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1. INTRODUCAO

O uso de sémen suino congelado determina a queda de 20 a 30% na taxa de
paricao e dois a trés leitbes a menos por leitegada. Dessa forma, a sua utilizacao fica
condicionada apenas a situacdes especificas, tais como a producao de reprodutores
em nucleos genéticos.

O glicerol é normalmente o crioprotetor de eleicdo para o congelamento de sémen
na maioria das espécies de mamiferos. Estudos com a utilizacdo de crioprotetores em
substituicdo ou associacdo com o glicerol tém sido conduzidos especialmente em
eqlinos com o uso de diferentes amidas (ALVARENGA et al., 2000).

No emprego de sémen congelado através da IA intracervical, normalmente séao
utilizadas doses de 5-6 x 10° SPTZ (BORDIGNON et al., 1996; ROCA et al., 2003), o
que é consideravelmente superior a dose convencional de 3 x 10° SPTZ utilizada com
sémen refrigerado (SERRET et al., 2005). A melhora nos resultados obtidos é
resultante da adaptacao de protocolos de criopreservacao, além do desenvolvimento



de novos métodos de IA, tais como o intra-uterino profundo, utilizando doses de até
150 x 10° SPTZ.

O objetivo deste estudo foi avaliar o uso da dimetilacetamida (DMA) e glicerol na
criopreservagdo de sémen suino, sobre as taxas de concepgéo e fertilizagdo in vivo,
utilizando o método de inseminacgao artificial pds-cervical.

2. MATERIAL E METODOS

Foi utilizado sémen de machos suinos cruza (Landrace x Large White), em regime
de coleta e mantidos no Centro Agropecuario da Palma (Universidade Federal de
Pelotas-RS). O ejaculado foi coletado através do método da mao-enluvada (BEARDEN
e FUQUAY, 1997a). A condicdo minima para o ejaculado ser processado foi de
motilidade espermatica e integridade de membrana por fluorescéncia superior a 80% e
70%, respectivamente, no momento da coleta.

Apébs a coleta, o sémen foi diluido (1:1, v/v), no diluente BTS. O resfriamento foi
de 60 min a 24°C e, apés, 60 min a 15°C. Ao atingir 15°C foi realizada a centrifugacao
(800 x g por 10 min) para a retirada do plasma seminal. O sedimento de (SPTZ) obtido
da centrifugacao foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (DR) GEMA (80%, v/v, de
solucdo 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. O resfriamento foi por
90 min até 5°C, e re-suspenso nos diluidores de congelamento (DC) a base dos
crioprotetores Glicerol e DMA.

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, onde nesta proporcéo obteve-
se uma concentracéo final de 3% para o congelamento com glicerol e a 5% para DMA,
seguida da adicao do DC.

O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL, com uma concentracado de 150 x
10° SPTZ/palheta. As palhetas foram congeladas a uma temperatura aproximada de -
90°C por um periodo de 20 min, sendo apdés mergulhadas em nitrogénio liquido a -
196 °C e mantidas até o descongelamento.

As avaliagdes in vitro do sémen foram de motilidade (0 a 100 %) e vigor, através
de microscopia Otica. Apds foi feita a avaliacdo da integridade de membrana
espermatica por fluorescéncia (HARRISON e VICKERS, 1990) através das sondas
Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP).

A integridade funcional da membrana espermatica foi testada também através do
teste do choque hiposmético (CHIPO) (VASQUEZ et al., 1997).

A avaliagao da capacidade fertilizante in vivo do sémen congelado com glicerol e
DMA, foi realizada em 60 leitoas pré-puberes (30 para cada grupo) com peso médio de
86,5 kg e idade de 155 d. As fémeas foram tratadas com 1000 Ul de eCG (sendo
considerado hora 0) e 70-72 h ap6s com de 500 Ul de hCG (CORREA et al., 2006).
Entre 31-34 h ap6s a aplicagdo do hCG as leitoas foram inseminadas ao acaso,
independente dos sinais de cio e abatidas entre 36 a 40 h ap6s a IA.

Para elaboragdo das doses inseminantes de 60 mL, foi realizado o
descongelamento das palhetas do tratamento correspondente (glicerol ou DMA) em
banho-maria a 37°C por 20 s imediatamente antes de cada IA em BTS na temperatura



de 37°C, a fim de atingir uma concentragdo de 1 x 10° SPTZ vivos (baseados na
andlise prévia da motilidade espermatica).

O método de IA utilizado foi o pds-cervical, cuja pipeta é fixada na cérvix e possui
um cateter com um prolongamento de 20 cm, o que permite a deposicao do sémen no
corpo do utero (SERRET et al., 2005).

Nos aparelhos reprodutivos das fémeas foi determinada individualmente a taxa de
ovulacao, a partir da contagem do nimero de corpos hemorragicos em cada ovario.
Para a coleta das estruturas (oécitos e embrides), cada oviduto (direito e esquerdo) foi
lavado com 20 mL de PBS (solucao de tampéo fosfato).

Para cada fémea foram determinadas as taxas de recuperacao (TR) e fertilizagao
(TF), a partir das seguintes formulas:

- Taxa de recuperacéao (TR,%) = (n° de odcitos e/ou embrides recuperados / n° de
corpos hemorragicos contados) x 100

- Taxa de fertilizacado (TF,%) = (n° de embrides / n° de estruturas recuperadas) x
100

A taxa de concepcéo foi determinada considerando o niumero de fémeas em que
foi verificada a presenga de embrides em relagédo ao total de fémeas inseminadas.

As analises estatisticas descritivas foram calculadas para as avaliacoes
espermaticas in vitro, manifestacdo de cio, nimero de corpos hemorragicos, oécitos,
embrides, taxa de recuperacéo e fertilizagcao.

A analise de concepcgéao entre os grupos glicerol e DMA foi avaliada pelo teste do
qui-quadrado. As variaveis dependentes consideradas na analise de variancia foram:
namero de corpos hemorragicos; odcitos; embrides; taxas de recuperacdo e
fertilizacado. A variavel independente considerada foi o crioprotetor utilizado (glicerol ou
DMA). A comparagdo de médias foi feita pelo teste de Tukey. Todas as andlises foram
realizadas através do STATISTIX® (2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Parametros de avaliacdo do sémen ap6s a coleta e apds o
congelamento.

Momento da avaliacéo

Parametro avaliado Pés-coleta Pés-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

Os resultados de avaliacdao in vitro do sémen apds a coleta e apés o
descongelamento mostram o quanto é sensivel o espermatozdide suino ao processo
de congelamento-descongelamento. A comparacao entre os crioprotetores glicerol e
DMA nas avaliagcdes, evidencia a superioridade dos resultados de motilidade e
integridade de membrana por fluorescéncia, obtidos no tratamento com DMA. Para a
elaboragéo das doses inseminantes foi utilizado o resultado de motilidade obtido apds o
descongelamento (Tabela 2), calculando-se dessa forma a quantidade de palhetas
utilizadas a fim de atingir 1 x 10° SPTZ viaveis por dose.



Em todas as fémeas utilizadas no trabalho foram encontrados foliculos pré-
ovulatérios e/ou corpos hemorragicos, demonstrando que todas responderam ao
protocolo hormonal utilizado.

Tabela 2. Taxa de recuperacao 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 recuperacao, % 68,9 66,9
Taxa de concepgao, % 73,3 76,6
Taxa de fertilizacédo, % 48,6 59,4

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

Nao houve diferenca entre os grupos glicerol e DMA na taxa de concepcéao (P >
0,05), e os resultados se assemelharam aos relatados com o uso de sémen congelado.
A taxa de fertilizacdo do grupo glicerol é comparavel a obtida por BORDIGNON et al.
(1996). Além disso, destacam-se os resultados obtidos através do uso de DMA, pois a
maioria dos trabalhos utilizando sémen suino congelado baseia-se no uso de glicerol.
N&o foi encontrada diferenga (P > 0,05) na taxa de fertilizagdo entre os grupos glicerol
e DMA. No entanto o grupo DMA foi superior 10% em relacao ao glicerol, além do que
possui uma tendéncia de maior taxa de concepcao. Além disso, ha que se enfatizar os
resultados da avaliacdo espermatica pos-descongelamento. Baseado nas avaliacoes
de motilidade a fim de elaborar as doses inseminantes, foram necessarias 10 palhetas
do tratamento DMA, enquanto que para atingir a mesma concentracao foram utilizadas
13 palhetas de glicerol. Essa diferenca de 30% torna o processo com o uso de DMA
mais eficiente, resultando em um melhor aproveitamento do ejaculado.

Os resultados deste estudo sugerem que a DMA pode ser utilizada como
substituto ao glicerol em protocolos para congelamento de sémen suino.

4. CONCLUSOES

Nao ha diferenga nas taxas de concepcao e fertilizacao in vivo de fémeas suinas
inseminadas pelo método pdés-cervical, utilizando sémen congelado com o uso de
dimetilacetamida ou de glicerol.
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