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INTRODUCAO
Na espécie suina os primeiros animais produzidos por inseminagdo artificial (IA) com sémen
congelado s6 foram obtidos em 1970 (6). No entanto, o uso de sémen suino congelado determina a queda de
20 a 30% nos resultados de taxa de parigdo e dois a trés leitdes a menos por leitegada (3). O glicerol é
normalmente o crioprotetor de eleicdo para o congelamento de sémen na maioria das espécies de
mamiferos. Estudos com a utilizagéo de crioprotetores em substituigao ou associagdo com o glicerol tém sido
conduzidos com obtencdo de bons resultados, especialmente em equinos com o uso de diferentes amidas
(5). A superioridade do uso de dimetilacetamida em relagao ao glicerol sobre parametros de avaliagdo in vitro
de sémen suino congelado, foi demonstrada por Bianchi et al. (1). O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso
da dimetilacetamida (DMA) e glicerol na criopreservagdo de sémen suino, sobre as taxas de concepgao e

fertilizagdo in vivo, utilizando inseminacao artificial pés-cervical.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado sémen de um macho suino cruzado (Landrace x Large White), com aproximadamente 24
meses de idade, que apresentava fertilidade conhecida. Imediatamente ap6s a coleta do sémen, a fragao rica
em espermatozoides (SPTZ) foi diluida (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 modificagdes feitas por Bianchi et al. (1). A
curva de resfriamento apés a diluigcdo inicial foi de 60 min a 24 °C e, apos, 60 min a 15 °C. Ao atingir 15 °C,
foi realizada a centrifugagdo (800 x g por 10 min), para a retirada do plasma seminal. O sedimento de
espermatozéides (SPTZ) obtido da centrifugacédo foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (DR) GEMA
(80%, v/v, de solugéo de lactose a 11%; 20% gema de ovo, v/v), num volume suficiente para que cada ml
mantivesse uma concentragdo de 450 x 10° de SPTZ. Apds 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 sémen com DR foi adicionado 1 ml de DC. Nesta propor¢éo obteve-se uma
concentragao final de 3% para o congelamento com glicerol (11) e a 5% para DMA (1). Em seguida a adigéo
do DC o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml, contendo a concentragdo de 150 x 10° SPTZ/palheta. As
palhetas foram congeladas horizontalmente em vapor de nitrogénio liquido, 5 cm acima do nivel do
nitrogénio, a uma temperatura aproximada de -90 °C por um periodo de 20 min, sendo ap6s mergulhadas em
nitrogénio liquido a -196 °C e mantidas até o descongelamento. Para avaliagdo da capacidade fertilizante in
vivo do sémen congelado em glicerol e dimetilacetamida, 60 leitoas pré-puberes (30 para cada grupo) com
peso médio de 86,5 kg e idade de 155 d foram tratadas com 1000 Ul de eCG (sendo considerado hora 0) e
70-72 h ap6s com de 500 Ul de hCG. Entre 31-34 h apds a aplicagcdo do hCG as leitoas foram inseminadas
ao acaso, independente dos sinais de cio e abatidas entre 36 a 40 h ap6s a IA (2). Para elaboragio 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. Ap6s o descongelamento, o
contetdo das palhetas foi posto em uma dose de 60 ml de BTS em temperatura de 37 °C (2), a fim de atingir
uma concentragdo de 1 x 10° SPTZ vivos (baseados na analise prévia da motilidade espermatica). O método
de IA utilizado foi o pés-cervical, que permite a deposi¢cdo do sémen no corpo do utero (8). No frigorifico as
genitadlias das fémeas foram coletadas e transportadas para o laboratério, onde se determinou a taxa de
ovulacdo para cada fémea, a partir da contagem do nimero de corpos hemorragicos em cada ovario. Para a
colheita das estruturas (o6citos e embrides), cada oviduto (direito e esquerdo) foi lavado com 20 ml de PBS
(solugao de tampao fosfato) no sentido Utero-ovario, sendo que o contetdo lavado dentro de uma placa de
petri e realizada a procura em lupa. Para cada fémea foram determinadas as taxas de recuperacédo (TR) e
fertilizagcdo (TF). A andlise de concepgéo entre os grupos glicerol e DMA foi avaliada pelo qui-quadrado. As
variaveis dependentes consideradas na andlise de variancia foram: nUmero de corpos hemorragicos; 06citos;
embrides; taxas de recuperagao e fertilizagdo. A variavel independente considerada foi o crioprotetor utilizado
(glicerol ou DMA). A comparagao de médias foi feita pelo teste de Tukey. Todas as andlises foram através do
Statistix® (9).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados de avaliagdo in vitro do sémen apds a coleta e apdés o descongelamento estdo
apresentados na Tabela 1. O ndmero de corpos hemorragicos, taxa de recuperacdo e os resultados de
concepgéo e fertilizagdo para cada grupo, estdo apresentados na Tabela 2. Usando sémen congelado,



Bordignon et al. (2) conseguiram 85% de taxa de concepgdo trabalhando com leitoas pré-puberes
sincronizadas, no entanto utilizando IA intracervical com doses de 6 x 10° SPTZ. Roca et al. (7) obtiveram em
torno de 79% de taxa de prenhez aos 28 d com o emprego de sémen congelado através do método de IA
intra-uterina profunda com dose de 1 x 10° SPTZ e na IA intracervical com doses com 6 x 10° SPTZ, porém
utilizando fémeas multiparas. Taxa de prenhez de 40% aos 28 é citada com o uso de IA intra-uterina
profunda utilizando dose de 1 X 10° de SPTZ (10). Nao houve diferenca entre os grupos glicerol ¢ DMA na
taxa de concepgao (P > 0,05). A taxa de fertlllzagao do grupo glicerol é comparavel a obtida por Bordignon et
al. (2), porém a fertilizagdo do grupo DMA é superior aos resultados desses autores Ha que se considerar
que os resultados neste estudo sdo oriundos de IA pds-cervical com doses de 1 X 10° de SPTZ, ao contrario
das doses de 5-6 X 10° de SPTZ, embora utilizando IA intracervical. Nao foi encontrada diferenga (P > 0,05)
na taxa de fertilizagdo entre os grupos glicerol e DMA. No entanto o grupo DMA ¢é superior 10% em relagédo
ao glicerol, além do que possui uma tendéncia de maior taxa de concepgao. Além disso, ha que se destacar
os resultados da avaliagdo espermatica pés-descongelamento. Baseado nas avaliagdes de motilidade a fim
de elaborar as doses inseminantes, foram necessarias 10 palhetas do tratamento DMA, enquanto que para
atingir a mesma concentragao foram utilizadas 13 palhetas de glicerol, ou seja 30% a mais.

CONCLUSOES
Os resultados obtidos na fertilizagdo in vivo com sémen suino congelado com DMA permitem
considera-la como um substituto ao glicerol nos protocolos de congelamento.
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Tabela 1. ParAmetros de avaliacdo do sémen apds a coleta e apds o congelamento.
Momento da avaliacao

Parametro avaliado Pos-coleta Pos-descongelado

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

*CHIPO: Choque hipoosmético

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

Parametro - Tratamento

Glicerol 3% DMA 5%
Leitoas inseminadas 30 30
Corpos hemorragicos 306 299
Taxa de recuperagao, % 68,9 66,9
Taxa de concepgéo, % 73,3 76,6
Taxa de fertilizagédo, % 48,6 59,4

Os dados nao diferem (P > 0,05).
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