vitro € in
vivo), o sémen foi utilizado na concentragio de 35 x10%sptz/mL, correspondendo a uma
dose de sémen com 3 x10%sptz, em um total de 90mL de diluente, utilizado na
inseminacao artificial. As andlises foram feitas a partir de aliquotas de 3mL de amostras
de sémen tratado dessa forma descrita. As amostras foram colocadas dentro de tubos de
ensaio com capacidade para SmL e conservadas durante 6 dias a uma temperatura de 15
°C, até o momento de sua observacao e analises.

O efeito dos tratamentos foi mensurado por estimativa em microscopio
optico: 1) o vigor espermatico (notas em uma escala de 2 ponto, indo de 0 a 5); 2) a
porcentagem de espermatozoides moveis (escala de 0 a 100%).

As analises foram realizadas sobre cada um dos ejaculados, a cada dia de
conservagao do sémen e dentro de cada tratamento até D6 (dia 6), sendo JO, o dia da
coleta. As observacdes foram realizadas apds 5 minutos e 3 horas de incubagao do s€émen
a 39 °C. Esse periodo de incubagao foi escolhido, tomando-se como hipdtese, que quando
da inseminagao artificial, o sémen chega a essa temperatura o mais tarde, 5 minutos apds
sua deposi¢do no trato genital feminino, bem como os espermatozoides migram até as
trompas uterinas, dentro de um periodo em torno de 3 horas.

Para as inseminagdes artificiais, as doses de sémen, sdo preparadas e
estocadas no Laboratério de Reprodugdo Suina (SEIA, Rouillé). Apds sua diluigado, as
doses de s€émen (90mL) sdo conservadas a uma temperatura de 15 °C.

02. Teste de Termorresisténcia

O teste de termorresisténcia, consiste em uma incubagao do s€émen apos sua
dilui¢do, e manuten¢do do mesmo em banho maria a 39 °C. A cada dia de conservagao
do sémen, as caracteristicas de vigor espermatico das amostras foram analisadas apos 5
minutos e 3 horas de incubacdo. Apos cada incubagdo, uma gota de sémen (15uL) era
colocada entre lamina e laminula, visando sua observa¢do ao microscopio Optico em
contraste de fase (130x). As avaliagdes eram feitas “as cegas”, de forma que o observador
ignore a identidade das amostras que eram apresentadas em codigos.

Antes de cada leitura, os tubos de ensaio, onde se encontram as amostras, sao
agitados, com a finalidade de homogeneizar a mistura diluente/s€émen. Para cada amostra,
ao menos trés campos de microscopio eram analisados com a finalidade de se avaliar a
motilidade espermatica.

2.1. Classifica¢do do vigor espermatico

Para o vigor, a andlise ¢ individual, e em cada campo de microscopio, sao
avaliadas umas cinquenta células escolhidas ao acaso. Essa classifica¢do corresponde a
um grupo de caracteristicas para cada nota inteira. Os valores intermediarios sdo dados
quando as caracteristicas espermaticas sao intermedidrias aquelas de duas notas inteiras
consecutivas que a enquadram. As caracteristicas utilizadas para a classificacao do vigor
espermatico dos espermatozoides do varrao sdo as seguintes (Tabela 03):
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Tabela 03: Classificacdo da motilidade individual dos espermatozoides do varrdo, de
acordo com o vigor espermatico, o deslocamento e os tipos de movimentos.

Notas Caracteristicas da Classificacio

0,0 Espermatozoides totalmente imoveis;

1,0 | Deslocamento muito lento ou sem deslocamento; tremor do espermatozoide e fracas
oscilacdes do flagelo de eficacia nula;

2,0 | Deslocamento com movimentos circulares fracos e desorganizados com tremores
sem sair do campo do microscopio; alguns espermatozoides se deslocam mais
rapidamente. Oscilagdes fracas do flagelo;

3,0 | Deslocamentos curvilineos dos espermatozoides sem tremores € com um raio bem
mais importante. Os espermatozoides comegam a sair do campo do microscopio.
Oscilagoes intensas do flagelo;

4,0 | Deslocamento rapido de algumas células com uma trajetoria retilinea. Trajetoria
circular de outros espermatozoides com saida do campo do microscopio. Oscilagoes
fortes do flagelo;

5,0 | Deslocamentos muito rapidos e retilineos (flechante) dos espermatozoides que saem
do campo do microscopio. Oscilagcdes muito fortes do flagelo.

(A) (B) (C) Movimentos
Notas | Deslocamento | Vigor Nio Progressivo Progressivo
Rotativo | Circular | Circular | Retilineo | Flechante

0,0 - -

0,5 - + *

1,0 + + *

1,5 + + *

2,0 ++ + *

2,5 o+ - *

3,0 ot o+ * *

3,5 +++ +++ *

4,0 ++++ +++ *

4,5 ++++ ++++ * *

5,0 FHt++ ++++ * *

(A) Deslocamento

Presente (+), ausente (-), presente em um pequeno numero de
espermatozoides com ligeiro movimento (£). A classificacdo varia de 1
a 5 cruzes, segundo a velocidade de deslocamento.

(B) Vigor E a frequéncia de batimentos do flagelo, classificado de zero (-) a quatro
cruzes.

(C) Movimentos A presenca de um (*) indica o tipo de movimento efetuado pelo
espermatozoide.

Tipos de Movimentos

Rotativo Movimentos de rotacdo sobre si mesmo, sem deslocamento.

Circular Movimentos restritos a um circulo com raio pequeno (sem
deslocamento) ou com raio grande (com deslocamento).

Retilineo Movimentos em linha reta.

Flechante Movimentos em linha reta e rapidos.

(Fonte: TONIOLLI, 1996)
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2.2. Classificacdo da motilidade espermatica (% espermatozoides moveis)

Para a motilidade espermatica, também conhecida por porcentagem de células
moveis, a avaliagdo de cada campo de microscépio € global. Se considera para as analises
o numero de células moveis em relacdo ao numero total de células de cada campo de
microscopio analisado. Para o valor final da avaliagdo dessa caracteristica, em
porcentagem, deve-se levar em consideragdo as caracteristicas celulares de motilidade
predominantes, dentro de cada campo de microscopio visualizado. Devem ser analisados
ao menos trés campos, através da movimenta¢do da lamina feita com o charriau do
microscopio.

03. Adicao de substancias ao sémen diluido

As diferentes substancias testadas sdo adicionadas ao diluente BTS, antes da
diluicao do sémen (ejaculado).

3.1. O acido 3-indol acético (IAA)

3.1.1. A origem do IAA

A molécula do IAA, é utilizada nesse trabalho na sua forma sintética
(Sociedade Andrich). Ela tem um peso molecular de 175 e sua férmula quimica ¢ a
seguinte (Figura 01):

Figura 01: Estrutura quimica da molécula do 4cido 3-indol acético.

CH,
\ COOH

(Fonte: THIMANN, 1936)

3.1.2. Concentraciao do IAA

Em um primeiro momento, serdo utilizadas duas concentragdes diferentes do
IAA, a fim de uma comparacao dos resultados. As concentragdes finais utilizadas foram
as seguintes: 10ng/mL (5,7 x10® M) e 100ng/mL (5,7 x10”7 M). Uma solugdo mie de
IAA (Img/mL) em etanol, ¢ utilizada para a preparagcdo das solugdes diluidas no BTS
(diluente controle). Dessa forma, a concentracao final do etanol ndo passara de a/10.000
v/v. A solucdo mae ¢ conservada a -20 °C e no escuro, no maximo por 30 dias, uma vez
que nao foi estudada sua estabilidade ap6s um més de conservagdo dessa forma. Para esse
experimento, um total de 59 machos e 109 ejaculados (valores médios: volume =313mL;
concentracio = 335 x10%ptz/mL; porcentagem de células moveis = 85%), foram
utilizados.
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3.2. Cloreto de calcio (CaCl2)

Foi testado o efeito do calcio sobre a conservacgao in vitro do sémen do varrao
a 15 °C durante um periodo de 6 dias. O sal de cloreto foi escolhido devido ao fato de que
nessa forma o célcio apresenta uma boa estabilidade e nao precipita dentro do meio
diluente. O sémen de 15 machos (1 ejaculado/macho) foi coletado e diluido no BTS,
adicionado ou ndo do calcio. Os ejaculados apresentaram os seguintes valores médios:
volume = 295mL; concentragio = 280 x10%sptz/mL; porcentagem de espermatozoides
moveis = 85%. O diluente BTS, sem a adi¢ao do calcio, serviu de tratamento controle.
Um total de quatro diferentes concentracdes de calcio foram estudadas: 01) 0,014mM;
02) 0,41mM; 03) 4,1mM e 04) 41mM.

3.3. Ac¢ao do calcio sobre os espermatozoides

A concentragdo de 4,ImM foi escolhida para ser utilizada na sequéncia do
trabalho, pelo fato de que, nos testes preliminares, foi nessa concentracdo de calcio
adicionada ao diluente BTS, que se conseguiu os melhores resultados da motilidade
espermatica. Para os testes da interagdo IAA/Ca™, o TAA foi testado na concentragio
final de 100ng/mL dentro do diluente BTS. Um total de 15 reprodutores (1 ejaculado /
macho) com os seguintes valores médios: volume = 333mL; concentragdo = 343
x10%sptz/mL; porcentagem de espermatozoides moveis = 85%, foram utilizados nesse
experimento, no qual foi constituido 4 tratamentos (Tabela 04):

Tabela 04: Adicao de calcio e de IAA no diluente BTS.

Lotes Diluentes Explicacao
1 BTS Tratamento controle de referéncia
2 BTS + IAA (100ng/mL) Adigdo do IAA a 100ng/mL
3 BTS + Ca*™ Lote 1 adicionado de célcio a 4,1mM
4 BTS + Ca*™ + IAA (100ng/mL) | Lote 2 adicionado de célcio a 4,1mM

04. Plasma Seminal

Foi estudado in vitro o efeito da concentracdo do plasma seminal sobre a
conservacao do s€émen do varrdo, a volume constante, conservado a 15 °C durante 6 dias
(DO a D6).

Apos a coleta do sémen, o plasma seminal de cada ejaculado ¢ substituido por
um certo volume de uma mistura (pool) de plasmas seminais, provenientes de outros
reprodutores ndo participantes desse trabalho de pesquisa e em seguida diluido em BTS.
Essa pratica, permiti distinguir o efeito do plasma seminal de um eventual efeito
individual.

4.1. Utilizacao do plasma seminal em diferentes concentracoes

Um total de 20 varrdes foram utilizados para esse trabalho (1
ejaculado/macho — valores médios: volume = 297mL; concentragio = 340 x10°sptz/mL;
porcentagem de espermatozoides moveis = 85%). O objetivo foi de verificar a qual
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concentragdo de plasma seminal, sdo obtidos os melhores resultados de motilidade
espermatica. O volume total de cada lote, foi repartido em aliquotas de 3mL (35
x10%sptz/mL), conservadas a temperatura de 15 °C, de forma a poderem ser observadas e
avaliadas até o sexto dia de conservagao do ejaculado.

A cada dia, até D6, um tubo de cada lote (tratamento), ¢ colocado em bando
maria a 39 °C, visando a avalia¢ao dos parametros de motilidade espermatica. Os tubos
sao agrupados a cada 5 por vez, dentro do banho maria, para permitir uma diferenca de
no maximo 5 minutos entre cada leitura e avaliagdo. Foram assim preparados 6 lotes por
ejaculado com concentragdes diferentes de plasma seminal (Tabela 05):

Tabela 05: Formagao dos lotes (tratamentos) de acordo com as diferentes concentragdes
do plasma seminal a uma concentragdo fixa de 35 x10°sptz/mL.

Lotes Volume Volume Plasma Concentracio do
BTS (mL) Seminal (mL) Plasma Seminal
1 12,25 12,25 172
2 19,60 4,90 1/5
3 22,05 2,45 1/10
4 23,27 1,23 1/20
5 23,69 0,81 1/30
6 24,26 0,24 1/100

4.2. Ac¢ao do plasma seminal (PS)

Apoiado na base da experimentacdo precedente, a concentragdo do plasma
seminal a 1/10 dentro do diluente BTS, foi escolhida por ter sido comparada a trés lotes
formados com a seguinte conformacao:

01 = Sémen puro, reconstituido pela adi¢do do plasma seminal em quantidade que
recompde o volume de origem,;

02 = BTS sem plasma seminal;

03 = BTS + IAA (100ng/mL) sem plasma seminal.

Para esse experimento, 34 machos e 48 ejaculados (valores médios: volume
= 292mL; concentragdo = 340 x10°sptz/mL; porcentagem de espermatozoides moveis =
85%) foram utilizados. Os diferentes lotes (tratamentos) foram formados segundo o
esquema a seguir na Tabela 06.

A dilui¢do do PS escolhida foi a de 1/10, pelas razdes seguintes:

01. Os resultados obtidos com essa diluicdo, ndo diferiram significativamente dos
observados com as dilui¢des 1/5 e 1/20 (veja resultados 1.3.1; Figura 06 — estudo
prévio);

02. Essa dilui¢@o ¢ a mais frequente em um Centro de produgdo de sémen, para se obter
a concentracao final desejada de espermatozoides;

03. Pela facilidade pratica de manipulagao.
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Tabela 06: Formacao dos diferentes lotes (tratamentos) de acordo com o efeito do plasma
seminal (1/10) a uma concentragio fixa de 35 x10%sptz/mL.

Concentracao | Volume Volume
Lotes | Diluentes do Plasma Diluente Plasma
Seminal (mL) Seminal (mL)
1 Sémen puro Puro ¥ 24,5
2 BTS Sem PS 24,5 -k
3 BTS + IAA Sem PS 24,5 ko
4 BTS + P.S. 1/10 22,05 2,45

4.3. Acao de proteinas de origens diversas

A agdo especifica do plasma seminal sobre a motilidade espermatica foi
verificada através da substituicdo por outras proteinas. Com essa finalidade, o ejaculado
de 13 reprodutores (1 ejaculado/macho; valores médios: volume = 282mL; concentragao
= 334 x10%sptz/mL; porcentagem de espermatozoides méveis = 85%) foi centrifugado.
Apobs a retirado do sobrenadante, as proteinas adicionadas ao diluente BTS, sao
misturados a papa de espermatozoides no lugar do plasma seminal. Trés proteinas
diferentes foram utilizadas:

01. A albumina sérica bovina (BSA);

02. O leite desnatado de vaca (muito utilizado para conservagao de espermatozoides de
outras espécies animais);

03. A transferrina extraida do soro ovino (Tf) (marcador da fung¢ao sertoliana).

O lote (tratamento) controle foi formado pelo plasma seminal diluido a 1/10
no diluente BTS. Todos os lotes tinham a mesma concentracdo de proteinas e foram
formados segundo o esquema abaixo (Tabela 07):

Tabela 07: Diferentes tipos de proteinas (1/10) visando verificar seus efeitos sobre o
espermatozoide supino, com o sémen a uma concentragio fixa de 35 x10° sptz/mL.

Volume Volume Concentracao
Lotes | Proteinas | Diluente (mL) | proteina (mL) da Proteina
1 P.S. 22,05 2,45 1/10
2 BSA 22,05 2,45 1/10
3 Lait 22,05 2,45 1/10
4 Tf 22,05 2,45 1/10

4.4. Fracoes ativas do plasma seminal

4.4.1. Extracio das fragoes ativas

Doze mililitros de plasma seminal foram centrifugados (5000rpm, durante 30
segundos), com a finalidade de se eliminar as suspensdes celulares restantes. Uma
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separagdo das fracdes (Figura 02), para verificar a presenga de uma possivel agao de cada
uma delas sobre a motilidade dos espermatozoides, foi realizada por uma passagem do
plasma seminal por uma coluna de 85 x 2,5cm de Sefacryl S-200 (Pharmacia).

Figura 02: Extracdo das fragdes ativas do plasma seminal.
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O bicarbonato de amoénio (50mM, pH 8,1) foi utilizado como um eluente e o
débito de filtragdo foi de SmL/cm? (25mL/hora). O eluente foi recuperado pela fragio de
5,8mL.

4.4.2. Formacao dos lotes (tratamentos)

A Figura 02 mostra o perfil de elui¢cdo do plasma seminal sobre a coluna de
Sephacryl. As seis fracdes numeradas de I a VI, foram coletadas, entretanto, somente
aquelas correspondentes aos picos foram consideradas para o trabalho (I, PM >100.000;
IIIe IV, PM =entre 40.000 ¢ 70.000; VI, PM >5.000), com a finalidade de serem testadas.
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O volume de cada uma dessas fracdes foi de em torno de 30mL. Assim sendo, se o produto
ativo presente nos 12mL iniciais do plasma se encontrar dentro de alguma dessas fragoes,
ele sera diluido 2,5 vezes em relagdo ao inicio. Por conta disso, cada fracao foi diluida
quatro vezes para poder ser comparada ao plasma seminal diluido 10 vezes.

No presente estudo, 5 machos foram coletados (1 ejaculado/macho; valores
médios: volume = 305mL; concentragio = 370 x10%sptz/mL; porcentagem de
espermatozoides moveis = 85%). Os lotes experimentais foram assim formados, e
apresentados na Tabela 08 abaixo:

Tabela 08: Diferentes tratamentos visando testar as fragdes ativas do plasma seminal com
o sémen a uma concentracio fixa de 35 x10%sptz/mL.

Volume Volume Concentracio
Lotes | Proteinas BTS Fracoes Plasma Seminal
(mL) (mL) e Fracoes
1 P.S. 21,6 2,4 1/10
2 Fracao 1 18,0 6,0 1/4
3 Fracgao 111 18,0 6,0 1/4
4 Fracao IV 18,0 6,0 1/4
5 Fracao VI 18,0 6,0 1/4

05. Morfologia dos espermatozoides

Com relagdo a andlise morfologica, os esfregacos espermaticos foram feitos
todos os dias ap6s 5 minutos de aquecimento das amostras (codificadas) a 39 °C. As
amostras foram coradas com vermelho congo segundo a técnica de Kovacs et Foote
(1992). Essa técnica se baseia no principio de permeabilidade da membrana do
espermatozoide. Uma vez que a integridade da membrana ndo pode ser mais assegurada,
0 corante penetra na cabec¢a do espermatozoide que fica mais ou menos colorida. A
coloragdo das partes anteriores e posteriores da cabeca e o aspecto do cromossoma sao
levados em consideracdo. As observagdes sdo feitas a luz da microscopia Optica no
aumento de 800x, analisando-se um total de 300 células por ldmina. As diferentes
categorias sdo classificadas conforme colocado na Tabela 09:

Tabela 09: Classificacdo do espermatozoide como vivo/morto e acrossoma
normal/danificado, segundo colora¢do com vermelho congo da cabeca espermatica.

Categoria Sptz Acrossoma Cabeca Coloracao
Normal Anterior | Violeta
Vivos Posterior | Branco / Rosa claro
Danificado Anterior | Azul claro / escuro, cinza

Posterior | claro Branco / Rosa claro

Mortos Normal / Danificado | Posterior | Preto ou cinza escuro
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5.1. Analise morfologica

Um total de 45 machos (1 ejaculado/macho) foram utilizados para essas
analises. ApoOs a coleta, cada ejaculado foi dividido a fim de que uma fragao fosse diluida
dentro de cada diluente testado, formando um total de trés lotes de tratamentos conforme
colocado abaixo:

01. Tratamento 01 = BTS;
02. Tratamento 02 = BTS + [AA a 10ng/mL (10);
03. Tratamento 03 = BTS + IAA a 100ng/mL (100).

Cada fracao foi repartida em aliquotas de 3,0mL e em seguida estocadas a
temperatura de 15 °C até os momentos de observacdo (andlise) que serdo feitas nos
seguintes dias: o primeiro em D1; o quinto em D5 e o décimo terceiro em D13, apds o
inicio da experimentagdo. O efeito dos tratamentos sera apreciado pela avaliacdo da
morfologia avaliada nas amostras de 30mL de cada um dos ejaculados, nos trés momentos
estipulados acima e para cada um dos tratamentos (BTS e BTS + IAA). O dia de coleta
do sémen foi considerado como o DO.

06. Analise Estatistica

Os resultados de fertilidade e de prolificidade foram apresentados sob a forma
de tabelas e analisados por comparacao de distribuicdo de frequéncias (Teste de Students
e Teste do X corrigido).

Os resultados foram expressos pelas médias e desvio padrdo para cada
tratamento. As analises das diferencgas entre as médias foram feitas através de analise de
variancia multifatorial no experimento in vitro com a ajuda do programa de computacao
SYSTAT (versao — 1994).

A analise de variancia foi determinada pela seguinte equagao:

Yijk =+ ai + By + 3k + (af)ij + (ad)ik + (Bd)j1 + (afd)ijk + E it (n;0;67)

Y = varidvel

u = média geral

a = efeito diluente

B = efeito dia de conservacao
0 = efeito tempo de incubacao
6° = variancia residual

II. 2. INSEMINACAO ARTIFICIAL COM O SEMEN REFRIGERADO

01. Diluentes e formacao dos lotes (tratamentos)

Os ejaculados foram repartidos em doses para serem utilizados segundo a
técnica dos “ejaculados divididos” dentro de cada tratamento. Os diluentes testados foram
o BTS (controle) e o BTS adicionado do IAA na concentragdo final de 10ng/mL. As
fémeas utilizadas nesse experimento foram majoritariamente multiparas (com 8,5% de
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nuliparas), divididas de forma equilibrada dentro dos 5 lotes de tratamento. O esquema
de formacao dos lotes de inseminaga@o esta apresentado na Tabela 10.

Tabela 10: Lotes de inseminagao artificial, sémen refrigerado, de acordo com o diluente,
dia / dose de TA e nimero de espermatozoides.

Lotes Diluente Dias de IA | Dose de IA/ Volume | N°de Sptz
1 BTS DO e D1 Simples / 90mL 3 x10% sptz/IA
2 BTS + IAA DO e D1 Simples / 90mL 3 x10% sptz/IA
3 BTS + IAA D5 e D6 Simples / 90mL 3 x10% sptz/IA
4 BTS + IAA D5 e D6 Dupla / 90mL 6 x10° sptz/IA
5 | BTS D5 e D6 Dupla / 90mL 6 x10° sptz/IA

02. Aplicacao das doses de sémen (IA)

Foram realizadas duas insemina¢des por cio, a razdo de uma concentragcao
espermatica de 3 x10’sptz ou a 6 x10%sptz cada uma, com um intervalo de 24 horas, sendo
o primeiro dia de inseminagdo, D0 e D5 e o segundo, foi o dia seguinte, D1 e D6. O dia
da coleta do sémen, foi considerado o DO. Uma bisnaga pléastica com capacidade para
90mL (35 x10%sptz/mL) foi utilizada para as inseminagdes simples e duas bisnagas para
as com dose dupla. Os parametros de fertilidade foram expressos pela porcentagem de
partos e a prolificidade pelo niimero total de leitdes nascidos por barrigada, bem como
pelo nimero de leitdes nascidos vivos.

03. Pesquisa de cio

A detecgdo de cio das fémeas foi feita com a ajuda de um macho bem como
pelo teste da monta feita na fémea pelo tratador (homem). Esses dois procedimentos
(controle de cio) eram feitos duas vezes por dia, sendo uma de manha cedo e a outra na
parte da tarde apds as 16 horas. Todos os controles foram registrados, visando o célculo
da duragdo do estro. Visando a utilizacdo do sémen congelado, a detec¢dao do cio das
fémeas foi feita trés vezes por dia, em horarios precisos: 7 horas, 12 horas e 18 horas. Os
controles foram feitos todos os dias da semana, e parados (o mais breve possivel) apos
duas observagdes negativas, indicando o fim do cio. Todos os controles foram registrados
visando o calculo da duragao do cio. As observagoes de cio foram feitas baseadas nas
seguintes caracteristicas (Tabela 11).

Tabela 11: Caracteristicas consideradas, nas marras para a avaliacdo da pesquisa de cio.

Positiva (+) A fémea apresentava sinais externos evidentes de cio: orelhas voltadas
para tras; vulva edemaciada; tentava montar em outra porca ou imével na
presenca de um macho bem como quando montada pelo tratador.

Duvidosa () | A fémea apresenta sinais externos de cio, entretanto se locomove e ndo
aceita a presenca e intervengdo do macho e do tratador.

Negativa (-) A fémea ndo apresenta nenhum sintoma externo de cio, refuga e foge
sistematicamente da aproximagdo do macho ou do tratador.
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III. RESULTADOS

III. 1. CONSERVACAO DO SEMEN REFRIGERADO:
ESTUDO IN VITRO

01. Mobilidade espermatica: vigor e motilidade espermatica

1.1. Acao do TAA

O TAA nas concentracdes de 10 e 100ng/mL ndo apresentou nenhum efeito
significativo (p>0,05) sobre o vigor ¢ a motilidade espermatica durante os 6 dias de
conservagdo do sémen a 15 °C (Figura 03). Durante a estocagem do ejaculado em um
periodo de 5 a 6 dias, os parametros de mobilidade espermatica entre DO e D6, a 5 minutos
de incubacao, apresentaram um fraco decréscimo, com a presenga ou nao do IAA dentro
do diluente BTS. Esse efeito ndo significativo, foi visto nas duas caracteristicas estudadas.

Figura 03: Efeito do 4cido 3-indol acético (IAA) durante um periodo de conservacao de
6 dias, sobre as caracteristicas da mobilidade espermatica, apds 5 minutos e 3 horas de
incubacao do sémen a 39 °C.
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Até D4, a motilidade espermatica apos 5 minutos de incubagdo a 39 °C, variou
entre 70 e 80%, com um vigor com valores entre 2,5 e 3,0. Nos dias 5 e 6 de conservagao,
uma queda dos dois parametros avaliados foi observada, até valores de 50 e 60%
(motilidade) e 2,0 a 2,5 (vigor).

Os resultados obtidos com a concentragao de 100ng/mL de IAA adicionada
ao diluente BTS, apresentaram na média uma ligeira superioridade (ndo significativa)
para os dois parametros estudados, aos 5 minutos de incubagao.

Com relagdo a porcentagem de espermatozoides moveis (motilidade), a dose
de IAA a 10ng/mL apresentou valores médios superiores em relagdo aos resultados com
autilizacdo do BTS sozinho (controle), bem como aos resultados com o IAA a 100ng/mL,
mas somente ap6s 3 horas de incubagdo e até o quinto dia (D0) de conservacdo do
ejaculado. Entretanto, essas diferencas, ndo foram estatisticamente diferentes (p>0,05).

1.2. Acao do calcio (CaCl»)

A agdo do célcio sobre a mobilidade espermatica foi testada, em um primeiro
momento, estudando-se os efeitos de diferentes concentracdes do CaCl,. Em seguida,
apenas uma concentragdo foi utilizada, aquela que apresentou os resultados mais
favoraveis durante a pré-experimentacao, para ser adicionada ao BTS e ao BTS + [AA,
na sequéncia do trabalho.

1.2.1. Efeito das concentracoes crescentes de CaClz

Exceto para a motilidade a 3 horas de incubagdo, entre DO e D3, os efeitos
mais evidentes sobre a mobilidade espermatica, foram observados quando utilizado o
calcio na concentracdo de 4,1mM. As diferengas entre os tratamentos e entre os dias de
conservagdo foram muito significativas (p=107).

Aos cinco minutos de incubacdo e para as duas caracteristicas analisadas
(vigor e motilidade), os valores entre os diferentes tratamentos ficaram proéximos até o
segundo dia de conservacao (D2). Apos 3 horas de incubagdo, dentro do mesmo periodo
(D1 a D3), as concentracdes de CaCl» a 4,1 e 41mM, apresentaram resultados para essas
duas caracteristicas superiores aos encontrados nas outras concentragdes. A partir de D4,
as diferencas foram mais importantes com um efeito significativamente favoravel a
concentracao de 4,1mM.

Por outro lado, se a concentracdo de 41mM parece as vezes apresentar
resultados superiores aos obtidos com 4mM, isso ¢ verdadeiro até o terceiro dia de
conservagao, uma vez que a partir do quarto dia (D4), uma forte queda das caracteristicas
espermaticas ¢ observada: mais de 80% dos espermatozoides ndo estdo mais moveis
(Figura 04).

Os resultados da andlise de varidncia mostraram que, respectivamente 46 a
51% das variagdes totais do vigor e da motilidade espermatica, foram explicadas pelos
efeitos do diluente, do dia, da incubagao e as interagdes duplas e triplas. O restante, 54 a
49% foram devidos a fatores ndo controlados no experimento.
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Figura 04: Efeito da concentragdo de célcio (CaCly) adicionado ao diluente BTS, sobre
as caracteristicas da mobilidade espermatica, apds 5 minutos e 3 horas de incubagao do

sémen a 39 °C.
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1.2.2. Interag¢ao do IAA com o CaCl:

Nesse experimento, a adi¢ao do célcio a concentragao de 4,ImM no meio de
conservagao (diluente), ndo pareceu estimular as caracteristicas de mobilidade
espermatica, exceto para a porcentagem de moveis apds 3 horas de incubagdo. Aos 5
minutos de incubagao, os valores do vigor e da motilidade, com ou sem a adi¢ao do célcio,
ficaram muito proximos durante todo o periodo de conservagdo do sémen. Globalmente
os valores de mobilidade com o diluente BTS na presenga do célcio ficaram acima dos
resultados do tratamento controle.

Interessante a se dizer que, apos 4 dias, em qualquer tempo de incubacao, as
caracteristicas espermaticas diminuiram quando o cloreto de calcio e o TAA se
encontravam juntos dentro do diluente. Esta afirmativa se apresentou significativa aos
cinco minutos, mas ndo apos 3 horas de incubagdo: a porcentagem de espermatozoides
moveis caiu de 80 para 40% e o vigor espermatico de 3,0 para 2,0 (p<0,05). Apds 3 horas
de incubacdo e em particular para a motilidade espermatica, os diluentes em presenca de
calcio pareciam guardar um maior nimero de células méveis em melhores condigdes. A
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queda dos valores na auséncia do célcio foi significativamente mais importante (p<0,05).
Na caracteristica vigor espermadtico, foi reparada uma mesma tendéncia, mas com
diferencas mais fracas e ndo significativas nos resultados entre os diluentes com e sem
calcio (Figura 05).

Figura 05: Efeito da adi¢ao do célcio (CaCly) na concentracao de 4,1mM, aos diluentes
BTS e BTS + IAA (100ng/mL), sobre as caracteristicas da mobilidade espermatica apos
5 minutos ¢ 3 horas de incuba¢ao do sémen a 39 °C.
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1.3. Efeito do plasma seminal

A influéncia de diferentes concentracdes de plasma seminal, foram testadas
sobre as caracteristicas de mobilidade espermatica. Para se confirmar uma agao especifica
do plasma seminal sobre os espermatozoides, este ¢ substituido por proteinas estranhas
ou por suas proprias fracdes ativas, no meio de preservacao do s€émen.

1.3.1. Ac¢do do plasma seminal em diferentes concentracoes

Apo6s 5 minutos de incubagao, os efeitos mais estimulantes do plasma seminal
foram observados sobre o vigor e a motilidade espermatica nas concentragoes de 1/5, 1/10
e 1/20. Comparado com as outras trés concentragoes (1/2, 1/30 e 1/100), as diferencas
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foram muito significativas (p=10"). Entretanto, nenhuma diferenca entre as trés primeiras
concentragdes, as mais estimulantes, foi observada nesse tempo de conservagdo de 5
minutos (p>0,05).

Apo0s as 3 horas de incubagao, nenhuma diferenca foi observada, nas duas
caracteristicas de mobilidade espermatica analisadas (p>0,05). Essa afirmativa se
expressa pela superposicao das curvas (Figura 06). Entretanto, pode-se também notar que,
para a concentragao do plasma seminal a 1/2, uma queda importante foi vista em D4, que
ainda resta inexplicada: talvez tenha sido devido a um artefato de técnica.

Figura 06: Influéncia da taxa de dilui¢do do plasma seminal sobre as caracteristicas de
mobilidade espermatica, do sémen do varrao diluido no diluente BTS, apds 5 minutos e
3 horas de incubagao a 39 °C.
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1.3.2. Intera¢ao do IAA com o diluente

Nas amostras onde o s€émen in natura foi guardado na completa auséncia de
um diluente (Lote 1), somente algumas células vivas foram ainda observadas no segundo
dia de conservagdo. O desenvolvimento de bactérias no meio foi observado e pode ser
explicado pela auséncia de antibioticos no sémen. Isso foi particularmente observado
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quando comparado com os outros lotes contendo no meio a presenca de antibioticos
(normalmente presente na constituicdo do BTS). As diferencas encontradas entre as
caracteristicas da mobilidade espermética foram muito significativas (p=10-) (Figura 07).

Figura 07: Efeito do plasma seminal sobre as caracteristicas de mobilidade espermatica,
apds 5 minutos e 3 horas de incubacgdo a 39 °C, com sémen diluido no diluente BTS
adicionado ou ndo de IAA a concentragdo de 100ng/mL.
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Na auséncia do plasma seminal no meio diluente (Lote 2), os niveis de
avaliacdo das caracteristicas de mobilidade foram superiores aos obtidos no lote 1,
entretanto, nao alcangaram os valores dos resultados no lote 4, no qual o plasma seminal
estd presente, em uma concentracao de 1/10 (p>0,05). Apo6s 3 horas de incubagdo, a
adicao do IAA no diluente BTS, na auséncia de plasma seminal (Lote 3), melhorou
ligeiramente os resultados médio, quando comparados com os obtidos com o uso do BTS
apenas. Entretanto, as diferencgas ndo foram significativas (p>0,05). A adicdo de plasma
seminal ao diluente BTS, com ou sem o IAA, manteve a mobilidade espermatica nos
melhores niveis apds 5 minutos de incubacao (p<0,05). Esse efeito desaparece apds 3
horas de incubacao do sémen.
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Ap6s o periodo de incubagdo de 3 horas, as diferengas entre os valores dos
resultados entre os lotes 2, 3, e 4, para a caracteristica vigor espermatico, ou para a
porcentagem de espermatozoides modveis (motilidade), ndo foram mais significativas
(p>0,05).

1.3.3. Acao de proteinas de origens diversas

Aparentemente a acdo do plasma seminal sobre as caracteristicas de
mobilidade espermatica, apresentou um carater especifico. De fato, pode ser visto que a
adicdo de proteinas estranhas, na mesma concentragdo, ao diluente BTS, leite desnatado
e transferrina ovina, em substituicdo ao plasma seminal ndo melhorou os resultados da
mobilidade espermatica (Figura 08). A analise de variancia mostrou que as diferencgas
entre diluentes foram muito significativas (p=10~). Nos lotes nos quais havia o plasma
seminal, os resultados médios foram sempre mais elevados, em particular apos as 3 horas
de incubac¢ao do sémen a 39 °C.

Figura 08: Efeito de proteinas de origens diversas sobre as caracteristicas de mobilidade
espermatica, apos 5 minutos € 3 horas de incubacao a 39 °C, com sémen diluido no
diluente BTS.
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1.3.4. Acao das fracoes do plasma seminal

A agdo das fragdes individuais do plasma seminal foi inferior a do plasma
seminal inteiro (Figura 09). De fato, aos 5 minutos de incubagdo do sémen no plasma
seminal inteiro, a curva de porcentagem de espermatozoides moéveis sofre uma queda
progressiva de 75 a em torno de 30% entre DO e D6.

No caso das fragdes, a queda da porcentagem de espermatozoides moveis foi
mais rapida e, desde o segundo dia de conservacao (D1) a porcentagem chegou a valores
de 10 a 15%, enquanto no DO ela apresentava valores entre 45 a 60%. Entdo esse nivel
desce progressivamente até atingir 5% no D6.

Figura 09: Efeito das fragdes ativas do plasma seminal sobre as caracteristicas de
mobilidade espermatica, ap6és 5 minutos e 3 horas de incubacgdo a 39 °C, com sémen
diluido no diluente BTS.
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Com relagdo ao vigor espermatico aos 5 minutos, os perfis foram
semelhantes, os niveis de queda muito mais rapidos nas fra¢des individuais: 2,5 (D0) a
0,5 (D3) enquanto o vigor espermatico no plasma seminal inteiro sofreu uma queda de
3,0 para 2,0, entre DO e D6. As diferengas foram muito significativas (p=10"*) durante
todo o periodo de conservacao do s€men.
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Ap6s 3 horas de incubacio, as diferengas entre os quatro lotes de tratamentos,
e o lote controle, ndo eram mais significativas. Entretanto, os valores médios obtidos no
plasma inteiro foram sempre mais elevados. Foi visto igualmente que os valores, desde o
primeiro dia (D1) foram fracos: 10 a 15% de espermatozoides moveis e 1,2 a 1,8 para o
vigor espermatico.

02. Morfologia Espermatica

2.1. Efeito da duracio de conservacao do sémen

De uma forma geral, cada concentracao do IAA adicionada ao diluente BTS,
parece induzir os mesmos efeitos para cada dia de andlises e conservagao do s€émen (D1,
D5 e D13) (Tabela 12).

Tabela 12: Influéncia da adigdo do IAA (10 e 100ng/mL), sobre as caracteristicas
morfologicas do espermatozoide do varrdo, segundo o dia de conservagdo do s€émen (D1,
D5,D13)a 15 °C.

Dias D1 D5 D13
Diluentes [0]* | [10]* | [100]* | [0]* | [10]* | [100]* | [O]* | [10]* | [100]*
Vives | 559" | 693° | 67.7° [ 558 | 69.8° | 68,5° [ 54,7 66,9° | 64,6°
intactos + + + + + + + + +
(%) 8,8 5,6 7.5 8,0 6,6 6,7 8,2 8,4 8,5
Vivos 8,4% 6,3° 6,0° 9,7° 6,5° 6,7° 7,8% 3,7° 6,9°
danificados * * * * * * * * *
(%) 2,7 2.4 1,8 33 1,7 2,3 3.8 1,5 2,6
Mortos 35,7* | 24,4° | 26,1° | 34,5* | 23,7° | 24,6* | 37,6 | 30,3% 38,5°
(%) + + + + + + + + +
° 9,1 6,7 8,0 9,5 7,6 6,5 9,1 11,1 9,4

Obs.: No interior de cada classe e para cada um dos diluentes as diferencas significativas em cada dia de
conservacdo do sémen, sdo expressas por letras diferentes (p<0,05). [*] = ng/mL

Na classe de espermatozoides vivos com acrossoma intacto € nos trés
diluentes, os valores em D13 foram ligeiramente inferiores aos obtidos em D1 e D5. Foi
possivel reparar que, dentro dessa classe, qual que fosse o diluente utilizado as diferencas
entre os dias de conservagdo do sémen ndo foram significativos (p=0,226). Para os
diferentes diluentes, o nimero de espermatozoides com acrossoma intacto foi sempre
superior quando o IAA estava presente no meio de conservacao. As diferengas foram
entdo estatisticamente significativas (p<0,05) em qualquer um dos dias de conservagao
(DO, D5 e D13).

Dentro das classes de espermatozoides vivos com acrossoma danificado e
mortos, os valores mais baixos foram sempre encontrados nos meios onde foi adicionado
o IAA, com diferengas significativas em relacdo ao diluente controle (p<0,05). Com
relacdo as duas diferentes concentracdes de IAA utilizadas, 10 e 100ng/mL, ndo houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos nas trés classes e nos trés dias de
analises.
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2.2, Efeito do diluente sobre a morfologia dos espermatozoides

A adi¢do do IAA no diluente BTS, em qualquer uma das concentragdes
utilizadas (10 ou 100ng/mL), melhorou sensivelmente a porcentagem dos
espermatozoides que apresentavam melhores caracteristicas morfologicas, durante todo
periodo de conservacao do sémen, quando comparado aos resultados obtidos com o
diluente BTS (p=107). Esses resultados podem ser entendidos como um numero de
espermatozoides vivos com acrossoma intacto sempre superiores, em presenga do 1AA,
em qualquer uma das duas concentragdes utilizadas e em qualquer periodo de
conservagao considerado: 1, 5 ou 13 dias (Figura 10).

Figura 10: Influéncia do composto IAA no diluente BTS, sobre a porcentagem de
espermatozoides vivos com acrossoma intacto, conservados a 15 °C, durante 13 dias.
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Obs.: As diferengas entre os resultados médios sdo expressas por letras diferentes, dentro de cada dia de
conservacgao.

II1. 2. INSEMINACAO ARTIFICIAL COM O SEMEN REFRIGERADO

01. Fertilidade e Prolificidade

Os resultados de fertilidade apds as inseminagdes artificiais foram
mensurados a partir do numero de fémeas que pariram em relagdo ao nimero total de
porcas inseminadas. Os resultados de prolificidade foram avaliados pela média do total
de leitdes nascidos e os leitdes nascidos vivos / fémea (Tabela 13).

Os lotes de tratamento 1 e 2, ndo apresentaram diferencas significativas nos
resultados de fertilidade e prolificidade. Nesses lotes, cada fémea foi inseminada com
duas doses de 3 x10%sptz, sendo a primeira no dia da coleta do sémen (D0) e a segunda
no dia seguinte (D1). O IAA foi utilizado na concentragao de 10ng/mL adicionado ao
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diluente do lote 2. De forma semelhante, os lotes 4 (BTS + IAA) e 5 (BTS), nos quais as
fémeas foram inseminadas com duas doses com 6 x10°sptz cada uma, conservadas
durante 5 (D5) e 6 (D6) dias. As diferengas encontradas nos resultados entre esses dois
lotes nao foram estatisticamente significativas (p>0,05).

Tabela 13: Fertilidade e prolificidade de fémeas inseminadas com sémen conservado no
diluente BTS adicionado ou ndo de IAA (10ng/mL).

Condicoes Resultados

Dia* | Lotes | BTS +IAA | SPTZ | Fertilidade*** Prolificidade**
(n) (ngmL) | (x10°) | (% de partos) Total Vivos

po/p1 | 1028 0 2x3 80,5 113429 | 10,742,9
2(128) 10 2x3 76,6 11,5+3,6 11,143,1

3 (140) 10 2x3 814 11243,5 | 10,6432

psme | 4132 10 2x6 80,3 11432 | 10,829
5 (106) 0 2x6 774 113331 | 10,7428

Um resultado inesperado e interessante foi observado no lote 5 (BTS). A
fertilidade e a prolificidade, apesar de apresentarem resultados mais baixos do que os do
lote 1 (77,4% e 10,7£2,8 vs 80,5% e 10,7£2,9), as diferengas ndo foram significativas
(p>0,05). Isso aconteceu provavelmente devido ao fato de que o numero de
espermatozoides por inseminagdo no lote 5 foi o dobro do utilizado no lote 1. Quando as
fémeas foram insemimadas com 3 x10°sptz (dose simples), apos 5 a 6 dias de conservagdo
do sémen a 15 °C, na presenca de 10ng/mL de IAA (lote 3), ndo foi visto decréscimo em
relacdo ao lote 1, com relagdo aos resultados de fertilidade (81,4% vs 80,5% - p>0,05) e
de prolificidade (10,6+3,2 vs 10,7£2,9 — p>0,05). Nesse lote 3, o numero de
espermatozoides utilizados nas inseminac¢des no D5 foi o mesmo do lote 1 no DO (duas
vezes 3 x10%sptz). Nio foi incluido um lote controle BTS (duas vezes 3 x10°sptz) em D5
e D6, devido ao fato de que fracos resultados de fertilidade eram esperados
(PAQUIGNON, 1984).

Os resultados de fertilidade obtidos em DO foram ligeiramente superiores,
mas nao significativos, com o uso do BTS em relagdo ao BTS + [AA (80,5% vs 76,6%).
Apos 5 dias de conservagio, a utilizacio de dose dupla de espermatozoides (6 x10°sptz)
ndo apresentou resultados de partos significativamente diferentes para o lote utilizando
BTS em relagdo ao que utilizou BTS +TAA (77,4% vs 80,3%).

O ntmero total de embrides por leitegada foi idéntico em todos os lotes de
tratamentos. Nao houve também diferencas estatisticamente significativas entre o nimero
de embrides vivos por barrigada. A presenga do IAA adicionado ao BTS, nao apresentou
uma agao sobre essa caracteristica reprodutiva suina, com o s€émen conservado no estado
liquido. Entretanto, apds 5 a 6 dias de conservagao em presenga do IAA no meio diluente,
uma dose simples de sémen permitiu a obtencdo de um numero de embrides vivos
(10,6£3,2) equivalente aos obtidos em DO e D1, com ou sem o [IAA adicionado ao
diluente.
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IV. DISCUSSOES E CONCLUSOES

IV. 1. CONSERVACAO DO SEMEN REFRIGERADO:
ESTUDO IN VITRO

01. Discussao

A pesquisa de melhores condigdes de conservacao a fim de proteger a
qualidade do sémen do varrdo, sem a perda do seu poder de fecundacao, foi objeto de
diversos trabalhos (BARITEAU etal., 1977, PAQUIGNON et al., 1987 ¢ 1988; CHENG,
1988; GALLI e BOSISIO, 1988; SONE et al., 1992). Para todos os diluentes, dentre os
quais o0 BTS ¢ o mais difundido, o terceiro dia apds a coleta aparece como o limite maximo
de utilizagdo do sémen, com resultados compativeis com niveis rentaveis de fertilidade e
de prolificidade para os criadores (BARITEAU et al., 1977; STREZEZEK et al., 1979;
PAQUIGNON et al., 1982 e 1987; GALLI e BOSISIO, 1988; REVELL ¢ GLOSSOP,
1989; SONE et al., 1992).

No presente trabalho, as andlises in vitro do s€émen do varrdo, indicaram que
nao houve diferencas significativas dos parametros de motilidade na presenga ou auséncia
do TAA no meio de dilui¢do. Entretanto, durante o periodo de conservagdo do s€men, e
em particular apos o terceiro dia de conservagdo, os lotes de sémen nos quais se
encontrava o IAA, apresentaram motilidades médias ligeiramente acima daquelas
apresentadas no lote controle. Entdo, ¢ possivel se considerar que na utilizagdo de um
sémen conservado mais de trés dias apds sua coleta, os resultados de fertilidade
apresentacao uma melhora devido a adicao do IAA no meio diluente.

Com relagdo aos trabalhos de Kuciel e Szep (1994), os resultados desse
trabalho sdo encorajantes, os niveis de mobilidade espermatica ficaram estaveis até o
quarto dia (96 horas) de conservacdo do s€émen a 15 °C no diluente BTS sozinho ou
contento o IAA (75 a 80% de espermatozoides moveis e 2,5 a 3,0 de vigor espermatico).
Esses autores obtiveram em seu trabalho apenas 35% de espermatozoides moveis,
utilizando os diluentes SL97 e SL98, apds 72 horas de conservacao do sémen.

Outros autores (VIJAYAKUMARAN e NEELAKANTA, 1980; CHENG,
1988), utilizaram diferentes diluentes (Kiew e IVT; Zorlesco e Zorpva, respectivamente)
visando a conservacdo do ejaculado do varrdo. Esses diluentes em suas formulas
quimicas, utilizam como fonte de energia a glicose € como antibidticos o sulfato de
estreptomicina e a Benzilpenicilina sodica. Os resultados de mobilidade espermatica
obtidos por esses autores, a partir do segundo dia de conservagdo, foram mais fracos do
que os encontrados em nosso trabalho.

A 4gua de coco in natura, ja demonstrou sua a¢do estimulante sobre os
espermatozoides do carneiro (CHAIRUSSYUHUR et al., 1993; OLIVEIRA et al., 1994),
do cio (MONTEZUMA JUNIOR et al., 1994) e do bode (TONIOLLI, 1989; SALLES ¢
NUNES, 1994). Em relagao ao IAA e sua agdo in vitro sobre as caracteristicas de
mobilidade dos espermatozoides do varrao, outros compostos encontrados dentro da dgua
de coco, sdo aparentemente necessarios para que ela possa expressar plenamente seu
efeito favoravel sobre a mobilidade espermatica.



51

As fortes concentragdes de célcio extracelular parecem apresentar um efeito
inibidor sobre a mobilidade espermatica. Na temperatura de 15 °C, com o calcio em uma
concentragdo superior a 0,5mM, pode provocar uma diminuicdo da motilidade do
espermatozoide (NISHIMURA, 1993). Utilizamos concentragdes de calcio mais fortes
do que aquelas utilizadas por esse autor, € ndo verificamos decréscimo da motilidade
espermatica. No entanto, foi observada uma queda importante da mobilidade espermatica
ap6s trés dias, utilizando-se uma forte concentracdo do cloreto de calcio (41mM),
corroborando com os resultados de White (1993), que mostraram no carneiro € no
hamster, que uma forte concentragdo de célcio no meio extracelular, tem um efeito
negativo sobre a motilidade dos espermatozoides.

Parece provavel que essa concentracdo, estd em um nivel superior aos de
valores reais encontrados em tempo real. Com efeito, sabe-se que concentragdes
intracelulares do ion célcio, sdo prioritariamente dependentes de sistemas especificos
(canais de calcio), do que uma de uma simples difusao ligada ao estado da membrana.
Pode-se pensar que o calcio restante contido no meio extracelular provoque um
desequilibrio nocivo a membrana dos espermatozoides.

Os resultados obtidos com a concentracao de calcio de 4,1mM, nao estdo de
acordo com os de Lanzafame et al. (1994) que demonstraram que o calcio ndo apresenta
efeito significativo sobre a motilidade espermdtica no homem. Por outro lado, Prien
(1992) obteve uma estimulagdo significativa da porcentagem de espermatozoides moveis
no varrdo. Esse autor utilizou o CaH>PO4 adicionado ao meio diluente e afirma que uma
fonte extracelular de célcio € necessaria para a fun¢ao normal do espermatozoide tanto in
vitro quanto in vivo, ¢ que deve ser fornecido ao animal através da alimentacao ou pela
adi¢ao ao diluente de sémen.

O célcio i6nico desempenha um papel regulador no controle da mobilidade
espermatica e do metabolismo energético da célula (NISHIMURA, 1993; WHITE, 1993).
Ele ¢é responsavel por modificagcdes bioquimicas importantes para as fungdes normais do
espermatozoide. Entretanto, ndo conhecemos a origem do célcio que chega no testiculo
para desempenhar suas fungdes (PRIEN, 1992). Apos a ejaculacdo, os espermatozoides
sao submetidos a um processo de capacitacdo e a reagao acrossomica ¢ acompanhada por
um aumento da concentracao intracelular do calcio. Essa reagdo nao pode ser produzida
em um meio desprovido de calcio. No cavalo (MAGISTRINI e CROZET, 1990) e no
varrao (ZHOU et al., 1990), as modifica¢des da permeabilidade de membrana aos ions, €
em particular ao calcio durante a capacitagdo, sdo responsaveis pela modificacdo da
mobilidade espermatica. Ashworth et al. (1994), obtiveram, no sémen do carneiro, um
aumento do niimero de espermatozoides moveis apos a adi¢do de 2mM de célcio no meio
diluente.

Considera-se que o plasma seminal desempenha um papel importante sobre
os espermatozoides em diversos niveis do sistema reprodutivo do varrdo, mas igualmente
no trato genital feminino: capacitagdo e regulagdo do transporte espermatico
(BRUTGANS, 1982; RATH et al., 1989; WEITZE, 1990 e WEITZE et al., 1992;
WARBESKI et al., 1995), estimulac¢ao da fecundagdo e do numero de espermatozoides
acessorios na zona pelucida (WEITZE et al., 1988b ¢ 1990b; WILLMEN, 1989;
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WABERSKI et al., 1995) e estimulacdo da contracdo uterina (CLAUS et al., 1985
WEITZE et al., 1990a).

No presente trabalho, o plasma seminal, adicionado em diferentes
concentragdes no meio diluente (BTS) do s€émen, mostrou sua importancia na melhoria
da mobilidade espermatica. Essa a¢do favoravel havia sido anteriormente demonstrada
no hamster e no porquinho da India por Bavister et al. (1978) e no varrdo por Brutgans
(1982). Esse ultimo autor, denominou a substancia ativa presente no plasma seminal, por
fator espermatica da motilidade (FEM). No hamster, foi demonstrado que esse fator é
essencial para assegurar a mobilidade do espermatozoide, permitir a reagdo acrossomica
e induzir a fecundagao in vitro.

Entretanto, no presente estudo, foram constatados resultados mais fracos
quando o sémen foi conservado puro (in natura). A queda acentuada da mobilidade
espermatica foi provavelmente devido a auséncia de antibidticos adicionados
normalmente ao diluente. De fato, foi notada uma prolifera¢dao bacteriana importante no
meio diluente. Nossos resultados, corroboram com os de du Mesnil du Buisson (1957),
que apresentaram uma queda bastante importante dos valores da mobilidade espermatica
apods o segundo dia de conservagdo do s€émen puro entre 17 e 20 °C. Esse autor reparou
que a adi¢do de sulfamidas permitiu uma nitida melhoria da mobilidade apds conservagao
do sémen (notadamente ao terceiro dia).

O efeito benéfico do plasma seminal sobre os espermatozoides demonstrado
nos resultados desse trabalho utilizando sémen refrigerado, estd de acordo com os
resultados de varios outros autores, no sémen do varrao (WEITZE et al., 1988b, 1990b,
1990c e 1990d; RATH et al., 1989; WARBERSKI et al., 1995), no hamster (BAVISTER
etal., 1978), no touro (AL-SOMAI et al., 1994) e no carneiro (ASHWORTH et al., 1994).
No carneiro e no touro, o efeito protetor do plasma seminal ¢ devido a uma fragao proteica
denominada 5 a 10 Kda. No varrdo, é necessario se determinar se uma apenas ou varias
substancias estdo implicadas nessa agao.

As fragdes separadas pela filtragdo em gel (I, III, IV e VI), que foram
escolhidas para serem testadas separadamente, nao apresentaram efeito estimulante sobre
a mobilidade espermaética. Segundo Iwamoto et al. (1992), varios componentes do plasma
seminal, origindrios da prostata, exercem uma atividade positiva sobre a motilidade dos
espermatozoides. Al-Somai et al. (1994), demonstraram que o plasma seminal bovino,
contém substancias, de pelo molecular entre 5.000 e 12.000, que possuem efeito deletério
sobre os espermatozoides. A interagdo do plasma seminal com a sobrevivéncia dos
espermatozoides no cavalo, foi demonstrado por Palmer (1985) e por Seguin et al. (1995).
Como nos bovinos (AL-SOMAI et al., 1994), seu efeito deletério depende da
concentragdo do plasma seminal no meio diluente. Em diluicdes mais altas, a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro pode ser prolongada. Aparentemente, devido
ao fato da separacdo desses componentes, os resultados com as fra¢des individuais foram
inferiores. Um estudo mais aprofundado, com a combinacao de varias dessas fragdes entre
elas, podera talvez minimizar o efeito do plasma inteiro.

Os resultados obtidos no presente trabalho, sugerem igualmente que um ou
varios componentes do plasma seminal possuem uma agdo positiva especifica sobre os
espermatozoides. Com efeito, quando ¢ feita a substitui¢do do plasma seminal por certas
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proteinas (BSA, leite desnatado e transferrina ovina) em concentracdes semelhantes, os
resultados da mobilidade espermatica sdo inferiores, mesmo apds 3 horas de incubagdo
do sémen.

Os trabalhos de Kuo e Chiang (1991) demonstraram que a adigao do BSA em
concentragdes entre 1 e 3% adicionado no sémen do varrao, antes da congelagdo, nao
estimulou a mobilidade espermatica apds a descongelagdo. A agao da BSA sobre a célula
espermatica ¢ um assunto ainda contraditorio, uma vez que Waberski (1988) afirma que
a adicdo da BSA no meio apds a descongelagdo do sémen, melhora a mobilidade
espermatica. Nesse trabalho, a adicdo da BSA no diluente, ndo evidenciou nenhuma agao
sobre a mobilidade espermatica em relacdo ao tratamento controle (plasma seminal).
Esses resultados estdo de acordo com os de Ashworth et al. (1994), que, adicionando ao
meio diluente do sémen do carneiro, 4mg de BSA mL!, nio obtiveram um efeito
estimulante sobre a porcentagem de espermatozoides moveis.

O leite desnatado ¢ utilizado como um diluente do sémen de diversas
espécies: o touro (PHILLIPS e LARDY, 1940; MICHAJILOV, 1950; JACQUET e
CASSOU, 1952), o cavalo (PALMER, 1985), o carneiro (COLAS et al.,, 1968;
MAXWELL ¢ SALAMON, 1993) ¢ o homem (SCOBEY et al., 1995). Um efeito
estimulante foi observado nos resultados de fertilidade. Segundo nossos resultados, essa
acdo estimulante do leite, ndo pode ser demonstrada in vitro, em auséncia do plasma
seminal no meio de diluicdo do sémen. Einarsson et al. (1972) utilizando o plasma
seminal no lugar do leite desnatado, para a descongelagdao do sémen do varrdo, obtiveram
uma melhor taxa de fertilidade das porcas inseminadas. No carneiro, quando o sémen ¢
conservado a 4 °C (COLAS et al., 1968) e no homem, quando a gema de ovo ¢ adicionada
ao meio de conservacao (SCOBEY et al., 1995), o efeito estimulante do leite desnatado
ndo aparece mais nos resultados. Pensamos que o leite desnatado podera eventualmente,
ser utilizado como diluente do sémen do varrdo, mas a condi¢do que o plasma seminal
esteja presente no meio de diluicao.

A observagdo apenas da motilidade, ndo ¢ suficiente para se determinar a
qualidade potencial do sémen (EINARSSON e VIRING, 1973). A morfologia
espermatica ¢ igualmente um indicador importante dessa qualidade porque, dentro de uma
certa medida, ela tem uma influéncia sobre a taxa de parto e a prolificidade (WABERSKI
et al.,, 1990), mesmo que as correlagdes entre mobilidade espermatica, morfologia e
fertilidade sejam fracas (GALLI e BOSISIO, 1988).

Os resultados do presente estudo, apresentaram uma melhoria significativa do
numero de espermatozoides com acrossoma integro, quando da adi¢ao do IAA no diluente
BTS. Essa melhoria, associada a uma boa motilidade do sémen, permite uma previsao de
bons resultados de fertilidade. Esse raciocinio vai de encontro aos trabalhos de Véasquez
(1980) e de Wekerle (1982), com o varrdo e de Parinaud et al. (1995) no homem. Nesses
trabalhos os autores mostraram que a integridade da membrana plasmatica e a do
acrossoma dos espermatozoides classificados como “vivos normais”, sdo parametros
essenciais para que a fecundacdo possa acontecer. Entretanto, Parinaud et al. (1995)
demonstraram que prever in vitro a capacidade de fecundag¢do de um sémen, depende de
uma andlise do conjunto da motilidade, da morfologia e da reagdo acrossdmica.
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Levando-se em consideragdo o bom estado morfologico da célula
espermatica, conforme definido acima, ¢ também importante os parametros como a
concentragdo € o vigor espermatico, para estabelecimento de programas de inseminagao
artificial (ZEUNER, 1992; BONET et al., 1993). Apesar da fraca correlagdo entre a
morfologia e a taxa de partos (GALLI e BOSISIO, 1988), uma membrana celular intacta
¢ essencial para a reacdo do espermatozoide com a zona pelicida do ovdcito com
acrossoma bem formado a fim de que o processo de fecundagdo possa acontecer
normalmente em toda sua plenitude.

Durante a conservagdo do sémen, o nimero de espermatozoides com o
acrossoma intacto ficou estavel entre D1 e D13. Mesmo apods esse longo periodo, a
porcentagem ficou sempre acima dos 50% e sempre mais elevada na auséncia ou presenga
do TAA no meio diluente. Ela foi também igualmente superior aos resultados obtidos por
outros autores como Slaweta et al. (1981), Wekerle (1982), Castillo et al. (1988) e Peres
Marcos et al. (1991). Entretanto, apesar dos resultados elevados que obtivemos em D5 e
D13 (69,8 e 66,9%, respectivamente) ndo foi possivel chegar aos niveis (75%) que
Revelle e Glossop (1989) obtiveram em D17 utilizando o diluente Reading. Com a
utiliza¢do do diluente Zorpva, esses autores obtiveram resultados semelhantes aos desse
nosso trabalho (65%). Essa vantagem a favor do diluente Reading, pode ser devido ao
fato de que os antibioticos lincomicina e espectinomicina, foram utilizados no lugar da
penicilina.

Numerosos fatores precisam ser considerados dentro da analise de um
ejaculado e suas possibilidade de fecundar: no macho, a qualidade da membrana celular
do espermatozoide (ZAGORSKI et al., 1992), a presenga da gota citiplasmatica
(ZEUNER, 1992), o choque térmico (PURSEL et al., 1973) e a qualidade do DNA; na
fémea, a idade, o estado de saude e o momento da ovulacdo em relacdo ao momento da
inseminagdo. Nao pode ser esquecida a influéncia de estressantes do meio ambiente
(barulhos, calor, etc) sobre o comportamento dos animais, em particular o varrdo, que
aumenta sensivelmente o numero de espermatozoides anormais no ejaculado (BONET et
al., 1993).

Os resultados do presente trabalho, sugerem uma acdo protetora do IAA
favorecendo a sobrevivéncia de um maior nimero de espermatozoides normais. A
literatura apresenta resultados positivos no tocante as caracteristicas morfoldgicas, com
utilizacao do BTS em relagdo doa diluentes Kiev e Zorlesco (SLAWETA et al., 1981;
CASTILLO etal., 1988; CHENG, 1988; PEREZ MARCOS et al., 1991). Um estudo mais
importante, em um total de 1700 porcas, confirmou que a adi¢do do IAA ao diluente BTS,
permitiu uma melhor preservacdo da integridade acrossomal apos 4 dias de conservacdo
do sémen. No nosso trabalho, resultados melhores foram obtidos com a adi¢ao do [AA
ao diluente BTS. A melhoria da condicdo morfologica da célula esperméatica em presenca
do TAA, em particular a integridade do seu acrossoma, pode favorecer seu deslocamento
e a penetra¢do na zona pelucida do ovécito. E possivel dessa forma que seja visualizada
uma melhoria nos resultados de fertilidade com a utilizacdo de um sémen assim
conservado.
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02. Conclusoes

Y A adigdo do IAA aumentou a porcentagem de espermatozoides vivos normais.
Apesar da auséncia de uma agdo significativamente estimulante sobre a
mobilidade espermatica, esse composto assegura uma melhor condigdo de
conservacgao das caracteristicas morfoldgicas do espermatozoide do varrao;

* Os resultados desse trabalho permitiram visualizar melhores condigdes para
programas de inseminagao artificial utilizando o sémen refrigerado e a obtencdo
de niveis de fertilidade superiores aos observados habitualmente;

Y As doses mais fracas de calcio, apresentaram uma acdo positiva sobre a
mobilidade espermatica. As respostas ndo foram homogéneas ¢ a melhor
concentracao com efeito significativo deve ainda ser bem estabelecida. Estudos
complementares sdo necessarios para a compreensao do mecanismo de acao do
calcio sobre a célula espermatica suina. Esses estudos permitirdo um
aprofundamento e a determinacdo de forma mais detalhada, da concentragao
otima de calcio a ser adicionado ao diluente de sémen;

* Aparentemente, ndo houve efeito adicional entre o célcio e 0 [AA;

Y O efeito estimulante do plasma seminal sobre a mobilidade espermatica, foi
confirmado e sendo especifico. Ele deve estar associado a um diluente para poder
otimizar seu efeito.

IV. 2. INSEMINACAO ARTIFICIAL COM O SEMEN REFRIGERADO

01. Discussao

A pesquisa das condi¢des de estocagem prolongada para o sémen do varrao
sem a perda do seu poder fecundante, foi objeto de varios trabalhos (BARITEAU et al.,
1977; SLAWETA etal., 1981; PAQUIGNON et al., 1987 ¢ 1988; CHENG, 1988; GALLI
e BOSISIO, 1988; SONE et al., 1992). Na espécie suina, o terceiro dia apds a coleta
representa um limite pratico da utilizacdo do sémen, apds a qual ¢ observado uma baixa
dos niveis de fertilidade e de prolificidade que se apresentam com resultados muito baixos
para a pratica da criacdo de suinos (BARITEAU et al., 1977; STRZEZEK et al., 1979;
PAQUIGNON et al., 1982 ¢ 1987; GALLI e BOSISIO, 1988; JOHNSON et al., 1988;
REVELL e GLOSSOP, 1989; SONE et al., 1992). Waberski et al. (1992) consideram que
em condi¢des normais de utilizagdo, uma queda do poder fecundante do sémen suino
refrigerado nao pode ser evitada.

Os resultados do presente trabalho sugerem que podera ser possivel utilizar o
sémen suino apods o terceiro dia de conservagao, mantendo-se a qualidade dos resultados
de fertilidade e prolificidade. No ano de 1991 foi demonstrado o efeito benéfico da dgua
de coco para a diluicdo do ejaculado do varrdao (TONIOLLI, 1991). A partir desses
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resultados, pesquisamos se o produto ativo (IAA) que ela contém seria igualmente eficaz
sobre o poder fecundante dos espermatozoides do varrdo. Em nossa experimentacao in
vivo, a adi¢do do IAA ao diluente BTS permitiu de manter um nivel de fertilidade (81,4%)
e de prolificidade (10,6 leitdes vivos/barrigada), tdo bom quando o obtido em D0 com o
tratamento controle. Esses resultados foram obtidos com doses simples de sémen (3
x10%sptz) conservadas durante 5 dias a 15 °C.

Esses resultados foram superiores aos obtidos por diversos autores em
diferentes trabalhos (JOHNSON et al., 1982 e 1988; WEITZE, 1990; MACHATY et al.,
1992; WABERSKI et al., 1992), que utilizaram o sémen suino estocado entre trés e cinco
dias e diluidos em diferentes diluentes (BTS, Modena, Kiev, BL-1, Androhep e Zorlesco).
Os resultados de fertilidade e de prolificidade desses autores, ndo ultrapassaram os valores
médios de 69,2% e 9,3 leitdes/barrigada. Os diluentes BL-1 (PURSEL et al., 1973) e
Guelph (PAQUIGNON et al., 1979) permitiram a conservagao do s€émen suino sem baixa
do poder fecundante do espermatozoide até o terceiro dia de conservagdo apos a coleta
(BARITEAU et al., 1977; PAQUIGNON et al., 1980). Apds esse periodo, a eficacia
desses diluentes pode ser prolongada de um dia, a condigao de se utilizar uma dose dupla
de sémen por fémea inseminada. Machaty et al. (1992) utilizando o diluente BTS com
doses de 5 x10sptz, conservados por quatro dias, obtiveram uma taxa de parto de 74,5%
e uma prolificidade de 9,5 leitdes/barrigada.

Johnson et al. (1988) mostraram que a utilizagdo do s€émen suino dependa da
possibilidade do diluente induzir um metabolismo 6timo nos espermatozoides, facilitando
assim a sua estocagem. Aparentemente o diluente utilizado nesse trabalho, apresenta essa
propriedade: o resultado pratico mais interessante trazido por nossas experimentagdes foi
a possibilidade de conservacao do sémen do varrdo durante 5 dias a 15 °C no diluente
BTS, adicionado 10ng de IAA/mL. Dessa forma, a presenga do [AA, utilizando-se doses
simples de sémen (3 x10%sptz) ou duplas (6 x10°sptz), os resultados de fertilidade e de
prolificidade observados em D5/D6 foram idénticos aos observados em D0/D1, com o
uso da dose simples. Esses resultados permitem visualizarmos uma mais larga utilizagao
do sémen de reprodutores selecionados, uma vez que nao haverd mais a
necessidade/obrigatoriedade de se dobrar a quantidade de espermatozoides, visando a
utilizagdo com o s€émen conservado até cinco ou seis dias.

Esse foi um resultado de certa forma inesperado € como o numero de animais
disponiveis para as experimentacdes era limitado, ndo foi previsto um lote controle para
os dias D5 e D6 utilizando o BTS com uma dose simples, tendo sido apenas utilizado um
lote com dose dupla de espermatozoides. De fato, os resultados encontrados na literatura
(BARITEAU et al., 1977; STRZEZEK et al., 1979; PAQUIGNON et al., 1982 ¢ 1987,
PAQUIGNON, 1984; GALLLI e BOSISIO, 1988; REVELL E GLOSSOP, 1989;
BHUYAN etal., 1992; SONE et al., 1992), bem como a opinido geral dos pesquisadores
e técnicos trabalhadores nesse meio, nos levaram a pensar que os resultados, nessas
condicdes, seriam ruins.

Todos os resultados sugerem fortemente um favoravel do IAAS, mas nao o
demonstraram formalmente. Entretanto, a comparagdo dos resultados presentes com os
da literatura, foram fortemente a favor de um efeito positivo do IAA sobre a conservagao
do espermatozoide do varrdao a 15 °C. Um estudo mais importante (total de 1700 porcas)
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ndo pode colocar em evidéncia um efeito favoravel da adicdo do IAA ao diluente BTS,
sobre a fertilidade de porcas inseminadas. De fato, o efeito do IAA parece acima de tudo,
diferente dependendo das amostras de dados consideradas, seja entre varrdes, entre
ejaculados ou entre criagdes.

O &cido 3-indol acético (IAA) ¢ conhecido ja ha muito tempo como o principal
hormonio vegetal denominado auxina, entretanto, seu mecanismo molecular foi
descoberto apenas em 1995 (BARBIER-BRYGOO, 1995). A auxina fica ligada a uma
proteina de ligagcdo (ZmER-abp 1) para formar um complexo associado ao receptor trans-
membrandrio que desencadeia vdrias respostas das células vegetais.

A interacdo entre o fator de crescimento dérmico animal (EGF) e o IAA foi
demonstrado. A acdo do complexo EGF-IAA e muito mais forte do que a do IAA sozinho,
sobre o crescimento de coledpteros nos vegetais (MOON et al., 1994). E possivel que o
IAA ligado ao EGF ou a uma outra molécula, possa potencializar essa acdo nos
mamiferos.

E conhecido que o IAA pode acelerar a peroxidacdo lipidica em presenca de
peroxidase e de peroxido de hidrogénio (CANDEIAS et al., 1995). No carneiro, ¢
conhecido que a alteracdo dos lipidios da membrana do espermatozoide pode ter um efeito
nefasto sobre a capacidade fecundante do gameta (WINDSOR et al., 1993). Nas nossas
condicdes de experimentacao (auséncia de peroxidase et da H>O») € pouco provavel que
o IAA pudesse estimular a peroxidacao lipidica a nivel dos espermatozoides.

O TAA pode também formar um complexo com a glutation-S-Transferase (GST)
e reduz sua acdo sobre os substratos de origem vegetal de uma forma nao competitiva
(BILANG e STURN, 1995). No rato, a atividade GST foi demonstrada a varios niveis no
trato genital: células epididimarias (ROBAIRE e VIGER, 1995), espermatocito no estadio
de paquiteno, espermatide e gotas citoplasmaticas (YOGANATHAN et al., 1989; PAPP
et al., 1994; VERI et al., 1994) e a GST de classe p, foi detectada nos espermatozoides
do rato e do camundongo (ARAVINDA et al., 1995; FULCHER et al., 1995). A GST foi
observada também sobre 0 acrossoma por imunocitoquimica (ARAVINDA et al., 1995).
Dessa forma, nao ¢ excluido que o IAA possa ter um efeito favoravel sobre a prote¢ao do
acrossoma, com a intera¢ao com a GST.

Morre et al. (1995) demonstraram que o IAA acelera a atividade da proteina
disulfidio-isomerase (PDI) presente na membrana plasmatica da soja. A atividade do PDI
foi igualmente encontrada sobre a membrana plasmatica de plaquetas sanguineas (ESSEX
et al., 1995) e de hepatocitos (TERADA et al., 1995) de mamiferos. E conhecido que o
PDI permite uma renaturacdo correta de proteinas através da atividade chaperon-like
(SONG e WANG, 1995). Presente igualmente no acrossoma (OHYTANTI et al., 1993), o
PDI participa das modificagdes de proteinas acrossomais durante o processo de
capacitacdo espermatica. Uma vez que o principal efeito observado do IAA sobre os
espermatozoides do varrdo foi a manutencao da integridade do acrossoma, podemos
construir a hipdtese de que esse efeito seria principalmente devido a estimulagdo do PDI
acrossomal.

Nao se sabe se 0 [AA ¢ a inica molécula responsavel do efeito protetor da dgua
de coco sobre a conservagdo do sémen do varrao. A composi¢ao do liquido endospérmico
desse fruto ¢ muito complexa e apresenta numerosos elementos: minerais, agucares,
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proteinas, hormonios, etc. As concentracdes de IAA utilizadas nesse trabalho (10 e
100ng/mL), estdo proximas da concentracdo da auxina ativa (40ng/mL) encontrada no
liquido endospérmico do coco a idade de nove meses, do seu desenvolvimento (DUA e
CHANDRA, 1993). Entretanto, ndo se pode excluir que outras moléculas presentes na
agua de coco, possam agir sobre a viabilidade espermatica no varrao. O IAA parece ser
responsavel por uma parte dessa acao estimulante.

02. Conclusoes

vk Os resultados desse trabalho, permitiram visualizar a inseminaco artificial suina
com o sémen conservado até 6 dias apos sua coleta, utilizando o TAA na
concentracdo de 10ng/mL, sem que seja necessario se dobrar a concentragdo
espermatica da dose inseminante. Essa possibilidade permite de inseminar com
um mesmo ejaculado, uma quantidade mais importante de fémeas;

* Um melhor dominio da utilizagdo do sémen durante 6 dias sem a perda do seu
poder fecundante, permitira um melhor gerenciamento das criagdes no manejo de
criagdo de fémeas em bandas apds o desmame;

Y O efeito do diluente ndo foi 0 mesmo de acordo com a qualidade espermatica.
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Capitulo 2

Congelacao e Conservacao
do Sémen do Varrao

I. INTRODUCAO

Os primeiros trabalhos de congelagdo do s€émen do varrao foram realizados
durante a década de 1950-1960. As taxas de espermatozoides moéveis apos a
descongelagdo variavam entre 25 a 50%, segundo os autores e as técnicas utilizadas
(ROY, 1955; POLGE, 1956; ROHLOFF, 1967). As porcentagens de partos obtidos eram
bastante baixas, normalmente inferiores a 50%. Em 1970, Polge et al. demonstraram a
possibilidade de obterem uma boa taxa de fertilidade com o uso do s€émen suino, através
do uso de uma técnica cirurgica, na qual o sémen era depositado diretamente no oviduto
de marras no cio. Apds os trabalhos de Polge et al. (1970), alguns autores (CRABO e
EINARSSON, 1971; PURSEL e JONHSON, 1971a), conseguiram através do uso da
inseminacao intra-cervical, obter resultados de fémeas gestantes de até 80%. A técnica
adotada utilizava uma fraca concentra¢do final de glicerel (2 a 3%); um tempo de
equilibrio curto a temperatura de 5 °C e uma congelagdo do sémen sobre gelo seco (gas
carbonico) no formato de pastilhas. Entretanto, o numero de porcas utilizadas nesses
trabalhos foi pequeno (n<12).

O inicio dos anos de 1970 foi marcado pelo aparecimento de numerosos
métodos de congelacao do s€émen do cachago (CRABO e ENARSSON, 1971; PURSEL
e JOHNSON, 1971a e 1971b; RICHTER e LIEDCKE, 1972; PAQUIGNON e du
MESNIL du BOISSON, 1973). Nesse momento, o método de congelacao na forma de
pastilhas (NAGASE e NIWA, 1964), era o mais utilizado por todos os grupos de pesquisa
da época. Por outro, a composi¢ao dos diluentes e o processamento do ejaculado variavam
muito (LARSSON e EINARSSON, 1976a). Com o objetivo de melhorar os resultados de
fertilidade, varias modificagdes foram feitas através da utilizacdo de novos diluentes de
congelagdo (EINARSSON et al, 1972; PURSEL e JOHNSON, 1975), do
desenvolvimento de novos métodos de descongelacao (PURSEL e JOHNSON, 1975) e
também de um novo método de congelagdo (WESTENDORM et al., 1975).

Na sequéncia da evolugao das técnicas de congelagdo, ap6s a utilizagdo da
inseminacao artificial cirurgica no oviduto (POLGE et al., 1970), o desenvolvimento de
um método de inseminagao por via cervical, permitiu de aumentar a taxa de parto até 87%
(PURSEL e JOHNSON, 1975; WESTENDOREF et al., 1975). Assim, juntamente com o0s
trabalhos de Paquignon et al. (1976), pode-se dizer que a técnica de congelagdo e
descongelagdo do s€émen do varrdo, tornou-se uma realidade. Entretanto, os resultados
médios das inseminagdes com uso do s€émen congelado, se mostraram ainda muito baixos
e o custo da utilizagao dessa técnica se mostrou muito elevado, para que a mesma pudesse
ser utilizada em sistemas de rotinas pelos criadores.
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O desenvolvimento de métodos laboratoriais visando a selegdo de
reprodutores cujo s€émen possa suportar os processos de congelacao/descongelacdo, sem
perda de seu poder fecundante, tornou-se necessdrio (LARSSON e EINARSSON,
1976a). A variagao da resisténcia dos espermatozoides de diferentes machos a técnica ao
processo de congelagdo/descongelagao, € a razao de diferengas importantes de resultados
de fertilidade entre reprodutores (LARSSON e EINARSSON, 1976b). Além do mais, em
um determinado macho, certos ejaculados nao suportam a congelacdo e isso se traduz
através de resultados de fertilidade muito baixos (LARSSON, 1976; LARSSON e
EINARSSON, 1976b) em relagdo aos obtidos com sémen refrigerado.

Os procedimentos de congelagdo, descongelagcdo e inseminagdo, devem ser
simples para permitir o sucesso da inseminacdo artificial, utilizando o sémen congelado.
Devido ao fato de apresentar uma variagao dos resultados de fertilidade e de prolificidade,
segundo o método de congelacdo utilizado, uma dupla inseminacao por fémea se faz
necessaria (PAQUIGNON e COUROT, 1976). O ntimero de espermatozoides que
alcancam o local da fecundagdo do 6vulo, ¢ um fator importante para os resultados de
fertilidade. Esse nimero depende em grande parte da sobrevivéncia e da motilidade dos
espermatozoides dentro do trato genital da porca.

O estudo microscopico do acrossoma pode dar informagdes sobre a
viabilidade dos espermatozoides, uma vez que suas altera¢des estdo correlacionadas a
motilidade espermatica. Saacke e White (1972) demonstraram que a integridade
acrossOmica ¢ importante para a capacidade de fecundacdo do espermatozoide, em
bovinos. Alteragdes, induzidas por certos procedimentos técnicos de preparacao,
influenciam os resultados de fertilidade de alguns ejaculados, em particular aqueles
utilizados em programas de inseminacao artificial, nos quais a concentracao espermatica
das doses inseminantes ¢ diminuida.

O teste de termorresisténcia (avaliagdo do vigor espermatico do sémen
incubado a 37 °C), ¢ 1til para a selecdo de um diluente de descongelacdo (LARSSON,
1976). Entretanto, um teste para indicar a integridade da membrana celular apds a
descongelagdo pode ser util para se avaliar a congelabilidade dos espermatozoides de cada
reprodutor.

Varios autores, utilizando o s€émen congelado do varrdo, demonstraram uma
nitida influéncia do intervalo inseminac¢ao/ovulacao, sobre os resultados de fertilidade
(LARSSON, 1976; WABERSKI et al., 1994). Esta observacao confirmou a importancia
do tempo de sobrevivéncia dos espermatozoides dentro das vias genitais da porca. Por
essa razdo, um bom controle do intervalo desmama/cio, da duragdo do cio e do momento
de ovulacdo, na porca, € necessario para que a utilizacdo do sémen congelado possa
apresentar melhores resultados (WEITZ, 1995; WEITZ et al., 1993, 1994 ¢ 1995).

Levando-se em conta esses diversos aspectos, a parte desse trabalho tem por
objetivo avaliar a capacidade da auxina (&cido 3-indol acético - IAA) proteger os
espermatozoides do varrao, durante o processo de congelagao/descongelagao do sémen.
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II. MATERIAL E METODOS

IL. 1. CONSERVACAO DO SEMEN CONGELADO:
ESTUDO IN VITRO

Os métodos e técnicas utilizadas para a condugao dos animais e as coletas de
sémen sao as mesmas descritas para o uso do sémen refrigerado. O teste de
termorresisténcia € feito aos cinco minutos e duas horas de incuba¢ao do sémen em banho
maria a 37 °C, ao invés de 3 horas como ¢ feito com o sémen refrigerado. Com o tempo
de incubagao de 3 horas, os espermatozoides descongelados estavam mortos em 90% das
amostras testadas. Um total de 10 varrdes foram coletados duas vezes por semana, cada
um (segunda e quinta feira). A mudanca da frequéncia de coletas semanais, de uma para
duas vezes, foi feita duas semanas antes do inicio dos trabalhos. Somente os ejaculados
obtidos das coletas de quinta feira, foram utilizados. O esquema de duas coletas por
semana, foi escolhido segundo o método desenvolvido por Paquignon e Courot (1975).
Esses autores demonstraram que se trabalhando dessa forma, a taxa de espermatozoides
reanimados ap6s a descongelacao ¢ significativamente mais elevada.

Um primeiro experimento permitiu se determinar a melhor temperatura de
adi¢ao do TAA dentro do diluente de congelacdo com gema de ovo, durante o processo
de abaixamento da temperatura (adicdo do IAA a 30 °C e a 15 °C). Em um segundo
momento, foram testadas duas concentragdes de IAA (10 e 100ng/mL), adicionado a
temperatura de 30 °C antes da congela¢do, e dentro do diluente de descongelagao.

01. Técnica de congelacao

O sémen ¢ congelado, a partir de ejaculados divididos segundo o protocolo
de congelagio proposto, com um total de 10 x10’sptz em um volume de 20mL. Cada dose
preparada de sémen ¢ descongelada e controlada (vigor e porcentagem de
espermatozoides moveis). Apenas as doses apresentando ao menos 25% de células
moveis e 2,5 de vigor espermadtico, foram utilizadas para as inseminagdes artificiais. Esse
procedimento teve por objetivo, obter doses inseminantes com pelo menos 2,5 x10sptz
moveis para ser usada nas inseminagdes de cada lote experimental, proporcionando uma
maior homogeinidade da qualidade do s€émen entre os diferentes tratamentos.

O sémen ¢ congelado segundo o método de Paquignon et al. (1974). O
diluente de congelacao ¢ constituido de 5,67g de glicose e 22,5% de gema de ovo em um
total de 100mL de 4gua destilada (POLGE et al., 1970). Em um primeiro momento, apos
a coleta, o volume de sémen equivalente a um total de 10 x10°sptz, ¢ destinado a cada um
dos tratamentos de congelagdo (com ou sem IAA), com o intuito de se formar uma dose
inseminante final com uma concentragdo de 100 x10°sptz/mL. Em seguida, o plasma
seminal ¢ eliminado através de centrifugacdo do sémen a uma velocidade de 800g,
durante 15 minutos a 30 °C. O sobrenadante ¢ descartado, e a papa de espermatozoides
restante, ocupa um volume de 2mL. Uma primeira dilui¢ao (pré-diluicao — diluente de
resfriamento) ¢ feita pela adigdo, a papa de espermatozoides, o diluente glicose/gema de
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ovo a 30 °C + 2mL da “papa” de espermatozoides + 9ImL do diluente, formando assim
moédulos com um volume total de 11mL.

A partir desse ponto, a temperatura ¢ abaixada progressivamente durante um
periodo de 1 hora, até 15 °C. Apds esse tempo, uma segunda diluicdo € realizada (diluicao
final, diluente de congela¢do), adicionando-se 9mL do diluente glicose/gema de
ovo/glicerol (4%), a temperatura de 15 °C. Esse procedimento ¢ feito dentro de cada
amostra, que foram mantidas por 4 horas a essa temperatura (tempo de equilibrio). A
concentragdo final do glicerol ¢ de 2% dentro de cada tratamento do sémen a ser
congelado (POLGE et al., 1970), em cada mddulo final com um volume de 20mL.

Ao final desse periodo de equilibrio, a temperatura ¢ progressivamente
abaixada até 4 °C durante 1 hora (Figura 11). O sémen ¢ entdo pipetado visando sua
congelagdo sobre gelo seco (gas carbdnico), a temperatura de -70 °C, depositando-se em
cima do gelo seco, em pequenos sulcos, gotas de sémen de 0,1mL em formato de pastilhas
(50 x10%sptz). Apds 4 minutos sobre o gelo seco, as pastilhas sdo transferidas diretamente
para o nitrogénio liquido, onde sdo conservadas durante sete dias. Cada tratamento possui
um total de 200 pastilhas de 0,1mL cada; algumas sdo separadas visando as analises de
motilidade e avaliacdo da taxa de espermatozoides vivos. Dessa forma se determina a
possibilidade de utilizar pastilhas restantes na inseminagao artificial. Amostras de sémen,
sdo separadas para as analises in vitro, logo apds a congelagao das pastilhas.

Figura 11: Curva de resfriamento do sémen do varrdo antes da congelacdo, momentos e
temperaturas de adicdo do [AA.

357 Temperatura (°C)
301 === 1" diluicio (+ IAA a 30 °C)
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(Paquignon et al., 1974. Duracao (horas)
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02. Decongelacio e controles

Visando a descongelacdo e andlises in vitro, quatro pastilhas (0,4mL) foram
colocadas dentro de um tubo de ensaio contendo 1,6mL de diluente a 50 °C durante30
segundos. Dessa forma, a propor¢do de 1/5 para a diluicao do s€men ¢ respeitada.

Para cada inseminagdo, as 200 pastilhas (20mL) sdao descongeladas dentro de
80mL do diluente BTS, adicionado ou ndo do IAA, a uma concentracdo de 100ng/mL, e
misturadas lentamente com um bastdo de vidro. Assim, elas sdo diluidas na propor¢ao de
1/5, segundo a técnica de diluicao da dose de sémen congelado descrita por Paquignon e
du Mesnil du Buisson (1973). Cada dose de sémen foi descongelada na Estacdo de
Inseminagao Artificial de Rouillé (INRA, Franga), em seguida transportada em caixa
climatizada para uma granja, a uma distancia de 11km do laboratorio, onde foram feitas
as inseminagdes artificiais. O tempo decorrido entra a descongelacdo do sémen e a
inseminacao artificial, foi sempre inferior a 60 minutos.

03. Escolha do momento de adicio do IAA antes da congelaciao

Em um experimento preliminar (n° 1 - Tabela 14), foi comparado os efeitos
do TAA em fungdo da temperatura de sua adi¢do durante o processo de resfriamento do
sémen. O [AA foi adicionado ao diluente a base de gema de ovo a concentragao final de
10ng/mL, em dois momentos diferentes: 1) adicionado a temperatura de 30 °C; 2)
adicionado a temperatura de 15 °C (inicio do periodo de equilibrio). Nos dois casos, a
descongelagao foi feita dentro do diluente BTS, adicionado ou ndo do [AA.

Tabela 14: Concentragdes e temperaturas de adigao do IAA segundo os experimentos (1
e 2) e os diferentes tratamentos.

Experimentos | Concentracio Temperatura de Lotes Concentracao
TAA adicao do TAA TAA
Somente a 15 °C 1 10/0
1 10ng/mL 15 °C e descongelagao 2 10/10
(Preliminar) Somente a 30 °C 3 10/0
30 °C e descongelacdo 4 10/10
Ong/mL Controle (sem IAA) 1 0/0
Somente descongelagao 2 0/10
10ng/mL Somente a 30 °C 3 10/0
2 30 °C e descongelagdo 4 10/10
Somente descongelagdo 5 0/100
100ng/mL Somente a 30 °C 6 100/0
30 °C e descongelacao 7 100/10

04. Escolha das diferentes concentracoes de IAA

No experimento (n° 2 - Tabela 14), o IAA foi testado em duas diferentes
concentracdes finais: 10 e 100ng/mL. A luz dos resultados do experimento n° 1
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(preliminar), optou-se pela temperatura de 30 °C, para a adicdo do IAA ao diluente,
durante o periodo de resfriamento do sémen.

05. Mobilidade e morfologia espermatica apos descongelacio

O vigor e a porcentagem de espermatozoides moveis foram avaliados apos 5
minutos ¢ 2 horas de incuba¢ao do sémen a 39 °C. A avaliagdo dessas caracteristicas foi
feita a luz da microscopia dptica em contraste de fase, em um aumento de 130x. O diluente
de descongelacao utilizado foi o BTS, dentro do qual foi adicionado ou nao o IAA, logo
apos a descongelacgao.

A andlise morfoldgica foi realizada a 5 minutos de incubacdo do sémen apds
a descongelacdo, em esfregacos de sémen (espermatozoides) segundo as técnicas de
coloracdo e classificacdo utilizadas para o sémen refrigerado.

I1. 2. INSEMINACAO ARTIFICIAL EM MARRAS APOS
CONSERVACAO DO SEMEN CONGELADO

01. Concentracao do IAA e formacao dos lotes experimentais

A adi¢ao do IAA no diluente de congelagdo (gema de ovo), foi feita a
temperatura de 30 °C e/ou no diluente de descongelacao (BTS), a uma concentragao final
de 100ng/mL. Um total de quatro lotes experimentais, com 27 fémeas cada um, foram
formados segundo a presenca ou auséncia do IAA no meio diluente (Tabela 15).

Tabela 15: Momentos de adi¢ao (30 °C e/ou descongelagdo) do IAA (100ng/mL) de acordo
com os diferentes tratamentos (n=27).

Tratamentos Diluentes Explicacao
1 0/0 Controle
2 0/100 Adigdo do IAA na descongelacdo
3 100/0 Adigdo do IAA a 30 °C
4 100 /100 Adigdo de IAA 30 °C e na descongelagao

02. Sincronizac¢ao do cio das marras

Foram utilizadas marras puberes com idades variando entre 8 a 10 meses,
submetidas a um tratamento de sincronizag¢ao de cio (Regumate) durante 18 dias, de forma
que os cios da maior parte das fémeas fossem agrupados (MARTINAT-BOTTE et al.,
1995). O regumate tem uma acgao fisiologica anéloga a da progesterona: ele bloqueia as
descargas ciclicas dos hormonios gonadotroficos hipofisarios, impedindo assim o
aparecimento do cio. Apos a parada do tratamento, os cios sdo agrupados entre o quinto
e oitavo dia.

Para permitir uma aplica¢do uniforme do medicamento para todas as marras,
o produto, em solugdo oleosa a 4%, ¢ administrado todos os dias na ra¢ao dos animais no
volume de SmL por dia e por marra; o tratamento comeca na segunda feira e as fémeas
sdo agrupadas em lotes de cinco fémeas. Visando o controle do aparecimento do cio, o
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ultimo dia da aplicagdo do regumate (18° dia) € considerado o dia zero DO (quinta feira);
o dia seguinte ¢ o dia D1 (sexta feira) e assim na sequéncia.

03. Coletas de sangue e dosagens hormonais

Teve por finalidade avaliar a concentragdo da progesterona no plasma
sanguineo, visando uma dedu¢ao do momento da ovulagdo. Apos o final do tratamento
(regumate), as amostras sanguineas sao retiradas a partir do D4 (segunda feira de manha)
até 48 horas apds a parada dos sintomas de cio (ap6s de 2 dias de respostas negativas ao
controle de cio). As coletas de sangue sdo feitas duas vezes por dia (8:30 horas e 17 horas).
Um volume de SmL ¢ coletado, e ap6s 10 minutos de centrifugacdo a 2200G o sobre
nadante ¢ retirado e congelado a -20 °C até o momento das dosagens.

A progesterona foi dosada pelo método radioimunoldgicos (RIA)
(SAUMANDE et al., 1985) no laboratdrio de dosagens hormonal da Estacao de Fisiologia
dos Mamiferos Domésticos (INRA — Nouzilly, Fran¢a). Cada amostra de sangue foi
dosada em duplicidade e os valores médios foram considerados para expressar a
concentracdo plasmatica da progesterona. O inicio da ovulagdo, estimado pelo perfil
hormonal das concentragdes de progesterona no plasma sanguineo, ¢ considerado no
inicio do aumento da progesterona (1° ponto acima da linha de base) (MARTINA-
BOTTE et al., 1995).

04. Inseminacio artificial

Cada fémea no cio foi inseminada duas vezes por cio, em um intervalo de 12
horas, com uma dose de sémen de 10 x10%sptz. As duas doses sdo provenientes do mesmo
varrdo ¢ do mesmo lote experimental. Em 80% dos casos, as duas doses de inseminac¢do
foram provenientes do mesmo ejaculado. As inseminacdes foram feitas 24 horas apos o
inicio do cio, segundo o esquema abaixo:

a) Primeiro caso: Inicio do cio pela manha (8:30 horas), a inseminagdo ¢ feita no dia
seguinte pela manha (1%) e final da tarde (17:30 horas, 2?).

b) Segundo caso: Inicio do cio final da tarde (17:30 horas), a inseminagao ¢ feita no dia
seguinte pela tarde (1*) e de manha do segundo dia (18 horas, 2%).

noite manha noite manha noite manha
1° caso - + + 1*TA 22 TA
2° caso - - + + 1* 1A 22 1A

Se uma série de cios duvidosos () se mostram antes do cio positivo (+), o
ultimo cio duvidoso (%) ¢ levado em consideracdo como o inicio do estro, assim:

noite manha noite manha noite manha
1° caso - + + I*1IA 22 1A
+ + + I*TIA 2* 1A
2° caso - - + + 17 TA 28 TA
- + + + 17 TA 28 TA
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Antes de cada inseminacao artificial (1* e 2%), as marras recebiam uma dose
com volume de 50mL, de plasma seminal por inseminagdo, utilizando a mesma pipeta
por onde seria posteriormente colocado o sémen. Segundo os resultados de varios autores
(BURTGANS, 1982; WEITZE et al., 1988a ¢ 1988b), esse procedimento melhora as
taxas de motilidade dos espermatozoides do varrdo, dentro do oviduto da porca, bem
como as taxas de fertilidade.

05. Ecografia e analises apos o abate das marras

Foram feitos dois exames ecograficos por marrd, o primeiro aos 21 dias e o
segundo aos 30 dias, apds a primeira inseminacdo. As fémeas que retornavam ao cio
foram descartadas do experimento, mas sdo consideradas para os célculos dos resultados
de fertilidade, onde sdo consideradas como fémeas vazias (resultado negativo). Para a
verificacao dos resultados de fertilidade e prolificidade, as fémeas cujos resultados na
segunda ecografia foram positivos, foram sacrificadas entre 30 e 35 dias de gestagao para
a contagem dos embrides e controle dos corpos luteos nos ovarios.

A mortalidade embrionaria e mensurada pela relagdo entre o numero total de
corpos luteos nos ovarios e o nimero de embrides vivos aos 30/35 dias de gestagdo. O
tamanho dos embrides foi mensurado por seu comprimento, da cabecga a base da cauda
(centimetros) e seu peso (gramas).

ITII. RESULTADOS

I1I. 1. CONSERVACAO DO SEMEN CONGELADO:
ESTUDO IN VITRO

01. Momento da adicao do IAA antes da congelacio (experimento n° 1)

No experimento n° 1 (Tabela 16) foi procurada qual o melhor momento de
adicao do TAA (a 30 ou 15 °C), durante o processo de resfriamento do s€émen, antes da
congelacdo. Nesse experimento, ndo houve variacdo da concentragdo testada do IAA, se
mantendo sempre em 10ng/mL. Globalmente os melhore resultados de vigor espermatico,
a cinco minutos de incubagdo do sémen, foram obtidos quando o IAA foi adicionado no
diluente de congelacdo a temperatura de 30 °C. Um resultado equivalente foi igualmente
encontrado a temperatura de 15 °C, mas na condi¢do de que o TAA fosse também
adicionado no diluente de descongelacdo. O valor mais fraco do vigor foi encontrado
quando a adicao do TAA foi feita apenas a temperatura de 15 °C, durante o processo de
abaixamento da temperatura (2,3+0,4). Ap6s duas horas de incubagao a 39 °C, os
melhores resultados do vigor espermético foram sempre observados quando o IAA foi
adicionado a 30 °C. Esses resultados foram significativamente diferentes daqueles obtidos
a 15 °C (p<0,05).
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Tabela 16: Efeito do momento de adicdo do IAA (10ng/mL) antes da congelagdo, sobre
as caracteristicas da mobilidade espermatica do s€émen do varrdo apos incubagao a 39 °C,
por 5 minutos e 2 horas (experimento n°® 01). (m=*sd)

IAA Vigor espermatico | Motilidade espermatica
Lotes | Temp (ng/mL) (n) Tempo  incubacio apoés descongelacio
Descongelagio Smin 2h Smin 2h
1 15°C 0 20 | 2,3x04* | 1,3+0,8* | 28,8+0,4* 10,8+9,22
2 15°C 10 2,6+£0,5° | 1,3+0,8* | 33,0+0,4° 12,5+£11,8®
3 30°C 0 107 | 2,5+0,4° | 1,8+0,8® | 29,3+0,4° 16,8+9,9%
4 30 °C 10 2,3+0,4° | 1,9+0,8 | 30,4+0,4° 17,4+10,3°

Obs.: As diferencas entre tratamentos (lotes) sdo expressas por letras diferentes dentro de cada tempo
de incubagao.

Ap6s 5 minutos de incubagdo, a porcentagem de espermatozoides méveis nao
foi significativamente influenciada pela adi¢do do IAA, nem a 15 °C, nem a 30 °C. Por
outro lado, apds duas horas, os resultados foram significativamente menores quando o
IAA foi adicionado a 15 °C do que a 30 °C, durante o processo de abaixamento da
temperatura (10,849,2 vs 16,8+9,9) (p<0,05). Os melhores resultados da motilidade
espermatica, foram obtidos no tratamento 3 (16,8+9,9) e no tratamento 4 (17,4+10,3), nos
quais o IAA foi adicionado na primeira etapa do processo (30 °C) e também no diluente
de descongelacgao.

De uma forma geral, para as duas caracteristicas estudadas, os melhores
resultados foram observados nos tratamentos nos quais, a adicdo do IAA foi feita ja no
inicio do processo, a 30 °C, e também na descongelacao. Os resultados apds duas horas
de incubagdo, sugerem que um contato prolongado dos espermatozoides com o IAA,
reduz a queda da mobilidade espermatica. Por estas razdes foi escolhido, na sequéncia
desse trabalho, adicionar o IAA no diluente de congelagao, a 30 °C, desde o inicio do
processo de resfriamento do sémen.

02. Concentraciao do IAA (experimento n° 2)

O experimento n° 2 (Tabela 17) teve por finalidade determinar a concentracao
de TAA, que tivesse a agdo mais favoravel para as caracteristicas de mobilidade
espermatica.

Aos 5 minutos de incubagdo, foi visto diferencas significativas de vigor
espermatico entre as duas concentracdes de [AA, em qualquer momento de sua adi¢cao ao
sémen: A concentragdo de 100ng/mL foi significativamente melhor do que a de 10ng/mL
(2,7 vs 2,5, respectivamente, p<0,05). A adicdo do [AA somente apds a descongelagdo,
mostrou que, em relagdo ao lote controle (0/0), a diferenca foi um pouco mais acentuada
(2,7 vs 2,3, p<0,05). O papel favoravel do TAA, na concentracdo de 100ng/mL, foi
particularmente marcante, apds 2 horas de incubagao a 39 °C (p<0,05). Essa concentracao
de TAA reduziu significativamente a queda da motilidade espermatica em ralagao as de 0
ou 10ng/mL, durante o tempo de incubagao do sémen.
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Tabela 17: Efeito da dose e do momento de adi¢ao do IAA (10 e 100ng/mL) sobre as
caracteristicas da mobilidade espermatica do sémen congelado do varrao (experimento
n° 02) (m+sd)

Vigor espermatico | Motilidade espermatica
Lotes IAA Ejaculados ~
(ng/mL) () Tempo de Incubacao
Smin 2h Smin 2h

1 0/0 107 2,3+0,4° 1,7+0,8* 26,2+8,0° 14,6+9,4°
2 0/10 75 2,540,4° 1,7+0,7* 30,3+7,4° 15,549,
3 10/0 107 2,5+0,4° 1,8+0,8? 29,3+7,4° 16,8+9,9°
4 10/10 107 2,5+0,5° 1,9+0,8? 30,4+7,1° 17,4+10,3°
5 0/100 32 2,704 | 2,4+0,5° 29,5+5,4° 22,246,5°
6 100/0 62 2,6+0,4% | 2,3+0,8° 28,9+5,9° 23,9+£7,2¢
7 100/100 62 2,740,5° | 2,3+0,5° 29,8+6,2° 24,5+6,5°

Obs.: O significado das diferengas entre tratamentos (lotes) esta expressa por letras diferentes dentro
de cada tempo de incubagdo.

Lote 1 (0/0) = Sem adicao de IAA;

Lote 2 (0/10) =IAA (10ng/mL) no diluente de descongelagio;

Lote 3 (10/0) =TAA (10ng/mL) 30 °C antes da congelag@o;

Lote 4 (10/10) = IAA (10ng/mL) antes da congelacdo e no diluente de descongelagéo;
Lote 5 (0/100) = IAA (100ng/mL) no diluente de descongelagdo;

Lote 6 (100/0) = IAA (100ng/mL) a 30 °C antes da congelacdo;

Lote 7 (100/100) = IAA (100ng/mL) antes da congelagdo e no diluente de descongelagio.

Com relagdo a porcentagem de espermatozoides méveis, nos dois tempos de
incubagao, os valores do tratamento controle, foram inferiores em relagao aos obtidos na
presenga do IAA no meio de diluicdo. As diferencas foram estatisticamente significativas
(p<0,05). Para os dois tratamentos com IAA, houve uma equivaléncia de valores aos 5
minutos de incubagdo, entretanto, ap6s duas horas, a concentracao de 100ng/mL, permitiu
uma melhor manutengao da porcentagem de espermatozoides moveis (p<0,05).

Quando da adi¢ao do TAA (100ng/mL) antes e apos a congelagdao, foram
obtidos os melhores resultados de vigor e motilidade espermatica. Isso foi particularmente
observado apo6s as 2 horas de incubagdo do sémen. Houve uma interacao entre o diluente
e o tempo de incubagdo, no tratamento 7 (100/100) onde a queda dos valores foi menos
importante.

Os resultados da anélise de variancia mostraram que as variagoes totais do
vigor espermadtico (25%) e da motilidade espermatica (35%), podem ser explicados pelos
efeitos dos diluentes (antes a congelacdo e apos a descongelacdo), pelo tempo de
incubacdo e as interacdes duplas e triplas. Os restantes 75% e 65%, respectivamente,
foram devido a fatores nao controlados e a sorte da amostragem.

03. Morfologia espermatica

Em um primeiro teste, duas concentracdes de TAA (10 e 100ng/mL)
adicionadas ao diluente a 30 °C e no momento da descongelagdo, foram comparadas para
se estudar a a¢ao da auxina sobre a morfologia espermatica. Na sequéncia, a acao do [AA
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(100ng/mL) foi testada em relagdo ao tratamento controle, na auséncia total deste
composto (0/0).

3.1. Efeito das concentracdes de IAA sobre a morfologia espermatica

Nao houve diferengas entre a porcentagem de espermatozoides vivos com
acrossoma intacto, em qualquer que seja a concentragdo utilizada ou o momento de sua
adicao ao diluente (antes da congelagdo e/ou no momento da descongelagao) (Figura 12).
Entretanto, os resultados médios foram ligeiramente superiores quando o IAA foi
adicionado em dois momentos, antes da congelagdo e no momento da descongelacdo. Por
outro lado, as diferengas nao foram estatisticamente significativas (p>0,05).

Figura 12: Acdo do IAA, nas concentragdes de 10 e 100ng/mL, sobre a morfologia dos
espermatozoides do varrao, avaliada apods a descongelagao.
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Lote 1 (10/0) =TAA (10ng/mL) - antes da congelac@o;

Lote 2 (10/10) = IAA (10ng/mL) - antes da congelagdo e na descongelagio;
Lote 3 (100/0) = IAA (100ng/mL) - antes da congelagéo;

Lote 4 (100/100) = IAA (100ng/mL) - antes da congelagdo e na descongelacao.
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Obs.: As diferengas entre os valores médios, ndo foram significativos (letras iguais, acima das diferentes
colunas).

3.2. Adicao do TAA (100ng/mL) ao BTS: acio sobre a morfologia

O TAA apresentou um efeito favoravel e significativo sobre a porcentagem de
espermatozoides vivos com acrossoma intacto (lotes 2, 3 e 4 vs lote 1). Em particular
quando o IAA foi adicionado antes da congelacdo e na descongelacao (100/100), os
resultados foram significativamente melhores aos do tratamento onde o IAA foi
adicionado apenas em uma dessas etapas (lote 4 vs lotes, 2 e 3) (p<0,05). Esses resultados
traduzem uma melhoria significativa do numero de espermatozoides vivos com
acrossoma intacto. Quando o TAA foi adicionado somente antes da congelacao (lote 3)
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ou somente na descongelacdo (lote 2), as diferencas ndo foram significativas (p>0,05).
Entretanto, os dois tratamentos foram significativamente melhores em relagdo ao
tratamento controle BTS (0/0). O BTS sozinho, sem nenhuma adi¢do outra substancia,
utilizado como diluente na descongelagcdo apresentou resultados inferiores quando foi
utilizado o BTS adicionado do TAA (Figura 13).

Figura 13: Acdo do IAA (100ng/mL), adicionado ou ndo ao diluente BTS, sobre a
morfologia dos espermatozoides do varrdo, avaliada apds a descongelacgdo.
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Lote 3 (100/0) = IAA (100ng/mL) - antes da congelagio;
Lote 4 (100/100) = IAA (100ng/mL) - antes da congelagdo e a descongelacao.
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bs.: Letras diferengas acima das diferentes colunas indicam que os resultados foram significativamente
diferentes (p<0,05).

I11. 2. INSEMINACAO ARTIFICIAL EM MARRAS UTILIZANDO
O SEMEN NA FORMA CONGELADA

01. Duracao do estro e do momento de ovulacio

Na tabela 18, a duragdo do estro variou de 20 a mais de 95 horas. Entretanto,
90,2% das marras se encontraram dentro de um intervalo de duracdo de estro de 35a 79
horas. Entre elas, a maioria das fémeas (72,5%) tiveram uma duracdo do estro
compreendida entre 35 e 64 horas. O momento do inicio das ovulagdes ¢ determinado em
relacdo ao inicio dos sinais do estro. A maior parte das ovulagdes (72,9%) se encontraram
entre 35 e 64 horas ap6s o inicio do estro, entretanto, algumas ovulagdes foram
identificadas entre 30 e 34 horas (18,5%) e entre 65 e 94 horas (806%). Todas as marras
ovularam antes de 95 horas ap6s o inicio do estro.
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Tabela 18: Avaliacdo da duracao do estro e do momento de ovulagdo de marras, entre 20
horas e mais de 95 horas, a partir do inicio do cio.

Intervalos (horas) 20230 {35249 | 50a64 [ 65279 | 80a94 | >95

Duracio estro

N° de marras (%)

1(1,2) |27333)| 2632,1) | 2024,7) | 5(6,2) | 62,5

Momento ovulac¢io (*)

N° de marras (%)

15 (18,5) | 28 (34,6) | 32(38,3) 5(7,4) 1(1,2) 0 (0,0)

Obs.: (*) Valor computado através da identificacdo do primeiro ponto da subida das concentragdes
plasmaticas da progesterona.

Na tabela 19, verifica-se que a reparticdo dos lotes de inseminagdo, se
apresentam de maneira relativamente homogénea dentro de cada intervalo de duragao do
estro e do momento da ovulagdo. As diferencas foram minimas e a reparticao equilibrada
entre os diferentes lotes com uma influéncia muito fraca sobre os resultados de fertilidade.

Tabela 19: Distribuicdo da duracdo do estro e do momento de ovulagdo entre os
diferentes tratamentos (lotes) (n = 81).

Intervalos (horas) 20230 | 35a49 | 50a64 | 65279 | 80a94 | >95
Fémeas (%) Lotes (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(1) 0/0 -*o 7,4 8,7 4,9 3,7 1,2

Duracao do (2) 0/100 =¥ 7,4 6,2 8,7 1,2 1,2
estro (3) 100/0 1,2 12,3 8,7 4,9 -* -
(4) 100/100 -*o 6,2 8,7 6,2 1,2 e

Fémeas (%) Lotes (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ovulacdo em (1) 0/0 49 8,0 11,1 1,2 -k -*-
relacao ao (2) 0/100 4.9 7,4 8,6 2,5 1,2 -k
inicio estro  (3) 100/0 6,3 11,1 9,9 -*o -*o -k
(4) 100/100 2,5 7,4 9,9 2,5 -*o e

A Figura 14, mostra uma variacdo do momento de ovulagdo em relagdo ao
inicio do estro em quatro exemplos de fémeas inseminadas. As concentracdes base da
progesterona se situaram entre 0,5 e 1,0ng/mL, e permitiram identificar o inicio do pico
plasmatico que caracteriza o inicio da ovulagdo, o qual se situou entre 30 e 65 horas apds
o inicio do estro.
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Figura 14: Exemplos de variagdes da concentracdo da progesterona plasmatica, em
quatro marras, na avaliacdo do momento do estro.
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02. Fertilidade e prolificidade, resultados gerais

A adicao do IAA, ao diluente gema de ovo, a 30 °C (100/0), durante o
processo de congelacdo, ndo trouxe nenhuma melhoria dos resultados de fertilidade em
relacdo ao controle (0/0) (48%, nos dois casos, p>0,05). Quando o IAA foi adicionado



81

somente na descongelacdo (0/100), a porcentagem de partos foi mais baixa (33%) e as
diferencas ndo significativas (p>0,05). A maior porcentagem de marrds gestantes foi
obtida quando o IAA foi adicionado antes da congelacdo (30 °C) e no momento da
descongelagao (100/100). Nesse tratamento foi obtida uma taxa de fertilidade com 17
fémeas gestantes (63%) em um total de 27 marras. Entretanto, essa diferenca em relagao
ao tratamento controle (0/0) ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05), em razdo do
baixo niimero de animais inseminados (Tabela 20).

Tabela 20: Resultados de fertilidade e prolificidade de marras inseminadas com sémen
congelado, adicionado ou nao do composto IAA na concentragao de 100ng/mL (n = 27).

Prolificidade*/30
dias apds a LA.
Lotes TAA Gestantes | Gestantes Total Vivos
(ng/mL) (Nb) (%)

1 0/0 13 48 7,9+4,02 7,443,52
2 0/100 9? 33 10,0+3,0° 9,3+2,7°
3 100/0 132 18 10,4+4,3% 10,1+2,8°
4 100/100 172 63 9,143,6% 8,8+3,6%

Obs.: a diferenca entre lotes ¢ expressa por letras sobescritas diferentes (p<0,05).
(*) Embrides/fémea.

Lote 1 (10/0)
Lote 2 (0/100) IAA (100ng/mL) + a descongelagio;

Lote 3 (100/0) IAA (100 ng/mL) + a 30 °C antes da congelagio;

Lote 4 (100/100) = IAA (100ng/mL) + a 30 °C antes da congelagio e a descongelagao.

= Sem [AA;

A avaliagdo da porcentagem de embrides vivos por fémea, permitiu verificar
que o tratamento controle (0/0) apresentou o resultado médio mais baixo (7,4 embrides
por fémea). Com a adi¢ao do IAA, a 30 °C, na descongelacdo ou nesses dois momentos,
o numero de embrides vivos melhorou (9,3, 10,1 e 8,8 embrides por fémea,
respectivamente; p<0,05). Essa tendéncia foi também verificada para o resultado do
nimero total de embrides por fémea (vivos e mortos) (p<0,05).

03. Fertilidade em relacao ao momento de ovulacio

As inseminagdes foram feitas dentro de um periodo médio de 12 horas antes
ou depois da ovulagdo. Os melhores resultados de fertilidade foram observados quando
as inseminagdes aconteceram antes da ovulacao, em particular na presenca do IAA no
meio de dilui¢do do sémen (lote 100/0 = 66,7% e o lote 100/100 = 62,5%). O momento
da inseminagao em relagdo ao da ovulagdo demonstrou ter uma grande importancia para
a obtengdo de taxas de fertilidade mais elevadas. E importante se observar que as taxas
dos resultados negativos aumentaram significativamente quando as inseminac¢des foram
feitas apos a liberagdo do ovdcito (p>0,05). Apds o controle de um total de 81 fémeas,
verificou-se que a adi¢do do IAA ao diluente BTS apresentou vantagens em relagao aos
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resultados de fertilidade (p<0,05), quando as inseminac¢des foram realizadas antes da
ovulacdo (Figura 15).

Figura 15: Relacdo (%) dos resultados das inseminagdes artificiais em fung¢do do
momento de ovulagao (£12 horas), com sémen congelado do varrao.
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[ Lote1 (10/0) = Sem [AA;
Lote 2 (0/100) = IAA (100ng/mL) adicionado a descongelacao;
B Lote 3 (100/0) = IAA (100 ng/mL) adicionado a 30 °C antes da congelagio;
Bl Lote 4 (100/100) = IAA (100ng/mL) adicionado antes da congelagdo e a descongelagio.

Obs.: Letras diferentes, diferencas significativas entre médias. Teste estatistico = X?

Entretanto, foi necessario adicionar o IAA ao menos a 30 °C, durante o
abaixamento da temperatura visando a congelagcdo do sémen, para que esse efeito possa
ser evidente. Quando o [AA foi adicionado apenas no momento da descongelagdo
(0/100), os resultados ficaram semelhantes aos obtidos com o lote controle (0/0; 46,7% e
47,0%, respectivamente. p>0,05). O efeito benéfico do [AA, adicionado ao diluente de
congelacdo e/ou a descongelacdo (BTS), ndo foi mais significativo do que quando as
inseminagdes foram feitas apds a ovulagao.

04. Nimero de embrides vivos por corpos luteos

Apos o tratamento de Régumate (sincronizagao de cio), a producdo de corpos
luteos, pelos dois ovarios, ficou proxima em todas as fémeas e as diferengas entre os lotes
de inseminagdo ndo foram significativas (p=0,971).

Com relagdo a propor¢do embrides/corpos luteos, as diferencas entre os
tratamentos ndo foram significativas (p=0,150), com excecdo aos resultados entre o lote
controle (0/0) e o lote 100/100 (50,7% vs 63,3%; p<0,05). Aparentemente a adicdo do
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IAA, somente a 30 °C, durante o processo de congelagdo, ofereceu melhores condigdes
ao desenvolvimento embrionario. Verificou-se também que entre os diferentes lotes, a
taxa de mortalidade embriondria mais elevada, foi encontrada dentro do tratamento
controle (BTS, lote 0/0) (Tabela 21).

Tabela 21: Efeito da adigdao do IAA ao diluente BTS, sobre a propor¢ao do numero de

embrides/corpos luteos (CL) de marrds inseminadas com o sémen congelado.

Lotes | Diluente | Lotal Total. :ie Ne mAédio 1\./{édiaA Embrides/
de CL | embrides | CL/fémea | embrides/fémea CL (%)
1 0/0 191 96 14,6+3,3° 7,4+3,5% 50,7
2 0/100 141 84 15,7£1,77 9,342.7° 59,2
3 100/0 208 131 16,8+3,5° 10,142,8° 60,1
4 100/100 243 150 14,3+£2,9° 8,8+3,6% 62,3

Obs.: a diferenga entre lotes é expressa por letras sobescritas diferentes (p<0,05).

05. Peso e comprimento dos embrides

Com relagdo ao comprimento do embrido, as medidas foram tomadas com
fita métrica da cabeca até a base da cauda. Para essas caracteristicas, os resultados nao
apresentaram nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05). Os
diferentes diluentes testados nesse trabalho ndo apresentaram nenhum efeito sobre o
desenvolvimento precoce dos embrides (Tabela 22).

Tabela 22: Influéncia do diluente BTS ou BTS + IAA, sobre o peso e comprimento dos
embrides aos 35 dias de gestagao.

Lotes 1 2 3 4
0/0 0/100 100/0 100/100
Peso (g) 2,7+0,7 2,8+0,7 2,5+0,6 2,8+0,9

Comprimento (cm) | 3,104 2,9403 2,940,3 3,140,4

IV. DISCUSSAO E CONCLUSOES

IV. 1. CONSERVACAO DO SEMEN CONGELADO:
ESTUDO IN VITRO

01. Discussao

O fato de que o sémen congelado do varrdo possa guardar seu poder
fecundante e manter um nivel de prolificidade ideal, ¢ um problema ainda nao resolvido
até esse momento. Assim, se faz necessario o desenvolvimento de um diluente capaz de
guardar um bom nivel de motilidade do espermatozoide apo6s a descongelagao. Por conte
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desses problemas, a inseminagao artificial suina com sémen congelado ndo ¢ utilizada
rotineiramente em nenhum pais até o presente momento (XIM e JIAN, 1991). Realmente,
os resultados de fertilidade e de prolificidade obtidos, sdo ainda bem inferiores aos niveis
obtidos com o uso do sémen refrigerado (JOHNSON, 1980; JOHNSON et al., 1981;
HAMMITT e MARTIN, 1989; XIN e JIAN, 1991; WABERSKI et al., 1994).

Aparentemente, o momento de adi¢ao do IAA a concentragcdo de 10ng/mL,
tanto na primeira etapa (30 °C), quanto na segunda etapa (15 °C), ndo influenciou
significativamente os resultados da mobilidade espermatica apds 5 minutos de incubagao.
Entretanto, ap6s 2 horas de incubacdo a 39 °C, houve uma melhora significativa dos
parametros estudados apods a adi¢do do IAA ao diluente de congelacdo a 30 °C. Esse
resultado sugere uma interagdo a mais prolongada possivel entre o IAA e a célula
espermatica antes da congelagcdo do sémen, ¢ necessaria.

A adicao do TAA ao diluente BTS proporcionou boas perspectivas para sua
utilizacdo na congelacdo do sémen do varrdo, uma vez que apresentou uma acao
estimulante sobre o vigor espermatico ¢ a motilidade espermatica, particularmente
quando usado na concentragdo de 100ng/mL. Esse efeito foi significativo nos dois tempos
de incubacdo do sémen e igualmente quando foi adicionado somente no diluente de
descongelagdo (0/100). Apesar desses resultados, foi observada uma queda consideravel
da porcentagem de espermatozoides moveis apds a descongelacdo, inclusive
apresentando as vezes valores inferiores aos encontrados por outros autores (PURSEL e
JOHNSON, 1975; JOHNSON et al., 1982; BWANGA et al., 1992). Esses valores
inferiores podem ter sido em decorréncia, provavelmente, das variagdes individuais
encontradas entre varrdes. A dose de 100ng/mL permitiu uma redugdo significativa da
queda do vigor e da motilidade espermatica durante o teste de termorresisténcia, entre 5
minutos e 2 horas de incubag¢ao do s€émen, em relacdo ao tratamento controle.

Pode ser encontrado com frequéncia na literatura, em particular nos trabalhos
de Watson (1981) e Watson e Plummer (1985), que certos varrdes apresentam
espermatozoides particularmente sensiveis ao resfriamento rapido. Essa caracteristica se
traduz por uma perda de vitalidade por essas células. Pursel et al. (1972a, 1972b) e Pursel
e Park (1985), demonstraram que os espermatozoides podem adquirir resisténcia ao frio
sob certas condi¢des. A principal condi¢do ¢ uma pausa minima de 2 horas antes da queda
progressiva da temperatura abaixo dos 15 °C. Tamuli e Watson (1994) mostraram
igualmente que os espermatozoides do varrdao aumentam a sua resisténcia ao frio apos
terem sido mantidos algumas horas a temperatura ambiente (20 °C) antes de serem
submetidos ao processo de congelacdo. No presente trabalho, o abaixamento da
temperatura de 30 °C até 15 °C, foi progressivo e com uma duragdo de 4 horas.

Devido ao fato de que volumes menores de sémen apresentam uma
velocidade de congelacao/descongelacdo mais répida, o que favorece uma melhor
motilidade espermatica a descongelacio (MOURA ANDRADE et al., 1989), nesse
trabalho o s€émen foi congelado na forma de pastilhas de 0,1mL.

Com relagao aos resultados de morfologia espermatica, a adi¢ao do IAA a
temperatura de 30 °C e também na descongelagdo, parece necessaria para se manter uma
melhor taxa de células vivas e intactas. A porcentagem mais elevada de espermatozoides
vivos com acrossoma intacto foi sempre obtida com a utilizagdo de meios contendo o
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IAA. As diferencas foram significativas entre o tratamento controle sem o IAA (0/0) e o
tratamento utilizando 100ng/mL antes da congelagdo e apos a descongelagdo. Por outro
lado, uma caracteristica comum a todos os tratamentos utilizados nesse trabalho, foi a
queda da porcentagem de células com acrossoma normal, encontradas apos a
descongelagdo. Essa queda também foi observada por Johnson et al. (1982) e Tamuli e
Watson (1994), entendida como consequéncia de um choque térmico, independentemente
do tempo de incubagao utilizado.

A andlise da integridade espermatica e comumente utilizada como um
indicador da qualidade de fecundagcdo com a utilizagdo de um sémen congelado.
Entretanto, essa relacdo entre a porcentagem de espermatozoides com acrossoma normal
e os resultados de fertilidade ¢ discutivel (LARSSON, 1985). Os resultados desse
trabalho, em relacdo as anélises in vitro, mostraram que com a utilizagdo do IAA pode se
obter uma porcentagem mais importante de células vivas com acrossoma intacto. Obonyo
et al. (1992), encontraram uma forte correlagao entre a fertilidade e a qualidade do sémen
filtrado em 13 de vidro, que parece reter as células que possuem o acrossoma danificado
ou com membrada partida. Pode-se entdo esperar a obtengao de melhores resultados de
fertilidade com a utilizagdo do IAA, adicionado ao diluente de sémen, baseado nas
observagdes de Obonyo et al. (1992), que afirmaram ter encontrado as melhores
correlagdes entre a morfologia, motilidade espermatica e resultados de fertilidade com a
utilizacdo do sémen apods a descongelagao.

Larsson e Einarsson (1976a) mostraram que entre os testes utilizados para se
verificar o efeito do processo de congelagdo sobre os espermatozoides, o teste de
termorresisténcia e a medida da concentragao extra-celular da aspartato aminotransferase,
foram os melhores indicadores da fertilidade de um sémen, mesmo na auséncia de
informagoes a respeito da sua relagcao com a fertilidade individual dos varrdes. A principal
finalidade para se testar um sémen in vitro, ¢ de se poder determinar sua qualidade e de
poder correlaciona-la com os resultados de fertilidade. O teste de termorresistancia ¢ um
bom indicador de fertilidade, entretanto, ele deve ser completado com a consideracio dos
resultados das analises morfoldgicas, uma vez que a sobrevivéncia espermatica apos a
descongelagao dentro do utero da porca ¢ curta (LARSSON e EINARSSON, 1976a). Isso
permite indicar que numerosos espermatozoides, apesar de apresentarem uma boa
motilidade, podem ter um acrossoma danificado. Saacke e White (1972) observaram que
apo6s a descongelagdo e incubagdo a 37 °C, os resultados de fertilidade se encontravam
mais ligados a presenga de um acrossoma integro (65%) do que a motilidade espermatica,
no sémen do touro. Por outro lado, eles entenderam que a consideragcdo por um todo
dessas caracteristicas, pode permitir um controle da qualidade do s€men mais preciso e
confiavel.

As opinides com relacao as andlises in vifro de um sémen e a correlagdo com
a fertilidade sdo ainda muito divergentes. Devido a isso, ¢ entendido que uma avaliagao
mais global do ejaculado ¢ necessaria e que deve ser levado em consideracao, para a
correlagdo com a fertilidade do sémen, as seguintes caracteristicas: vigor espermatico,
motilidade espermatica, morfologia espermatica apos a descongelacdo; volume do sémen
congelado, concentracao da dose inseminante, momento da inseminacao, quantidade de
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inseminagdes feitas por fémea inseminada e congelabilidade do sémen de um
determinado macho doador.

02. Conclusoes

—> O IAA apresentou uma agio estimulante sobre o vigor e motilidade espermatica
apo6s congelagdo/descongelacdo do espermatozoide, que se traduziu pela manutencao de
valores mais elevados destes parametros, apds incubacao do sémen.

—> A melhoria dos resultados da morfologia espermatica, obtidos in vitro, permitem
a espera de taxas de fertilidade mais elevadas com a utilizacdo do sémen assim tratado,
considerando que a inseminagdo seja feita antes da ovulagao.

—> Para que os efeitos sobre a morfologia espermatica sejam ainda mais evidentes,
¢ necessario a adi¢do do [AA em dois momentos diferentes: antes do processo de
abaixamento da temperatura a 30 °C e imediatamente apds a descongelagdo. Talvez seja
interessante aumentar a duragao do tempo de equilibrio.

IV. 2. INSEMINACAO ARTIFICIAL EM MARRAS APOS
CONSERVACAO DO SEMEN SOB CONGELACAO

01. Discussao

Na inseminagdo artificial, com o sémen congelado, obter resultados de
fertilidade e de prolificidade equivalentes aos do sémen refrigerado, ¢ ainda um desafio
para os pesquisadores no dominio da reproducdo suina. Sua utilizacdo ¢ limitada no
mundo inteiro devido fraca eficécia: taxa de recuperacao de espermatozoides e taxa de
sucesso nos resultados. Assim sendo, o desenvolvimento de um diluente ou de uma
técnica que favoreca os resultados de fertilidade ¢ necessario visando uma maior
utilizagao rotineira do sémen congelado do varrao.

A adi¢do do composto ativo (IAA) melhora de forma significativa a
prolificidade de marrds inseminadas. Entretanto, as diferentes taxas de fertilidade, entre
tratamentos, ndo foram significativas. O resultado de 63% de marras cheias aos 30 dias
de gestagao foi ainda fraco em relagdo aos resultados de inseminagao artificial com sémen
refrigerado ou aqueles obtidos apds a monta natural. Sabendo-se que a célula espermatica
suina ¢ sensivel ao processo de dilui¢ao, bem como a composicao do diluente utilizado
(LARSSON, 1978) e que o nimero de inseminagdes no presente estudo foi pequeno (27
inseminacdes por tratamento), espera-se ainda poder melhorar os resultados de fertilidade
com a adi¢ao do IAA dentro do meio de congelagdo/descongelagdo do s€émen do varrao.
Isso podera ser alcancado através de um estudo mais aprofundado a respeito do modo de
acdo do IAA, bem como, por futuros experimentos em maiores efetivos de animais.

Numerosos autores desenvolveram diferentes métodos de congelacdo do
sémen suino (POLGE et al., 1970; CRABO ¢ EINARSSON, 1971; PURSEL e
JOHNSON, 1971a; WESTENDOREF et al., 1975; LARSSON ¢ EINARSSON, 1976b;
PAQUIGNON e COUROT, 1976). Por outro lado, os protocolos desenvolvidos para a
manipulagdo do s€émen apresentam ainda numerosos defeitos incluindo uma mais fraca
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capacidade de sobrevivéncia dos espermatozoides. Na realidade, esses protocolos
induzem a formagao de alteragdes estruturais e funcionais dos espermatozoides, levando
a uma reducdo das taxas de fertilidade. A capacidade de utiliza¢do de sistemas in vitro
para acessar ao status funcional dos espermatozoides antes e apOs a criopreservacao ¢
ainda limitado (RODRIGUEZ-MARTINEZ e ERIKSON, 1994).

Utilizando-se diferentes técnicas e diluentes variados, varios pesquisadores
observaram taxas de fertilidade inferiores (PAQUIGNON e COUROT, 1976;
PAQUIGNON etal., 1976 ¢ 1977; KUO e CHIANG, 1991), equivalentes (PAQUIGNON
e du MESNIL du BUISSON, 1973; HAMMITT e MARTIN, 1989; BWANGA et al.,
1992) ou superiores (WEITZE et al., 1989) as obtidas por esse trabalho.

Com relagdo aos resultados de prolificidade, dentro de todos os tratamentos
nos quais o IAA foi utilizado nesse trabalho, os resultados foram significativamente
melhores do que os obtidos no tratamento controle (0/0). Essa diferenca se traduziu por
um aumento que chegou a 2,5 embrides por fémea. Aparentemente o IAA tem uma acao
favoravel sobre o desenvolvimento embrionario, que merecem estudos mais
aprofundados dos seus possiveis mecanismos de agao.

Rodriguez-Martinez e Erikson (1994) mostraram que a fraca viabilidade do
sémen suino congelado parece ser devido a sua consideravel sensibilidade ao choque
térmico, levando ao aparecimento de danos @ membrana plasmatica, a modificagdes ao
nivel do equilibrio i6nico e a alteragdes da sua cromatina. Todos esses eventos podem
explicar por que a fecundagdo e sobrevivéncia embrionaria encontradas sao ainda mais
fracas que as obtidas com o sémen refrigerado.

Dentro da técnica de criacdo em bandas, o0 momento da inseminacao ¢
baseado em cima dos sinais de cio da porca em relacao ao momento da ovulagdo na fémea.
Durante varios anos, foi considerado que a ovulacdo acontece entre 40 e 42 horas apds o
inicio do estro (SOEDE et al., 1995a). No presente trabalho, foi demonstrado que mais
da metade das ovulagdes se encontraram entre 50 e 64 horas. Varios trabalhos mostraram
uma influéncia evidente do intervalo entre inseminagdo ¢ o0 momento da ovulagdo sobre
os resultados de fertilidade da porca (WABERSKI et al., 1994). Essa influéncia foi
confirmada nesse trabalho pelos melhores resultados de fertilidade quando o sémen foi
colocado na fémea em um momento preciso que precedia ligeiramente a ovulagao.

Outras caracteristicas devem ser igualmente levadas em consideragao como
o retorno ao cio apos a desmama e sua duragio (BRUSSOW et al., 1990; WEITZE et al.,
1993 e 1994; WABERSKI et al., 1994; SOEDE et al., 1995a ¢ 1995b). Esses fatores sao
muito importantes e devem ser também levados em conta, nos programas de inseminacao
artificial, em particular com a utilizagdo do sémen congelado.

O melhor intervalo entre a inseminagdo e ovulacdo esta ligado a duragdo da
vida de um niimero suficiente de espermatozoides férteis, a sua velocidade de transporte,
a sua capacitagao e a viabilidade do ovocito. O tempo ideal para praticar a inseminacao ¢
entdo limitado (SOEDE et al., 1995b).

Apesar de uma boa sincroniza¢do do inicio do cio entre 35 e 79 horas (90,1%)),
uma grande variagao foi reparada com relacdo ao inicio das ovulagdes situadas entre 20
e 64 horas (91,4%), determinado pelo aumento das concentragdes de progesterona
sanguinea em rela¢do ao inicio do estro. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados
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por Martinat-Botté et al. (1995). De fato, esses autores mostraram que um progestageno
utilizado para a sincronizagdo do cio (Régumate) ndo permitiu uma redugdo da
variabilidade do periodo de ovulacao.

Os resultados do estudo da duragdo o estro e do momento da ovulacao em
relacdo ao momento da inseminagao feito em diferentes tratamentos, estao de acordo com
os resultados encontrados na literatura (WABERSKI et al., 1994; WEITZE et al., 1994;
SOEDE et al., 1995b). Da mesma forma que esses autores anteriormente citados, foi
encontrado no presente trabalho, que quando o sémen ¢ colocado na fémea apds a
ovulagado, os resultados de fertilidade foram inferiores, dai a importancia de se referir ao
momento das ovulagdes.

O momento da insemina¢do em relacdo a ovulagdo ¢ muito importante com
relacdo a acdo do composto testado que teve um efeito muito favordvel quando a
inseminacao foi feita antes da ovulacdo. Além disso o efeito favoravel do IAA foi
observado nos tratamentos onde sua adi¢ao ao diluente BTS foi feita ao menos durante o
processo de congelacdo. Esses resultados sugerem que o tempo de contato entre o [AA e
a c¢lula espermatica deve ser suficientemente longo, ou intervir antes das fases de
resfriamento.

02. Conclusoes

—)> O conjunto dos resultados mostrou que a adicio do IAA ao diluente de
congelacdo pode melhorar os pardmetros de fertilidade do sémen congelado. Esses
resultados sdo encorajantes, mas ainda insuficientes, eles devem ser confirmados sobre
um efetivo mais importante de fémeas inseminadas.

—> E necessaria uma melhora para se aumentar a porcentagem de porcas paridas,
uma vez que os numeros desse trabalho ainda sdo inferiores aos obtidos com o uso do
sémen refrigerado. Com essa finalidade, novas técnicas e diluentes capazes de manter
uma maior porcentagem de espermatozoides viaveis e capazes de fecundar deve ser
desenvolvida.

—) O estudo e compreensido do momento da inseminagio em relagdo a0 momento
de ovulacdo da fémea suina, sugere que a duracdo da viabilidade dos ovocitos ¢
relativamente curta, porque mesmo se as inseminagdes sdo colocadas logo apods a
ovulagdo (<12 horas) as taxas de fertilidade sao mais fracas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados desse trabalho permitiram de serem formuladas as seguintes

conclusoes:

=

=

=

A adicdo do TAA ao diluente BTS permitiu de prolongar, de dois a trés dias, o tempo
de conservacao do s€émen sem aumentar o nimero de espermatozoides por dose.
Realmente, até o presente momento nenhum diluente permitiu a ultrapassagem da
barreira de trés dias de conservagdo sem perda do poder de fecundacdao do
espermatozoide.

A utilizacdo desse composto adicionado ao meio de conservagao trouxe melhorias
significativas sobre os resultados de morfologia espermatica, tanto no sémen
refrigerado quanto no congelado. Estudos complementares sdo, no entanto,
necessarios para uma melhor compreensdo dos mecanismos da agdo do [AA ao
nivel de diferentes estruturas da célula espermdtica (membranas celulares,
acrossoma, peca intermedidria, flagelo e nucleo).

Devido ao armazenamento mais prolongado, as doses de sémen refrigerado podem
ser expedidas e alcangar os criadores mais distantes dos centros de producao
espermatica. Da mesma forma, torna-se possivel de organizar coletas de s€men de
maneira que o s€men de todos os reprodutores esteja permanentemente disponivel
em doses de sémen refrigerado.

Novas possibilidades de aplicacdo dessa tecnologia estdo sendo abertas para o
sémen congelado, uma vez que os resultados de fertilidade e de prolificidade podem
ser otimizados sob a reserva da escolha mais precisa do momento de inseminagao.

A utilizacao da adgua de coco ou de seus derivados, como diluente do s€émen do
varrdo, abre novas possibilidades de pesquisas e aplicagdes no Brasil onde a matéria
prima ¢ abundante e as necessidades de melhorias genéticas suinas sdo importantes.
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PERSPECTIVAS

Os primeiros trabalhos utilizando a dgua de coco como diluente do sémen
animal foram desenvolvidos por pesquisadores brasileiros na Universidade Estadual do
Cearad. Esse diluente foi testado no bode e no varrdo, com o sémen refrigerado e
inseminagdes artificiais feitas logo em seguida a coleta do ejaculado. Apesar de bons
resultados obtidos, um problema de estabilidade do meio impedia uma conservagao mais
prolongada do sémen. Através de trabalhos de purificagdo feitos no Instituto Nacional da
Pesquisa Agronomica (P.R.M.D.), foi identificado dentro da dgua de coco o composto
acido 3-indol acético (IAA), um produto estavel apresentando agdo positiva sobre os
espermatozoides. Tendo em conta os resultados obtidos no presente trabalho, através de
utilizacao do IAA sintético, podem ser visualizadas as seguintes perspectivas:

}:> Os programas de inseminagao artificial suina, rotineiros e em grande escala, poderao
ser implantados segundo o esquema experimental desenvolvido nesse trabalho. Isso
visualizara particularmente a regido nordeste do Brasil onde a inseminagao artificial
suina ¢ menos utilizada. O desenvolvimento de uma técnica que permita a utilizagao
do sémen sem perda de sua capacidade fecundante, podera contribuir a criacdo de
um centro especializado em producao de s€émen suino.

}:> Esse esquema experimental poderd ser aplicado com o sémen de outras espécies
animais nas quais sua manipulacdo deva ser mais delicada.

}:> A comparacao do [AA sintético com a 4gua de coco bruta ou com suas fragdes ativas,
devera ser perseguida com a finalidade de se controlar a estabilidade dos parametros
do meio de conservagao e permitir uma utilizagao sistematica desse novo diluente.
De fato, a utilizagao da agua de coco e/ou de seus derivados, devera permitir um bom
desenvolvimento pratico uma vez que a matéria prima ¢ encontrada em abundancia
na regido nordeste do Brasil.

}:> Um estudo mais aprofundado das fragdes ativas do plasma seminal, por diferentes
combinagdes entre elas, devera trazer informagdes suplementares quanto a sua acao
sobre os espermatozoides.
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