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INTRODUÇÃO
Na espécie suína os primeiros animais produzidos por inseminação artificial (IA) com sêmen

congelado só foram obtidos em 1970 (6). No entanto, o uso de sêmen suíno congelado determina a queda de
20 a 30% nos resultados de taxa de parição e dois a três leitões a menos por leitegada (3). O glicerol é
normalmente o crioprotetor de eleição para o congelamento de sêmen na maioria das espécies de
mamíferos. Estudos com a utilização de crioprotetores em substituição ou associação com o glicerol têm sido
conduzidos com obtenção de bons resultados, especialmente em eqüinos com o uso de diferentes amidas
(5). A superioridade do uso de dimetilacetamida em relação ao glicerol sobre parâmetros de avaliação in vitro
de sêmen suíno congelado, foi demonstrada por Bianchi et al. (1). O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso
da dimetilacetamida (DMA) e glicerol na criopreservação de sêmen suíno, sobre as taxas de concepção e
fertilização in vivo, utilizando inseminação artificial pós-cervical.

MATERIAL E MÉTODOS
Foi utilizado sêmen de um macho suíno cruzado (Landrace x Large White), com aproximadamente 24

meses de idade, que apresentava fertilidade conhecida. Imediatamente após a coleta do sêmen, a fração rica
em espermatozóides (SPTZ) foi diluída (1:1, v/v), em tubo em BTS (4). O método de congelamento utilizado
foi o descrito por Westendorf et al. (11) e Bordignon et al. (2), com modificações feitas por Bianchi et al. (1). A
curva de resfriamento após a diluição inicial foi de 60 min a 24 °C e, após, 60 min a 15 °C. Ao atingir 15 °C,
foi realizada a centrifugação (800 x g por 10 min), para a retirada do plasma seminal. O sedimento de
espermatozóides (SPTZ) obtido da centrifugação foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (DR) GEMA
(80%, v/v, de solução de lactose a 11%; 20% gema de ovo, v/v), num volume suficiente para que cada ml
mantivesse uma concentração de 450 x 106 de SPTZ. Após realizou-se o resfriamento por 90 min até 5 °C,
quando foi re-suspenso nos diluidores de congelamento (DC) a base dos crioprotetores Glicerol e N,N-
Dimetilacetamida. Os DC foram elaborados a partir do DR, sendo o DC composto de glicerol (89,5% de DR
GEMA + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e 9% de Glicerol, v/v), e o DC dimetilacetamida (83,5% de DR
GEMA + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e 15% de DMA, v/v). A quantidade de DC acrescentada foi de
1:2, ou seja, para cada 2 ml de sêmen com DR foi adicionado 1 ml de DC. Nesta proporção obteve-se uma
concentração final de 3% para o congelamento com glicerol (11) e a 5% para DMA (1). Em seguida a adição
do DC o sêmen foi envasado em palhetas de 0,5 ml, contendo a concentração de 150 x 106 SPTZ/palheta. As
palhetas foram congeladas horizontalmente em vapor de nitrogênio líquido, 5 cm acima do nível do
nitrogênio, a uma temperatura aproximada de -90 °C por um período de 20 min, sendo após mergulhadas em
nitrogênio líquido a -196 °C e mantidas até o descongelamento. Para avaliação da capacidade fertilizante in
vivo do sêmen congelado em glicerol e dimetilacetamida, 60 leitoas pré-púberes (30 para cada grupo) com
peso médio de 86,5 kg e idade de 155 d foram tratadas com 1000 UI de eCG (sendo considerado hora 0) e
70-72 h após com de 500 UI de hCG. Entre 31-34 h após a aplicação do hCG as leitoas foram inseminadas
ao acaso, independente dos sinais de cio e abatidas entre 36 a 40 h após a IA (2). Para elaboração das
doses inseminantes, foi feito o descongelamento das palhetas do tratamento correspondente (Glicerol ou
DMA) em banho-maria a 37 °C por 20 s imediatamente antes de cada IA. Após o descongelamento, o
conteúdo das palhetas foi posto em uma dose de 60 ml de BTS em temperatura de 37 °C (2), a fim de atingir
uma concentração de 1 x 109 SPTZ vivos (baseados na análise prévia da motilidade espermática). O método
de IA utilizado foi o pós-cervical, que permite a deposição do sêmen no corpo do útero (8). No frigorífico as
genitálias das fêmeas foram coletadas e transportadas para o laboratório, onde se determinou a taxa de
ovulação para cada fêmea, a partir da contagem do número de corpos hemorrágicos em cada ovário. Para a
colheita das estruturas (oócitos e embriões), cada oviduto (direito e esquerdo) foi lavado com 20 ml de PBS
(solução de tampão fosfato) no sentido útero-ovário, sendo que o conteúdo lavado dentro de uma placa de
petri e realizada a procura em lupa. Para cada fêmea foram determinadas as taxas de recuperação (TR) e
fertilização (TF). A análise de concepção entre os grupos glicerol e DMA foi avaliada pelo qui-quadrado. As
variáveis dependentes consideradas na análise de variância foram: número de corpos hemorrágicos; oócitos;
embriões; taxas de recuperação e fertilização. A variável independente considerada foi o crioprotetor utilizado
(glicerol ou DMA). A comparação de médias foi feita pelo teste de Tukey. Todas as análises foram através do
Statistix® (9).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os resultados de avaliação in vitro do sêmen após a coleta e após o descongelamento estão

apresentados na Tabela 1. O número de corpos hemorrágicos, taxa de recuperação e os resultados de
concepção e fertilização para cada grupo, estão apresentados na Tabela 2. Usando sêmen congelado,



Bordignon et al. (2) conseguiram 85% de taxa de concepção trabalhando com leitoas pré-púberes
sincronizadas, no entanto utilizando IA intracervical com doses de 6 x 109 SPTZ. Roca et al. (7) obtiveram em
torno de 79% de taxa de prenhez aos 28 d, com o emprego de sêmen congelado através do método de IA
intra-uterina profunda com dose de 1 x 109 SPTZ e na IA intracervical com doses com 6 x 109 SPTZ, porém
utilizando fêmeas multíparas. Taxa de prenhez de 40% aos 28 é citada com o uso de IA intra-uterina
profunda utilizando dose de 1 X 109 de SPTZ (10). Não houve diferença entre os grupos glicerol e DMA na
taxa de concepção (P > 0,05). A taxa de fertilização do grupo glicerol é comparável à obtida por Bordignon et
al. (2), porém a fertilização do grupo DMA é superior aos resultados desses autores. Há que se considerar
que os resultados neste estudo são oriundos de IA pós-cervical com doses de 1 X 109 de SPTZ, ao contrário
das doses de 5-6 X 109 de SPTZ, embora utilizando IA intracervical. Não foi encontrada diferença (P > 0,05)
na taxa de fertilização entre os grupos glicerol e DMA. No entanto o grupo DMA é superior 10% em relação
ao glicerol, além do que possui uma tendência de maior taxa de concepção. Além disso, há que se destacar
os resultados da avaliação espermática pós-descongelamento. Baseado nas avaliações de motilidade a fim
de elaborar as doses inseminantes, foram necessárias 10 palhetas do tratamento DMA, enquanto que para
atingir a mesma concentração foram utilizadas 13 palhetas de glicerol, ou seja 30% a mais.

CONCLUSÕES
Os resultados obtidos na fertilização in vivo com sêmen suíno congelado com DMA permitem

considerá-la como um substituto ao glicerol nos protocolos de congelamento.
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Tabela 1. Parâmetros de avaliação do sêmen após a coleta e após o congelamento.
Momento da avaliação

Pós-descongeladoParâmetro avaliado
Pós-coleta

Glicerol DMA
Motilidade, % 85,0 53,0 65,0
Integridade de membrana por fluorescência, % 77,0 45,0 53,0
Integridade de membrana pelo CHIPO*, % 35,0 26,0 28,0

*CHIPO: Choque hipoosmótico

Tabela 2. Taxa de recuperação de estruturas e efeito do tratamento sobre a fertilidade.
Tratamento

Parâmetro
Glicerol 3% DMA 5%

Leitoas inseminadas 30 30
Corpos hemorrágicos 306 299
Taxa de recuperação, % 68,9 66,9
Taxa de concepção, % 73,3 76,6
Taxa de fertilização, % 48,6 59,4

Os dados não diferem (P > 0,05).


	Sumário: 
	Menu: 


