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O que ela quer da gente é coragem.

Guimaraes Rosa
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RESUMO

Avaliou-se em dois experimentos o efeito de duas fragcGes do ejaculado de cinco varrdes, a saber a
primeira por¢do (15 ml) da fracdo rica (F1) e o restante do ejaculado (F2) submetidas a dois métodos
de conservacdo do sémen (diluicdo nos diluidores MR-A — T1 ou de glicina-gema de ovo - GGO — T2
e conservacio a 17 ou 5°C, respectivamente), sobre as caracteristicas fisicas e morfoldgicas do sémen
estocado em contéiner especial, em diferentes periodos de tempo (experimento 1) bem como sobre a
fertilidade e prolificidade de fémeas suinas (experimento Il). Desta forma, utilizou-se em ambos 0s
experimentos a coleta fracionada, sendo o sémen distribuido em quatro tratamentos: F1T1: sémen
oriundo da F1, diluido no diluidor MR-A e resfriado a 17°C; F1T2: sémen oriundo da F1, diluido no
diluidor GGO e resfriado a 5°C; F2T1: sémen oriundo da F2, diluido no diluidor MR-A e resfriado a
17°C; F2T2: sémen oriundo da F2, diluido no diluidor GGO e resfriado a 5°C. No experimento I, as
doses inseminantes, contendo 3 x 10° de espermatozdides moveis, pertencentes a cada tratamento,
foram avaliadas no que se refere a motilidade, vigor e morfologia espermaticas no sémen a fresco,
imediatamente apds diluicdo, e as 12, 24, 36, 48 e 72 horas de estocagem. No Experimento 1I, 40
porcas da linhagem DB25® foram distribuidas uniformemente em quatro tratamentos, como descrito
anteriormente. Todos os tratamentos mantiveram uma motilidade aceitavel, superior a 50%, nas
primeiras 24 horas de armazenamento, independentemente da fracdo do ejaculado e do método de
conservagdo empregado. Com exce¢do do tratamento F2T2, que manteve uma motilidade similar
(p>0,05) ao longo de todo periodo de resfriamento (72 horas), sendo inclusive superior aos demais
neste periodo, 0s outros trés tratamentos apresentaram uma redugdo da motilidade em decorréncia do
tempo, notadamente apds as 24 horas de armazenamento. Com relagdo as caracteristicas morfoldgicas
do sémen, ndo observou-se diferencas (p>0,05) quanto as percentagens de espermatozdides normais
entre as duas fragbes do ejaculado a fresco. Além disso, todos os tratamentos mantiveram-se dentro
dos limites aceitdveis de anormalidades espermaticas, independentemente do tempo de
armazenamento. De maneira geral, o diluidor GGO proporcionou maior protecdo aos espermatozdides
que o diluidor MR-A, embora estas diferencas ndo tenham sido significativas em todos os tempos
avaliados. Entretanto, o0 método de conservagdo do sémen, associado a diluicdo em diluidor GGO e
resfriamento a temperatura de 5°C resultou em maior percentagem (p<0,05) de lesGes acrossomicas
quando comparado ao utilizando o diluidor MR-A e resfriado a 17°C. Observou-se, ainda, maior
presenca de gotas citoplasmaticas distais nos espermatozdides na frago 1(p<0,05). No Experimento
I, ndo observou-se influéncia (p>0,05) dos tratamentos sobre as taxas de concepcdo, que foram de
100% para os tratamentos F1T1, F1T2 e F2T1 e de 80% para o tratamento F2T2. Com relagdo as
caracteristicas das leitegadas, obteve-se médias de nascidos totais de 16,30 + 1,21, 12,80 + 1,21, 14,90
+ 1,21 e 14,13 £ 1,35 leitBes para os tratamentos F1T1, F1T2, F2T1 e F2T2, respectivamente, que
também ndo diferiram (p>0,05) entre si. Entretanto, quando comparou-se os efeitos do método de
conservacdo do sémen, independentemente da fracdo utilizada, verificou-se superioridade (p<0,05) do
método incluindo diluicdo no diluidor MR-A e manutencdo a 17°C, quanto ao nimero de leitdes
nascidos vivos, em relagdo ao método incluindo o diluidor GGO e resfriamento a 5°C, com valores de
14,25 + 0,79 e 11,82 £ 0,73, respectivamente. Finalmente, a utilizacdo da F1, através da coleta
fracionada do ejaculado, mostrou-se eficiente quanto a manutencédo da fertilidade e prolificidade o que
possibilitard o surgimento de novas propostas, no que diz respeito ao transporte do sémen suino dada a
sua alta concentracdo e baixo volume, enquanto a F2 do ejaculado poderia ser utilizada,
eficientemente, dentro da prépria granja.

Palavras-chave: suino, coleta fracionada do ejaculado, sémen resfriado, inseminacao artificial
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ABSTRACT

Two portions of boar ejaculate - first 15ml of the sperm rich fraction (F1) and the rest of the ejaculate
(F2) - were collected weekly from 5 mature boars and distributed in four treatments: F1T1 -
spermatozoa from F1 extended in MR-A and cooled at 17°C; F1T2 - spermatozoa from F1 extended in
glycine-egg yolk (GGO) and cooled at 5°C; F2T1 - spermatozoa from F2 extended in MR-A and
cooled at 17°C; and F2T2 - spermatozoa from F2 extended in GGO and cooled at 5°C. All doses were
kept in a special container, previously described. In experiment I, spermatozoa motility, vigor, and
morphological characteristics of the semen were evaluated immediately after collection, after dilution,
and at 12, 24, 36, 48, and 72h of storage. In experiment 11, forty DB25® breed sows were uniformly
distributed among treatment and inseminated with 3x10° motile spermatozoa from four treatments, as
previously described. All treatments kept an acceptable motility, higher than 50% at first 24h of
storage, irrespectively of the ejaculate portion and cooling/extender method. The F2T2 kept a similar
motility (P>0.05) throughout the cooling time (72h) and was superior in that period, while the others
treatments presented a decrease in motility related to time mainly after 24h of storage. There was no
difference between the two portions regarding to total number of normal spermatozoa in the fresh
semen (P>0.05). Moreover, all treatments showed morphological abnormalities within the acceptable
thresholds, irrespectively of the storage time. However, the spermatozoa extended in GGO and cooled
at 5°C showed higher percent (P<0.05) of acrosome damage compared to spermatozoa extended in
MR-A and cooled at 17°C. Yet, the F1 showed higher number of spermatozoa with distal
cytoplasmatic droplets (P<0.05). In experiment I, the influence of treatments on the conception rates
was not observed (P>0.05) and they were 100% for F1T1, F1T2, and F2T1 and 80% for F2T2. In
relation to litter size, the total born means were 16.30+1.21, 12.80+1.21, 14.90+1.21, and 14.13+1,35
piglets for F1T1, F1T2, F2T1, and F2T2, respectively, without significant differences (P>0.05).
However, when the effects of cooling methods were compared, irrespectively of the portion, the
method using MR-A extender kept at 17°C was superior (P<0.05) regarding the number of live-born
piglets (14.25£0.79) in comparison to the GGO extender, kept at 5°C (11.82+0.73). Finally, the use of
a special container for boar semen transport in combination with a well-defined portion of the
ejaculate, e.g. F1, was proved efficient to maintain sperm viability, sow fertility and prolificity.
Further, this methodology will allow the development of new proposals concerning the transportation
of swine semen, while the rest of the ejaculate could be used in farm routine to produce conventional
liquid semen doses.

Keywords: swine, ejaculate portions, cooled semen, artificial insemination



1. INTRODUCAO

A reproducdo de suinos tem passado, nos
Gltimos  anos, por um grande
desenvolvimento, notadamente, no que se
refere a utilizacdo de técnicas que permitam
um melhor controle reprodutivo,
diretamente relacionadas a otimizacdo da
inseminacdo artificial (1A) (Levis, 2000).
Esta técnica permite a multiplicagdo
exponencial de reprodutores com alto
potencial genético, além de ser uma
ferramenta fundamental na prevencdo de
enfermidades suinas oriundas do transito e
contato entre animais (Phillpott, 1993). De
todas as biotecnologias disponiveis &,
definitivamente, a melhor alternativa para o
controle de todo o processo reprodutivo
dentro da granja.

Pesquisas importantes e numerosas tém
sido realizadas em todo mundo visando
melhorar as técnicas de |A suina,
acompanhadas por resultados similares ou
superiores aos obtidos com a monta natural
(Colenbrander et al., 1993).

A grande difusdo da IA, utilizando sémen
resfriado na espécie suina, se deu gragas ao
desenvolvimento  de  diluidores  que
permitem a conservacdo do sémen por
prolongados periodos de tempo e com
fertilidade adequada. Entretanto, a principal
limitagdo observada nesta técnica é a
reducdo da longevidade espermatica no
decorrer da estocagem, que varia de 1 a 5
dias. De acordo com Gadea (2003) é
possivel conservar o sémen resfriado a 15°C
por um periodo de até sete dias, utilizando-
se diluidores denominados de longa
duracéo.

Um aspecto crucial nos procedimentos de
IA é a necessidade do transporte do sémen
do local de coleta e processamento até o
local onde as fémeas estdo alojadas. Esse
transporte poderia levar mais de 24 horas,
em se tratando de locais de dificil acesso ou

em paises de grande extensdo territorial,
como o Brasil. Dessa forma, o sémen
deveria ser coletado, processado,
transportado e estocado de maneira a ndo
afetar adversamente o potencial fertilizante
dos espermatozoides. Em suinos, h& duas
maneiras de preservar o sémen para 0
transporte, sendo o  resfriamento,
normalmente a 15-18°C, a de escolha
preferencial ou a criopreservacéo.

Entretanto, a utilizagdo do sémen suino
criopreservado, ao contrario do que se
observa na espécie bovina, ainda apresenta
resultados de fertilidade insatisfatorios, em
decorréncia da reducdo da integridade das
membranas  espermaticas durante 0
congelamento/descongelamento, resultando
em lesOes irreversiveis das células e queda
da capacidade fertilizante dos
espermatozoOides.  Conseqlientemente, 0
sémen diluido e resfriado tem sido
amplamente utilizado para a inseminagéo
em todo o mundo, no dia da coleta ou no
dia seguinte. Desta ~ forma, 0
desenvolvimento de novas técnicas de
armazenamento e transporte do sémen a 15
ou 5°C é uma das principais expectativas
futuras em relacdo ao uso da IA em suinos.

Contudo, nos ultimos anos, tém havido
grandes avancos no desenvolvimento e
aplicagdo de novas  biotecnologias
envolvendo a reproducdo animal. No caso
da espécie suina, merecem ser enfatizadas
as biotecnologias ligadas as células
espermaticas, tais como a criopreservacao,
a sexagem dos espermatozoOides, a
fecundagéo in vitro, etc, tanto em termos
cientificos, quanto econdémicos.

Entretanto, deve-se salientar que apesar dos
avangos alcancados nesse contexto, a
aplicagdo préatica de algumas dessas
biotecnologias é limitada pela baixa
eficiéncia que apresentam atualmente,
sendo  restritas apenas para  usoO
experimental.
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Recentemente, tem-se dado  muito
importancia aos componentes do plasma
seminal do varrdo, especialmente as
proteinas, que podem influenciar nos
resultados das varias biotecnologias
reprodutivas citadas anteriormente. Neste
sentido, ha grandes diferencas quanto ao
efeito do plasma seminal sobre os
espermatozoides. Assim, efeitos benéficos
ou prejudiciais exercidos pelo plasma
seminal podem estar relacionados as
variagdes na composigdo e concentracdo de
certas proteinas em machos de diferentes
espécies, individuos de uma mesma
espécie, ejaculados de um mesmo macho, e
inclusive entre as fracGes de um mesmo
ejaculado (Caballero et al., 2004).

Neste sentido, Pefia et al. (2003) citam que
0s espermatozéides oriundos dos primeiros
10 mL da fracdo rica de varrQes, resistem
melhor aos procedimentos de diluicéo,
congelamento/descongelamento  do que
aqueles contidos na por¢do final do
ejaculado fracionado (segunda porcdo da
fracdo rica e fracdo pOs-espermatica). Da
mesma maneira, Rodriguez-Martinez et al.
(2005) confirmam que os espermatozoides
oriundos dessa primeira fragcdo rica do
gjaculado (10 mL) resistem melhor as
manipulagdes no laboratério, tais como
estocagem a temperatura ambiente,
resfriamento e
congelamento/descongelamento do que os
espermatozoides do restante do ejaculado,
avaliados através da motilidade e
integridade das membranas espermaticas.

Pretendeu-se com 0s experimentos a seguir,
avaliar o efeito de duas fragbes do
ejaculado, denominadas de fracdo 1
(primeiros 15 ml do ejaculado) e fragdo 2
(restante do ejaculado) sobre diferentes
aspectos do sémen armazenado in vitro e a
fertilidade de fémeas suinas inseminadas.
Em um primeiro experimento avaliou-se a
manutencdo das caracteristicas fisicas e
morfoldgicas do sémen, oriundo das duas
fracdes do ejaculado nos intervalos de 0,
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12, 24, 36, 48 e 72 horas ap0s a coleta. No
experimento Il, avaliou-se a fertilidade de
fémeas inseminadas com doses
inseminantes preparadas a partir das duas
fracbes do ejaculado. Em ambos os
experimentos, as duas fragbes foram
diluidas nos diluidores MR-A ou glicina-
gema de ovo e armazenadas a 17 ou 5°C,
respectivamente, em contéiner especial.

2. Revisdo de Literatura
2.1 Fragdes do ejaculado do varréo

Em suinos, as primeiras ejaculacdes
ocorrem ao inicio da puberdade, entre cinco
e seis meses de idade,sendo 0s machos
considerados pds-puberes de oito a 12
meses, e como adultos, a partir de um ano
de idade (Cérdova-lzquierdo et al., 2004).

Trés fragcbes podem ser distinguidas no
gjaculado do varrdo, resultantes da
atividade testicular e epididimaria, assim
como de diferentes secre¢Bes oriundas das
glandulas sexuais acessorias (Garner e
Hafez, 1996; Cordova-lzquierdo et al.,
2004; Pefia et al., 2006), como descrito a
sequir:1-Fracdo pré-espermatica, formada
por secrecbes oriundas da prostata,
glandulas  vesiculares e  glandulas
bulbouretrais, com volume de cerca de 10-
15 mL. Ela ndo contém espermatozoides e
apresenta, normalmente, aparéncia clara ou
transparente; 2-Fracéo rica em
espermatozoides, com volume variando de
70 a 100 mL e assim, apresentando
coloracdo de aspecto branco- leitoso. Essa
fracdo  apresenta  alta  concentracdo
espermatica, variando de 0,5 a 1 x 10° de
espermatozoides/mL e contém secrecOes
produzidas pela prostata e glandulas
vesiculares; 3-Fracdo po6s-espermatica, com
volume variando de 150-200 mL e poucos
espermatozoides. Apresenta aspecto soroso
e concentracdo menor que 1 x 10° de
espermatozoides/mL. Além disso, uma
secrecdo de consisténcia gelatinosa oriunda



das glandulas bulbouretrais é encontrada
nessa fracdo. Outra caracteristica da mesma
é¢ a presenca de grande quantidade de
plasma seminal.

Considerando-se que a percentagem de
espermatozoOides viaveis €& um fator
importante para o sucesso da fertilizagéo, o
ejaculado suino contém cerca de 65% a
85% de espermatozoides em condi¢do de
fertilizagdo (Bonet et al., 1995; Pinart et al.,
1999). Sendo assim, o exame do sémen é
uma importante ferramenta para estimar a
capacidade fertilizante de um ejaculado.
Embora varios pardmetros possam ser
investigados, a real capacidade fecundante
dos espermatozoides quando alcangam o
local de fertilizacdo é dificil de se avaliar
previamente in vitro. Entretanto, avaliagdes
morfolégicas e de caracteristicas de
motilidade sdo os testes mais utilizados
rotineiramente (Martin-Rillo et al., 1996).

2.2.Caracteristicas fisicas e morfoldgicas
do sémen

2.2.1.Coloracéo e aspecto do sémen

Mesmo que as avaliacBes microscopicas
sejam utilizadas como padrdo para aceitar
ou rejeitar um ejaculado, é importante nao
esquecer caracteristicas Obvias, tais como
visuais e olfativas do sémen. Assim, o
ejaculado total do varrdo deve apresentar
um volume consideravel (> 150 mL) e,
dependendo da concentragdo, ser de cor
branca leitosa (Rozeboom, 1999). Essa cor
pode ser um pouco amarelada, embora
apresente, normalmente, uma aparéncia
semelhante  a do leite  desnatado.
Ocasionalmente, pequenas quantidades de
sangue, geralmente oriundas da uretra,
podem estar presentes no ejaculado, dando
ao sémen um tom rosado. Isso normalmente
ndo reduz a fertilidade ou a viabilidade do
ejaculado, embora a presenca de uma
coloracdo vermelha, mais escura, associada

a um odor pungente deve ser motivo de
descarte do ejaculado (Rozeboom, 1999).

O sémen nado deve ter um odor perceptivel,
embora quando presente, provavelmente
esteja ligado a procedimentos sanitarios
inadequados durante a coleta. Um odor
mais forte no ejaculado, pode refletir a
presenca de fluidos do preptcio (urina), que
geralmente apresentam grande contetdo de
bactérias e contaminantes. Por isso, 0s
gjaculados devem ser avaliados para se
detectar alteracdo de odores, descartando-0s
guando necessario (Rozeboom, 1999).

2.2.2 Volume de sémen

Em termos de volume, o ejaculado varia de
150 a 300 mL (Pinart et al., 1999), estando
sujeito a variagbes em decorréncia de
caracteristicas individuais e condicoes
ambientais (Setchell, 1991).

Smital (2009) observou diferencas entre
racas quanto ao volume da fragdo rica
dentro do ejaculado, sendo essa diferenca
de até 95 mL, em média, entre ragas.
Segundo o autor, o varrdo apresenta um
volume do ejaculado aceitdvel ap6s um
descanso sexual de trés dias, atingindo um
volume normal apds um intervalo de cinco
dias entre coletas.

De acordo com Jankeviciute e Zilinskas
(2002), o volume total do ejaculado
aumenta com o avancar da idade do varréo,
enquanto a concentracdo diminui.

2.2.3 Motilidade e vigor espermaéticos

Convencionalmente, a motilidade
espermatica € um dos parametros mais
frequentemente utilizados para avaliar a
qualidade de um ejaculado (Flowers, 1997;
Rigau et al., 2002). Entretanto, a correlacdo
entre motilidade espermética e potencial de
fertilizacdo, mensurada como taxas de
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fertilidade ou de néo retorno ao estro dentro
de 60 dias, € um assunto controverso
(Berger et al., 1996; Pérez-Llano et al.,
2001).

Entretanto, para outros autores, a
motilidade é uma importante caracteristica
a ser avaliada, quando se quer predizer o
potencial de fertilidade de um ejaculado
(Holt et al., 1997; Tardif et al., 1999;
Gadea, 2005). De acordo com Flowers
(1997) os ejaculados que apresentam menos
de 60% de espermatozdides moveis sdo
menos férteis quando comparados aos
apresentando motilidade acima desses
niveis.

A motilidade pode ser avaliada
visualmente, sendo uma analise subjetiva,
guando sob microscopio Optico se estima a
percentagem de espermatozoides moveis
(Shipley, 1999), ou utilizando-se de
analises computadorizadas, nas quais
utilizam-se imagens digitais e que permitem
ser avaliadas diferentes caracteristicas, mais
objetivamente, mas associada a um custo
mais elevado (Verstegen et al, 2002).

No entanto, a motilidade espermatica é uma
medida  subjetiva que depende do
observador. Obviamente, a precisdo com
gque as estimativas da motilidade
espermaticas sdo feitas € importante. O
coeficiente de correlacdo é maior quando
uma média de varias estimativas subjetivas
é utilizada, ao invés de estimativas simples
(Foote, 2003), reduzindo assim os erros de
amostragem. A analise  espermatica
computadorizada (CASA) tem  sido
utilizada para resolver este problema,
guando  observou-se uma  correlacdo
significativa com a fertilidade (Holt et al.,
1997; Hirai et al., 2001). No entanto, 0
sistema CASA ndo estd isento de outros
erros técnicos e humanos (Holt et al., 1996;
Verstegen et al., 2002).

O vigor espermatico também é avaliado ao
microscopio éptico, no mesmo momento
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em que se avalia a motilidade e,
corresponde ao tipo de movimento dos
espermatozoides, sendo classificado de zero
a cinco; o vigor 0 é dado para os
espermatozoides sem movimento; 1 para o0s
espermatozoides sem movimento
progressivo, com movimentos circulares; 2,
espermatozoides com movimentos
anormais e alguns progressivos; 3, para 0s
espermatozoides com movimentos
progressivos lentos e sinuosos; 4, para 0s
espermatozoides com movimentos
progressivos rapidos e 5, para 0s
espermatozoides com movimentos
progressivos muito rapidos.

2.2.4 Aglutinacgéo espermética

A aglutinacdo espermatica é observada
guando o espermatozdide se liga a outro
espermatozoide pela cabega ou cauda. Em
condicbes normais, a aglutinacdo néo
deveria ocorrer, sugerindo-se uma causa
imunologica de infertilidade quando
freqiientemente presente. Entretanto, sabe-
se que um longo tempo de armazenagem do
sémen, induz a aglutinacdo espermatica
(Yeste et al., 2008a).

Vale salientar, a inexisténcia de trabalhos
refinados envolvendo um efeito
significativo da aglutinacdo espermatica
sobre a fertilidade. No entanto, estas células
sd0 muitas vezes, espermatozOides sem
movimento que podem ter sofrido qualquer
dano durante o transito através do testiculo
ou apos a ejaculacdo (Rozeboom, 1999).
Segundo o autor, outras possiveis causas de
aglutinagdo espermatica incluem variagdes
da temperatura durante 0 armazenamento e
contaminacdo bacteriana.

E importante considerar o grau de
aglutinacdo espermatica quando calcula-se

a concentracdo de um ejaculado, pois 0s
espermatozoides aglutinados geralmente se
dissociam apds a diluicdo do sémen, antes
da mensuracdo da concentra¢do; com isso,



0 nlmero de espermatozoides viaveis nas
doses inseminantes pode ser subestimado
(Rozeboom, 1999). Considerando-se que
ndo ha evidéncias de que essas células
aglutinadas se  dissociem  ap6s a
inseminagéo, ajustes na contagem total dos
espermatozoides  presentes em  um
ejaculado, devem ser baseados no grau de
aglutinacdo visualizado no mesmo.

2.2.5 Concentragdo espermatica

A concentracdo e motilidade espermaticas
sdo talvez as  avaliagbes  mais
freqlientemente  realizadas antes do
processamento de um ejaculado, pois
demandam  pouco tempo e sdo
imprescindiveis para o calculo do nimero
de doses a serem produzidas por ejaculado.
A avaliacdo da concentragdo espermatica
ou do numero total de espermatozoéides nao
€ um componente de avaliacdo qualitativa
do sémen. No entanto, mais do que isso, é
uma ferramenta para monitorar a saide e o
potencial produtivo do varrdo, além de ser a
principal caracteristica a ser avaliada no
processamento do ejaculado, visando-se
otimizar o potencial genético de um
individuo (Rozeboom, 1999).

O numero de espermatozoides por dose
inseminante é um importante fator a ser
considerado no processo de fertilizacdo. Por
outro lado, as centrais de IA tendem a diluir
ao maximo o ejaculado visando maximizar
a producdo de doses. VariacBGes quanto ao
nimero de espermatozoides em um
ejaculado tem sido descritas entre diferentes
racas de suinos (Kommisrud et al., 2002),
sendo o fator maior a influenciar o
potencial de produgdo de  doses
inseminantes. Além da variacao entre racas,
Johnson et al. (2000) também cita a
importancia das variacdes dentro de cada
raga.

Dentro deste contexto, Smital (2009)
comparando o registro de 230.705 coletas
de sémen de 2.712 varr@es oriundos de sete

diferentes racas e de cruzamentos entre
elas, observou uma diferenca significativa
na producdo espermatica entre ragas. As
médias do namero total de
espermatozoides/ejaculado variou de 92 x
10° até 116 x 10° de espermatozdides por
ejaculado entre as racas. Ainda de acordo
com o autor, a producdo espermatica
aumentou rapidamente acompanhando a
idade do varrdo durante os trés primeiros
anos, atingindo o valor maximo aos 3,5
anos, e declinando posteriormente. No
mesmo trabalho, o autor demonstra que as
caracteristicas seminais estdo relacionadas
com a intensidade sexual do varrdo, sendo
que a concentragdio e 0 nudmero de
espermatozoides totais no ejaculado foi
restabelecido ap6s 5-7 dias de descanso,
apos a Ultima coleta; contudo, o completo
restabelecimento da concentracao
espermatica no ejaculado so foi alcangado
ap6s um repouso sexual de 10-11 dias.

2.2.6 Morfologia espermaética

Na avaliagdo morfoldgica, as alteracdes
espermaticas sdo avaliadas e registradas em
cada estrutura, separadamente. Os defeitos
podem ocorrer em um ou mais segmentos
da célula espermética, simultaneamente.
Quando a célula apresenta mais de um
defeito em regides distintas, apenas 0 mais
severo & considerado. Ao final, é feita a
soma das alteracbes observadas, néo
devendo o total obtido ultrapassar o limite
aceitavel (Furtado et al., 2006).

As anormalidades morfoldgicas, podem ser
um  indicador de  aberracbes na
espermatogénese. Algumas anormalidades
comprometem a funcdo das células e nédo
podem ser compensadas, levando assim, ao
descarte do reprodutor. Anormalidades de
forma na cabeca, que carrega 0 material
genético, ou na bainha mitocondrial, que
exerce importante controle da fungdo
flagelar, sdo denominadas anormalidades
priméarias. As anormalidades restantes do
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citoplasma, gotas distais ou proximais, e
pequenas anormalidades da cauda séo
definidas como secundarias, e podem ser
compensadas pelo aumento da concentragdo
da dose inseminante (Donadeu, 2004).

Em relacdo as anormalidades espermaticas,
podem ser encontradas na literatura varias
classificagdes no que se diz respeito a sua
origem e gravidade das alteragdes. Nesse
sentido, pode-se classificar os defeitos
espermaticos como de origem primaria ou
secundaria. Aqueles que ocorrem durante a
espermatogénese sdo considerados
primérios, sendo os desenvolvidos apés a
espermiacdo  considerados  secundarios.
Deve-se enfatizar que os defeitos primarios
sdo considerados mais adversos a
fertilidade que os secundarios (Barth e Oko,
1989).

De acordo com Blom (1983) os defeitos
espermaticos  também  podem  ser
classificados como maiores ou menores.
Nesse sistema, leva-se em consideragdo o
grau de adversidade a fertilidade do macho
proporcionado pela alteragdo, de forma que
os defeitos maiores sdo considerados
aqueles comprovadamente associados a
prejuizos na fertilidade, enquanto o0s
menores apresentam menor consequéncia
para o potencial fertilizante do macho.

Outra metodologia classifica os defeitos
espermaticos como compensaveis e nao
compensaveis. Os espermatozoides
anormais podem reduzir a fertilidade de
duas maneiras, ou seja, ndo atingindo o
local de fertilizagdo, ou  sendo
incompetentes no processo de fertilizagéo
dos o6citos e na manutencdo do
desenvolvimento ~ embrionario inicial
(Saacke et al., 2000; Saacke, 2008). No
primeiro caso, 0s defeitos que podem
prejudicar a motilidade espermética ou o
transito dos espermatozdides através do
sistema genital da fémea sdo classificados
como compensaveis; assim, considera-se
que um aumento no numero de
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espermatozoides funcionalmente
competentes solucionaria ou atenuaria o
problema. Contudo, 0S defeitos
espermaticos associados a falhas de
fertilizacdo ou perda embrionaria precoce
sdo denominados ndo compensaveis.
Teoricamente, ndo haveria uma resposta
positiva na fertilidade associada a um
aumento do ndmero de espermatozoides
inseminados (Saacke et al., 2000; Saacke,
2008).

A avaliagdo das caracteristicas
morfologicas dos espermatozoides
apresenta-se como uma das principais
formas de se analisar a qualidade seminal.
Para varios pesquisadores, a morfologia
espermatica € um bom pardmetro para
predizer a sua habilidade fecundante
(Kruger et al., 1986; Jouannet et al., 1988;
Oehninger et al., 1988; Rigau et al., 2002;
Alm et al., 2006; Saacke, 2008). Além da
morfologia normal da célula espermatica
estar correlacionada com a fertilidade, Xu
et al. (1998) demonstraram ser este
parametro responsavel por grande parte da
variagdo no tamanho da leitegada, em um
rebanho comercial (R*= 0.59), de forma que
esta avaliacdo deveria ser realizada
rotineiramente nas centrais de 1A de suinos.

As percentagens de espermatozoides
maduros, imaturos e anormais podem ser
determinadas pela avaliagdo microscopica.
Assim, um limiar de 75-80% de
espermatozoides  maduros tem  sido
considerado um valor ideal (Bonet et al.,
1995; Pinart et al., 1998). Quando a
percentagem de espermatozoides imaturos
for superior a 30%, uma disfungéo
epididimaria pode estar presente, em
virtude, principalmente, da auséncia de
maturacdo e velocidade do transito
espermaticos ao longo do epididimo (Bonet
et al., 1995). Em termos de méa formac&o
estrutural dos espermatozoides, a cabeca e a
cauda sdo diferentes. Assim, as alteracdes
de cabeca podem ser de nimero (duas ou
mais cabecas), forma (triangular, ovdide,



forma de péra) ou tamanho (micro ou
macro cefalico), enquanto as alteracdes de
cauda podem ser de namero (duas ou trés),
comprimento ou trajetéria (dobrada ou
enrolada).

O defeito espermatico que mais
frequentemente reduz a qualidade do
gjaculado suino é o excesso de gotas
citoplasmaticas, as quais podem apresentar-
se associadas a defeitos funcionais ou
estruturais da membrana, reduzindo a sua
capacidade fecundante (Johnson et al.,
2000; Franco et al., 2009). Estudos tém
demonstrado uma correlagdo negativa
significativa entre a percentagem de
espermatozoides com gotas citoplasmaticas
e a taxa de parto e nimero de leitdes
nascidos vivos (Zeuner, 1992). Nesse
sentido, Petrunkina et al. (2001)
demonstraram que a retengdo da gota
citoplasmatica (sem citar a sua posi¢do)
prejudica a ligacdo do espermatozéide ao
epitélio uterino.

Segundo Kuster et al. (2004) a gota
citoplasméatica possue uma atividade
enzimatica hidrolitica, que associada a
fatores que alteram o0 processo de
maturagdo  espermdtica, pode  estar
relacionada & debilidade estrutural da
membrana do espermatozoide onde elas se
encontram. Sendo assim, o aumento da
fragilidade neste local, possibilitaria o giro
simples ou o enrolamento do flagelo
espermatico (Yeung et al., 1999; Cooper e
Yeung, 2003).

As gotas podem ser encontradas em todos
0s ejaculados, estando presentes em maior
nimero na fracdo inicial (Furtado et al.,
2006). Embora a incidéncia de gotas
proximais em suinos seja relativamente
baixa, a fertilidade mensurada pela taxa de
parto e tamanho da leitegada diminui
gradativamente, diante do aumento da sua
prevaléncia (Rozeboom, 2000). O mesmo
efeito parece ser verdadeiro, se ndo ainda

mais grave para as gotas distais;
infelizmente, estas sdo mais comumente
encontradas que as gotas proximais
(Rozeboom, 2000).

Vale ressaltar, que em machos jovens a
presenca de gotas proximais é considerada
normal, tendendo a desaparecer quando o
reprodutor atinge a estabilidade na
producdo espermatica, aproximadamente
aos 12 meses de idade (Furtado et al.,
2006). Contudo, a retencdo de gotas
proximais em reprodutores mais velhos
pode ser um indicio de falhas na maturagéo
epididimaria normal (Cooper, 2005).

De acordo com Kato et al. (1996), 97 e 93%
dos espermatozéides do varrdao oriundos da
cauda do epididimo e ducto deferente,
respectivamente, apresentam gotas distais.
Os espermatozoides perdem as gotas dentro
de um minuto ap6s a ejaculacdo, sendo que
muitas dessas gotas livres, desintegram
dentro de poucos minutos ap6s a sua
ocorréncia.

Visando estudar o efeito da alta freqliéncia
de coletas sobre a ocorréncia de gotas
citoplasmaticas, Pruneda et al. (2005)
separaram  seis machos  sexualmente
maduros em dois grupos. Durante quatro
dias, um grupo foi submetido a uma alta
frequéncia de coletas de  sémen,
correspondendo a duas coletas por dia, a
intervalos de 12 horas (grupo estressado),
enquanto o outro foi submetido a uma
coleta a cada dois dias (grupo controle). Os
autores subdividiram o epididimo em seis
regides distintas (regido proximal e distal da
cabeca, regido proximal e distal do corpo e
regido proximal e distal da cauda ) visando
identificar diferencas entre elas quanto a
presenca de gotas citoplasmaticas proximal,
intermedidria e distal. No grupo controle, a
maioria dos espermatozoides encontrados
na regido proximal da cabeca do epididimo
apresentaram gota proximal (90%), apenas
0,5% apresentavam gota intermediaria
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enguanto  nenhuma gota distal foi
observada. Por outro lado, a freqiiéncia de
espermatozoides apresentando gota
proximal, na regido distal da cabeca,
reduziu para 18%, enquanto a freqiiéncia de
gotas intermediaria e distal aumentou para
50% e 20%, respectivamente. A incidéncia
de espermatozoOides apresentando gota
proximal e intermediaria, na regido
proximal do corpo do epididimo, nesse
grupo, aproximou-se de 0%, enquanto a
freqliéncia de espermatozdides com gota
distal atingiu 75%. A frequencia de
espermatozOides com gota distal ndo
mudou nas regifes distal do corpo ou
proximal e distal da cauda, embora
reduzisse para 5% no ejaculado.

Verificaram ainda, que a freqgiéncia de
espermatozoides apresentando gota
proximal e intermediéria na regido distal da
cauda do epididimo e no ejaculado, no
grupo estressado, superou em 40% a

encontrada no grupo controle. Assim,
concluiu-se que a alta freqiiéncia de coletas
resultou em anomalias na migracdo das
gotas proximais presentes nos
espermatozoides de varrdes.

A percentagem de gotas citoplasmaticas nos
ejaculados do varrdo ndo deveria exceder
15%, especialmente quando o sémen a ser
utilizado é armazenado (Rozeboom, 2000).
As percentagens maximas de anormalidades
primdria e secundaria ndo deveriam
ultrapassar 10% e 20%, respectivamente
(Waberski et al., 1994a; Flowers, 1997).
Além  disso, a  percentagem de
espermatozoides morfologicamente normais
deveria ser de no minimo 80% (Shipley,
1999; Johnson et al., 2000).

Uma revisdo dos critérios a ser utilizados
para a avaliagdo do sémen suino esta
apresentada na tabela 1.

Tabela 1. Critérios basicos para a avaliagdo do sémen suino a ser utilizado na inseminacao artificial

Condicdo minima (%)

Parametros espermaticos Kuster e Martin-Rillo Shipley, Britt et al.,

Althouse, 1999 et al., 1996 1999 1999

Motilidade >70 60-100 >70 >60

Anormalidades espermaticas <20 <20

Acrossomas normais 70-100

Gota citoplasmatica <15 <15

Gota proximal 0-20

Gota distal 0-30

Cauda enrolada 0-4

Anormalidades primérias <10

Anormalidades secundérias <20

Adaptado de Vyt, 2007

2.2.7 Pressdo osmotica e pH do sémen

Osmose é o fendbmeno observado quando
uma solucdo é separada de um solvente por
uma membrana permeéavel, e consiste na
difusdo do solvente de uma concentragéo
menor para uma maior, através desta
membrana semipermedvel. A  pressao
osmdtica é a pressdo aplicada ao
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compartimento hiperosmético para prevenir
0 movimento do solvente.

As membranas biolégicas oferecem
diferentes  permeabilidades frente a
diferentes solutos, sendo, por esta razéo,
frequentemente classificadas como
semipermeaveis, pois permitem que
algumas moléculas pequenas passem
através delas, embora impecam que grandes



moléculas fagam 0 mesmo (Sten-Knudsen,
2002).

Em geral, a osmolaridade de uma solugéo
isotdnica é similar & do plasma sanguineo,
de aproximadamente 300 mOm kg™*. A
osmolaridade de uma solucdo hipotonica é
menor que 300 mOm kg™, enquanto a de
uma solucgéo hipertonica seja maior que 300
mOm kg™ (Schilling e Vengust, 1986).

Um aumento da pressdo osmotica de uma
solucdo pode ser acompanhado por uma
variagdo na concentragdo de ions nessa
solugdo. Em geral, o choque osmético afeta
a difusdo de fosfolipidios na dupla camada
da membrana do espermatozoide (Christova
et al., 2002), enquanto um aumento na
pressao osmotica do meio, reduz a
motilidade espermética e causa danos ao
acrossoma (Liu e Foote, 1998; Chantler e
Abraham-Peskir, 2004).

A tolerdncia osmoética é um  dos
mecanismos mais importantes envolvendo a
resisténcia espermatica a criopreservacao
(Curry e Watson, 1994), pois o0s
procedimentos de  congelamento e
descongelamento causam um  grande
estresse osmotico a célula espermatica, que
prejudica, potencialmente, a sua funcdo,
diminuindo sua chance de sobrevivéncia
(Pukazhenthi et al., 2000).

No sémen fresco do varrdo, o pH varia
entre 7,2 e 7,5. Em pH mais baixo, a
motilidade e o metabolismo espermaticos
sdo reduzidos gradualmente. A grande
guantidade de glicose na maioria dos
diluidores de sémen suino causa uma
consideravel reducdo do pH intracelular
para menos de 6,0. Esta acidose intracelular
possibilita a sobrevivéncia das células
espermaticas a estocagem por alguns dias
(Johnson et al., 2000).

2.3 Plasma seminal e seus componentes

O plasma seminal é um fluido muito
complexo, caracterizado por grande
conteudo de &gua, ions inorganicos, acido
citrico, acucares, sais organicos,
prostaglandinas e um nUmero variado de
proteinas que agem como substancias
tampdo, de forma a manter a osmolaridade
adequada e um pH préximo de sete (7,0).
Proporciona também fontes de energia para
0 metabolismo tanto aerdbico quanto
anaerdbico (Mann e Lutwak-Mann, 1981).

O contato dos espermatozéides com as
diferentes substdncias que compdem o
plasma seminal ocorre de forma sequencial.
O transito dos espermatozdides através do
epididimo, onde adquirem capacidade
fecundante e motilidade, possui uma
duracdo variavel dependendo da espécie,
sendo no varréo de 9-11 dias (Franca et al.,
2005). No decorrer do transito espermatico
no epididimo sua membrana plasmatica
sofre uma grande remodelacdo, tanto na
composicao protéica como de fosfolipidios.
Desta forma, enquanto a maior parte das
proteinas testiculares serdo eliminadas ou
sofrerdo degradacdo mediante a acdo de
diversas enzimas proteoliticas, um grande
nimero de novas proteinas secretadas pelo
epididimo (principalmente na regido da
cabeca e corpo) serdo integradas a
membrana espermatica neste periodo (Gatti
et al., 2004).

Apb6s a ejaculacdo, os espermatozoides
procedentes do epididimo entram em
contato com as diferentes secrecdes
oriundas das glandulas vesiculares, prostata
e bulbouretrais. O conjunto de substancias
produzidas por estas glandulas é espécie-
especifico e altamente variavel entre
individuos da mesma espécie, assim como
entre ejaculados de um mesmo individuo.
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Além disso, podem variar diante de
diferentes processos patoldgicos, estacdo do
ano ou estado fisiolégico do animal (Pérez-
Pé et al., 2001; Cardozo et al., 2006).

Tem sido observado em vérias espécies,
incluindo 0S suinos, que 0S
espermatozoides epididimarios sdo capazes
de fertilizar o6citos in vitro (lritani et al.,
1978; Nagai et al., 1984). Assim, poder-se-
ia assumir que a fungdo do plasma seminal
secretado pelas glandulas sexuais acessorias
seriam de menor importancia. Entretanto,
ndo ha duavidas quanto ao valor do plasma
seminal como regulador em todos os
processos relacionados aos
espermatozoides, assim como no trato
genital da fémea e durante a fecundacéo.
Estas funcdes se referem principalmente a
nutri¢do, protecéo, regulacdo da motilidade
e capacitagdo espermaéticas, bem como o
reconhecimento e unido entre gametas. De
uma maneira mais indireta, vale salientar a
sua acdo sobre o trato genital da fémea
produzindo um aumento das contragdes
uterinas, associado a uma modulacdo da
resposta imune e um relaxamento do istmo
tubéarico (Johnson et al., 2000).

Na espécie suina, o ejaculado esta dividido
em trés fragbes, que apresentam entre si
uma grande heterogeneidade quanto a sua
composicao e distribuicdo dos componentes
do plasma seminal. Estas fracbes se
caracterizam por apresentar inicialmente
(fracdo pré-espermatica), pouco volume,
caréncia de espermatozoOides e presenca
residual de proteinas; uma segunda fragdo
(fracdo rica) caracterizada por alta
concentragdo  espermédtica e  baixa
concentracdo protéica, e finalmente por
uma terceira fracdo (fracdo  pOs-
espermatica) envolvendo um  grande
volume e alta concentracdo de proteinas,
observando-se que 0 ndmero de
espermatozoides presentes vai diminuindo
até praticamente desaparecer (Ghaoui et al.,
2004; Rodriguez-Martinez et al., 2005).
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As glandulas sexuais acessorias respondem
pela producdo da maior parte do volume do
gjaculado. Dentre os compostos secretados
pelas mesmas, encontram-se uma série de
componentes minerais como o zinco (Zn*?),
com propriedades estabilizadoras  de
macromoléculas e antibacterianas (Strzezek
et al., 1987); o ion céalcio (Ca™) que
participa dos processos de capacitacdo
espermatica e reacdo acrossdmica; 0S
acucares como frutose, inositol &cido citrico
e 4cido ascarbico que proporcionam energia
para o metabolismo da célula (Voglmayr e
Amann, 1973; Frei et al., 1990); os
aminoacidos (acido glutamico, carnitina,
taurina, hipotaurina) que servem como
fonte de energia e de protecdo contra
substancias oxigénio reativas, e as enzimas
(proteases, acrosina, nucleases, fosfatase
acida e alcalina e superéxido dismutase)
que participam da liquefacdo seminal,
penetracdo do odcito pelo espermatozoide,
digestdo de espermatozOides mortos e
lesados e protecdo contra substancias
oxigénio reativas (Zini et al., 1993).

Além dessas substancias, o plasma seminal
nos mamiferos apresenta  vesiculas
membranosas, que diferem em composicao
e origem (Piehl et al., 2006). Essas
organelas chamadas de prostassomas,
recentemente caracterizadas em suinos
(Piehl et al., 2006), sdo delimitadas por
uma, duas ou maltiplas membranas,
apresentando  grande quantidade de
colesterol e fosfolipidios, com tamanho
entre 21 e 100 nm. De acordo com Piehl et
al. (2006) os prostassomas sdo diferentes
das gotas citoplasmaticas (2-5 um), as
quais sdo perdidas da maioria dos
espermatozoides  durante o  trénsito
epididimario. El-Hajj Ghaoui et al. (2004),
ao estudarem a presenca dos prostassomas
em suinos, concluiram que essas vesiculas
membranosas sdo isoladas principalmente
da fracdo rica do ejaculado, e em menor
proporcdo da fracdo pds espermatica,
sugerindo uma origem epididiméaria e
prostatica.



A funcdo dos prostassomas tem sido mais
estudada em humanos e apresenta
controvérsias. De acordo com Arienti et al.
(1997) os prostassomas estdo relacionados a
processos de estabilizacdo de membranas,
prevenindo a capacitacdo e a reacdo
acrossdmica espontanea. Entretanto, outros
autores mostram que a fusdo dos
prostassomas com 0s espermatozdides
podem estimular a reacdo acrossémica
tornando as células espermaticas mais
sensiveis (Palmerini et al., 2003). Este
efeito poderia ser explicado pela
transferéncia de calcio e enzimas
hidroliticas essenciais para a reacdo
acrossdmica durante o processo de fuséo
(Palmerini et al., 1999; Minelli et al., 2002).

Em suinos, Siciliano et al. (2008) avaliaram
pela primeira vez, os efeitos da interagdo
dos prostassomas com 0s espermatozdides.
Os dados apresentados pelos autores
demonstram que os prostassomas do sémen
do varrdo sdo capazes de interagir in vitro
com 0s espermatozoides, estimulando a
reacdo acrossomica. Assim, 0s autores
reafirmaram a hipétese da ocorréncia de
uma transferéncia de substéncias das
vesiculas para 0s  espermatozdides,
aumentando a responsividade da membrana
no sentido da reacéo acrossémica.

Contudo, mesmo considerando-se  a
importdncia dos prostassomas, sd0 as
proteinas presentes no plasma, as que
contribuem de forma mais relevante na
regulacdo da maior parte das funcbes
espermaticas, dai ser objeto de numerosos
estudos.

Diferentes estudos envolvendo a influéncia
do plasma seminal sobre a funcionalidade e
fertilidade dos espermatozdides apresentam
resultados contraditérios. Desta forma,
alguns demonstram que a adicdo de plasma
seminal ao meio que contem 0s
espermatozoides pode reduzir a
funcionalidade e fertilidade espermaticas

(Dott et al., 1979; Moore et al., 2005;
Akcay et al., 2006). Por outro lado, alguns
estudos mostram que a adicdo do plasma
seminal em determinadas etapas da
manipulagdo espermética, estabiliza a
célula evitando que ocorra o processo de
capacitacdo e melhorando, desta forma, a
viabilidade e a sua capacidade fecundante
(Maxwell e Johnson, 1999; Barrios et al.,
2000; Garner et al.; 2001; Vadnais et al.,
2005, 2007).

Tais diferencas poderiam envolver uma
variabilidade na propor¢cdo de fatores
capacitantes e decapacitantes presentes no
plasma seminal, ou possivelmente, um
efeito  benéfico ou prejudicial de
determinadas proteinas do plasma seminal,
bem como a variagdo que existe na
concentragcdo das mesmas entre individuos
da mesma espécie e inclusive, entre
ejaculados do mesmo individuo (Caballero
et al., 2004; Maxwell et al., 2007).

Na espécie suina, alguns estudos tem
demonstrado que o plasma seminal do
varrdo apresenta um heterodimero protéico,
de baixo peso molecular, composto dos
mondmeros PSP-l e PSP-Il  que,
adicionados aos meios de diluicdo quando
0s espermatozbides estdo altamente
diluidos, produzem in vitro, um efeito
benéfico sobre a viabilidade, motilidade e
atividade mitocondrial dos espermatozéides
(Centurion et al., 2003). Este heterodimero
pertence a familia das espermadesinas,
proteinas presentes no plasma seminal, que
representam aproximadamente 90% do
contetdo protéico total do plasma seminal
do varrdo, sendo que o heterodimero PSP-
I/PSP-1I constitui, aproximadamente, mais
de 50% das proteinas totais do plasma
seminal (Calvete e Sanz, 2007). A espécie
suina é a que apresenta maior diversidade
de membros dessa familia. Em funcéo de
sua capacidade de unido a heparina, as
espermadesinas sdo classificadas em
proteinas que se unem a heparina (AQN-1,
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AQN-3, AWN) e proteinas que ndo se
unem a heparina (heterodimero PSP-1/PSP-
I1) (Calvete et al., 1995).

As espermadesinas sdo uma familia de
glicoproteinas de baixo peso molecular (12-
16 kDa) compostas por 109 a 133
aminodcidos, constituidos estruturalmente
por um unico dominio CUB que serve
como suporte estrutural e ao qual se podem
atribuir diferentes funcbes (Romero et al.,
1997). As espermadesinas apresentam,
ainda, a caracteristica de se unir a superficie
da membrana plasmaética do espermatozdide
durante a ejaculacdo (Saz et al., 1992;
Topfer-Peterson et al., 1998).

2.3.1 Espermadesinas e suas fungdes

A motilidade esperméatica pode ser
influenciada  pela  variabilidade na
composicdo do plasma, observando-se que
a adicdo de plasma seminal heter6logo pode
afetar positiva ou negativamente este
parametro, dependendo da fonte do plasma
seminal. Além das variagbes entre
individuos e ejaculados, tem-se
demonstrado variagdes entre fragbes do
plasma seminal dentro de um mesmo
gjaculado. Zhu et al. (2000) obtiveram
melhor taxa de penetracéo in vitro, quando
0s espermatozoides foram incubados com
plasma seminal oriundo da fracdo rica do
ejaculado. Posteriormente, Pefia et al.
(2006) observaram diferentes resisténcias
ao processo de criopreservacao,
dependendo da fracdo do ejaculado a qual
0s espermatozoides pertenciam. Ainda de
acordo com 0s mesmos autores, todas as
variacbes poderiam ser explicadas pelas
diferencas nos perfis protéicos,
caracteristicos das diferentes fraces do
ejaculado.

Tem-se observado que a incubagdo dos
espermatozoides com o plasma seminal
previne o fendmeno de capacitacdo
espermaética (Davis e Niwa, 1974; Kanwar
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et al., 1979). Além disso, 0 processo de
capacitacdo espermatica é reversivel,
podendo ser paralisado pelo contato dos
espermatozoides com substancias
estabilizadoras  presentes no  plasma
seminal, capazes de mediar 0 processo de
capacitacdo (Chang, 1957). Estes fatores
decapacitantes devem ser eliminados da
superficie da membrana plasmatica dos
espermatozoOides para que seja possivel o
inicio da capacitacdo. Segundo Calvete et
al.  (1996b), alguns destes fatores
pertenceriam, provavelmente, a familia das
espermadesinas.

Apb6s a ejaculacdo, um espermatozoide
apresenta aproximadamente entre 10 e 60
milhGes de moléculas de espermadesinas
recobrindo sua superficie. Entretanto, a
maioria destas moléculas sdo eliminadas
ap0s 0 processo de capacitagdo in vitro
(Dostéalova et al., 1994). Considerando-se a
biossintese e afinidade das espermadesinas,
descreveu-se um modelo no qual os
espermatozoides, ainda no epididimo,
apresentariam algumas moléculas de AWN-
1 aderidas a sua membrana plasmaética, as
quais se uniriam, ap0s a ejaculacdo,
moléculas ndo agregadas de AWN-1 e
AQN-3, que finalmente seriam recobertas
pelo resto das espermadesinas na forma de
agregados (Dostélova et al., 1995). Esta
cobertura de espermadesinas teria a funcéo
de prevenir reacdo acrossémica prematura,
sendo a mesma liberada ap0s a capacitacao
(Topfer-Petersen e Calvete, 1996; Jansen et
al., 2001).

Entretanto, esses agregados de
espermadesinas apresentam afinidade pelo
colesterol, e podem assim, atuar como
receptores dessas moléculas  quando
liberadas dos espermatozoides. A perda de
moléculas de colesterol reduz a proporgdo
colesterol/fosfolipidio, um  fenémeno
associado a capacitagdo  espermatica
(Jondkova et al., 2000). Além disso, existe
uma afinidade de algumas espermadesinas
pela heparina e outros glicosaminoglicanos,



0S Quais promovem a capacitacdo
espermatica e estdo presentes na tuba
uterina da porca (Therien et al., 1995;
Therien et al., 1997; Tienthai et al., 2000).
Assim, essas espermadesinas estariam
envolvidas na regulacdo da capacitagéo,
apresentando uma dupla funcdo, ja que
manteriam as células espermaticas estaveis
até sua chegada a tuba uterina, onde
promoveriam a sua capacitacdo. Uma
fungdo similar é apresentada pelas proteinas
do plasma seminal bovino (BSP), as quais
se unem aos fosfolipidios da membrana dos
espermatozoides ap6és a  ejaculagdo,
estabilizando-a. Contudo, quando s&o
expostos a lipoproteinas de alta densidade e
glicosaminoglicanos como a heparina,
induzem a capacitacdo (Therien et al., 1997,
Manjunath e Therien, 2002).

A identificacdo de substancias do plasma
seminal que pudessem estar relacionadas a
um efeito benéfico sobre 0s
espermatozoides, foi tentada por Caballero
et al. (2006). Neste estudo, avaliaram o
efeito protetor do heterodimero PSP-I/PSP-
Il e sua possivel relacdo com a superficie
dos espermatozéides do varrdo, submetidos
a altas diluices. Para isto, 0s
espermatozoides altamente diluidos foram
incubados por 10 horas em um meio salino
simples (PBS), na presenca ou auséncia do
heterodimero PSP-1/PSP-II, quando
avaliou-se a viabilidade e funcionalidade
espermaticas, além de se estudar o padrdo
de unido do heterodimero a cabeca do
espermatozoide, mediante técnicas
imunocitoquimicas. Demonstrou-se  que
praticamente 100% dos espermatozdides
foram imunopositivos apdés a adicdo de
PSP-I/PSP-Il exdgeno, localizando-se o
heterodimero, principalmente, na regido
acrossomal da cabeca do espermatozdide.
Entretanto, esta unido diminuiu ao longo do
tempo de incubacdo. Assim, observou-se
uma reducdo de até 50% na proporcdo de
espermatozoides marcados pelo anticorpo
apo6s 10 horas de incubagdo, enquanto nas

amostras onde adicionou-se PSP-1/PSP-II
exdgena, aproximadamente 80% dos
espermatozoOides permaneceram positivos
(p<0,05). Estes dados indicam que o
heterodimero se une & membrana do
espermatozoide antes ou durante a
gjaculacdo, e que essa unido ¢é
suficientemente forte para que a proteina
permanecga unida por varias horas em uma
grande percentagem de espermatozéides,
inclusive quando submetidos & diluices
extremas.

Com respeito a funcionalidade espermatica,
Caballero et al. (2006) observaram que a
mesma percentagem de espermatozdides
qgue apresentava membrana intacta,
apresentava também maior atividade
mitocondrial, durante todo o processo de
incubacdo; no entanto, a percentagem de
espermatozoides méveis foi sempre menor
que a de espermatozéides com membrana
intacta. As diferencas encontradas nesse
estudo entre a motilidade e a atividade
mitocondrial, ja foram descritas
anteriormente, e refletem, provavelmente,
diferencas na atividade espermética ou na
metodologia empregada (Windsor, 1997;
Centurion et al.,, 2003). Entretanto,
hipotetiza-se que a fungdo das mitocdndrias
seria fornecer ATP para a cabega do
espermatozoide e peca intermediaria por
fosforilagdo oxidativa, visando manter
ativos os diferentes gradientes de difusdo da
membrana plasmatica, imprescindiveis a
sobrevivéncia espermatica. Dentro desse
contexto, o ATP necessario para a
motilidade espermética seria produzido
mediante a glicélise (producdo anaerébica
de ATP) por enzimas localizadas na bainha
fibrosa da cauda dos espermatozoides
(Silva e Gadella, 2006).

Ao estudarem o efeito in vitro das
subunidades PSP-I e PSP-1I sobre as
caracteristicas funcionais dos
espermatozoides altamente diluidos, Garcia
et al. (2006) observaram que a sub-unidade
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PSP-II parece imitar o efeito descrito para o
heterodimero (Centurion et al., 2003) j& que
mantém a viabilidade, motilidade e
atividade mitocondrial dos espermatozoides
ao longo do tempo. Assim, ainda que a sub-
unidade PSP-I também exerca um efeito
protetor sobre a viabilidade e atividade
mitocondrial do espermatozdide, esta é de
menor intensidade quando comparado ao
exercido pela sub-unidade PSP-11. Contudo,
deve-se destacar que a sub-unidade PSP-I
exerce um efeito prejudicial sobre a
motilidade espermatica, seguindo um
padrdo muito similar ao que se observou
previamente in vitro para as espermadesinas
que se unem a heparina (HBPs) (Centurion
et al., 2003). Essas proteinas produziram
uma clara imobilizagdo de espermatozoides
submetidos a altas diluicGes, quando
incubados na presenca de HBPs (Centurion
et al.,, 2003). Entretanto, de acordo com
Garcia et al. (2006) a observacdo de que a
sub-unidade PSP-1 suprime a motilidade
espermatica, 0 que ndo ocorre com O
heterodimero total, sugere que esta
atividade poderia estar suprimida pela
dimerizacdo, produzida quando da unido
das duas sub-unidades para formar o
heterodimero PSP-I/PSP-I1.

Alguns estudos tém estabelecido que as
HBPs exercam um efeito nocivo sobre a
fisiologia espermatica in vitro. As
espermadesinas PSP-1/PSP-11 exercem, por
outro lado, um efeito contrério. Assim, a
reunido de ambos os tipos de
espermadesinas provocam efeitos
intermedidrios  sobre  espermatozoides
altamente diluidos (Centuridn et al., 2003).
Sendo assim, a variabilidade entre as
concentracbes relativas de ambas as
proteinas do plasma seminal poderia
responder pelas diferentes respostas dos
espermatozoides quando diluidos no plasma
seminal, ja que sdo as proteinas mais
abundantes no mesmo. Desta forma, Garcia
et al. (2009) realizaram coletas do ejaculado
total de trés varrdes, em séries de 50 mL,
para estudar como o perfil protéico das
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diferentes fragdes do ejaculado influenciaria
0s parametros seminais de espermatozoides
altamente diluidos. Observaram, ainda, a
distribuicdo do heterodimero PSP-I/PSP-II
ao longo dessas fracGes. Verificou-se que a
concentracdo do heterodimero ndo foi
uniforme entre as fracdes do ejaculado, nem
entre as subfragdes em que se dividiu a
fracdo pds-espermatica, que apresentou a
maior propor¢cdo da espermadesina PSP-
I/PSP-1I, além da maior concentracdo de
proteinas totais. Observou-se, ainda, que a
fracdo  rica  apresentou a  menor
concentragdo protéica. Avaliaram, ainda, o
efeito do plasma seminal oriundo das
diferentes fracdes sobre 0s espermatozoides
altamente diluidos, mostrando que a adicéo
de 10% do plasma seminal das distintas
fragbes melhorou a viabilidade e
motilidade, quando comparados as dos
espermatozoides  que  haviam  sido
incubados sem adi¢do do plasma seminal.
Contudo, a adicdo do plasma seminal
oriundo da fragdo rica induziu os melhores
resultados de motilidade e integridade da
membrana, coincidindo com os resultados
obtidos anteriormente, por Pefia et al.
(2006). Deve-se considerar que a presenca
do heterodimero PSP-I/PSP-1I nessa fragdo
foi baixa. Além disso, observou-se grande
quantidade do heterodimero na fracdo pds-
espermatica; entretanto, o efeito do plasma
seminal  dessa  fragdo  sobre  ©0s
espermatozoides altamente diluidos néo
foram tdo benéficos quanto o produzido
pelo plasma da fracdo rica. Assim, estas
diferencas poderiam estar relacionadas a
concentracdo da PSP-I/PSP-II presente em
cada fracdo. De acordo com Centurion et al.
(2003), o efeito protetor que o heterodimero
exerce sobre os espermatozoides altamente
diluidos esta associado a uma concentracao
especifica da espermadesina, de 1,5 mg/mL,
ao passo que concentragdes superiores a 7,5
mg/mL  provocam, aparentemente, 0
desaparecimento desse efeito.

Ainda que a fracdo pds-espermaética seja a
fracdo que produz os piores resultados



envolvendo a integridade de membrana e
motilidade espermaticas guando
comparados aos das outras fracdes, a sub-
fragdo da  fracdo  pos-espermatica,
caracterizada pela predominéncia do
heterodimero, respondem pelos menores
danos sobre as células espermaticas (Garcia
et al., 2009). Contudo, de acordo com 0s
mesmos autores, o efeito negativo exercido
pelo plasma seminal da fracdo pos-
espermatica  poderia  também  estar
relacionado a presenca das proteinas HBPs,
j& que sua concentragdo aumenta
paralelamente a do heterodimero PSP-
I/PSP-11 na fragdo pds-espermatica.

Estes resultados sdo similares aos
apresentados por Centurién et al. (2003),
guando observou-se que a incubagdo de
espermatozoOides do varrdo, submetidos a
uma alta diluicdo, na presencga de todas as
espermadesinas (PSPs e HBPs), produziu
uma queda na funcionalidade espermaética
devido a presenca das HBPs.

2.3.2 Afinidade das espermadesinas

As espermadesinas na espécie suina (AQN,
AWN e proteinas da familia PSP) sdo
secretadas principalmente pelas glandulas
vesiculares; entretanto, seus respectivos
RNAm tem sido encontrados também na
cauda do epididimo e prostata (Manaskova
e Jonakova, 2008).

As espermadesinas AQN e AWN mostram
afinidade para vérios ligantes, tais como
fosforilcolina, heparina, acido hialurénico,
manose, epitélio da tuba uterina e
glicoproteinas da zona pellcida do odcito.
Essas proteinas se ligam a superficie dos
espermatozoides durante a ejaculacdo,
formando uma camada de revestimento e,
participam em diferentes tipos de interacdo
nas etapas posteriores do processo
reprodutivo (Manéskova e Jonékova, 2008).
O conhecimento das propriedades ligantes
das proteinas as  predetermina a

participarem das etapas subseqientes do
processo reprodutivo, tais como da
formacdo do reservatério espermatico, da
capacitacdo espermatica e da ligacdo a zona
pellcida do odcito (Jonakova et al., 2007).
A AQN e AWN sdo espermadesinas
multifuncionais, responsaveis pela ligacao
com o epitélio da tuba uterina (Liberda et
al., 2006), além de possuirem um papel
primario na interacdo dos espermatozoides
com a zona peldcida do oécito (Manaskova
et al., 2000). Tém sido demonstrada a
presenca das espermadesinas AQN e AWN
na superficie dos espermatozoides do
epididimo e nos do ejaculado; no caso da
espermadesina  AQN, também tem sido
encontrada nos espermatozoides
capacitados (Veselsky et al., 1999).

De acordo com Manéskova e Jonakova
(2008), as espermadesinas da familia PSP,
também podem ser encontradas na
superficie dos espermatozoides presentes no
epididimo e no ejaculado. A localizagéo das
espermadesinas PSP na superficie dos
espermatozoides encontrados no epididimo,
confirma a presenca dessas proteinas no
fluido epididimario, bem como a sua
habilidade de se unir aos espermatozéides
durante a maturacdo no epididimo. A
proteina PSP-I estd localizada na regido
acrossomal e peca intermediaria dos
espermatozoides encontrados no epididimo;
contudo, a proteina PSP-1I esta situada no
flagelo dos espermatozdides. Ja nos
espermatozoides presentes no ejaculado,
essas espermadesinas encontram-se
principalmente na regido acrossomal, e
mais pobremente na peca intermediaria e
flagelo dos espermatozoides (Manaskova e
Jondkov4, 2008). De acordo com esses
autores, essa diferenca na localizacdo das
espermadesinas  na  superficie  dos
espermatozoides presentes no epididimo ou
no ejaculado, se deve & uma sobreposi¢do
das proteinas que cobriam anteriormente 0s
espermatozoides no epididimo, por outras
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proteinas do plasma seminal durante a
ejaculacao.

De acordo com Strzezek et al (2002) as
concentracbes de proteinas do plasma
seminal em suinos, ficam estabilizadas
desde o inicio da maturidade sexual do
varrdo até a idade de 2,5 anos, sendo
reduzidas, significativamente em varrdes a
partir dos 3 anos de idade. A alta correlagdo
existente entre a concentragdo de proteinas
do plasma seminal e a habilidade
fertilizante dos espermatozoides, tem sido
utilizada como critério para predizer a
fertilidade dos machos (Flowers, 1997,
Killian et al., 1993).

2.4 Fatores a serem considerados no
processo de resfriamento e/ou transporte
do sémen diluido de varroes

2.4.1 Individualidade dos varroes

Existe uma grande variabilidade entre
varrdes no que se refere a varias
caracteristicas importantes de produtividade
nas centrais de IA. Dentre elas, vale
salientar a idade a puberdade, libido e
treinabilidade para a coleta, bem como as
caracteristicas de resisténcia das células
espermaticas aos processos de resfriamento
e congelamento. Além das diferencas entre
individuos, observam-se diferencas entre
racas, entre varres de ragas puras e
cruzados e, finalmente, entre linhas
genéticas (Sonderman e Luebbe, 2008).

Normalmente, varrbes oriundos do
cruzamento de duas ou mais ragas
produzem maior quantidade e qualidade de
sémen, seguidos por varrdes de ragas puras
de linhagem terminal, e por fim, varrdes de
ragas de linha materna (Sonderman e
Luebbe, 2008). De acordo com os autores,
as diferencas incluem susceptibilidade a
infertilidade sazonal, interagdes entre
volume do ejaculado e idade, frequéncia de
coleta, taxa de descarte de ejaculados, idade
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a puberdade, libido, facilidade em
condiciona-los para a coleta, e tempo de
preservacdo do sémen.

Com relacéo ao libido e idade a puberdade,
0s machos oriundos das linhas maternas
parecem ser aproximadamente dois meses
mais tardios quando comparados aos
machos de linha terminal (8-9 e 6-7 meses,
respectivamente). A treinabilidade, ou seja,
condicionamento do macho para saltar
sobre 0 manequim para a coleta, também é
favorecida nas linhas terminais, sendo que
machos de linha materna necessitam de
mais tempo de treinamento, esforco e
estimulo visual e competitivo (Sonderman e
Luebbe, 2008).

2.4.2 Tipo de colheita do sémen: total ou
fracionada

A maior parte dos espermatozoides
gjaculados (80-90%) estdo presentes na
fragdo rica do ejaculado, sendo portanto a
fracdo preferencial a ser a coletada para o
processamento do sémen visando-se a
inseminacdo artificial. Além disso, o
nimero de espermatozdides liberados nessa
fracdo é desigual, sendo que a maioria dos
espermatozoides ejaculados estdo presentes
nos primeiros 10-15 mL da fragdo rica
(Rodriguez-Martinez et al.,, 2005). Os
autores sugerem que 0s espermatozoides
presentes na primeira porcdo da fracdo rica
(P1), devem ser considerados, dentre todos
0s espermatozoides do ejaculado, como
aqueles que colonizardo, primariamente, o
reservatorio espermatico na tuba uterina das
porcas, e portanto, aqueles que estardo
envolvidos, principalmente e
potencialmente na fertilizacdo (Rodriguez-
Martinez et al., 2005).

Os espermatozéides e plasma seminal
depositados e retidos na cavidade uterina,
sdo eliminados tanto por refluxo vaginal
(Viring e Einarsson, 1981) como por
fagocitose (Rodriguez-Martinez et al.,



1990) através de leucécitos (PMN) que
migram do endométrio para o Iumen
uterino, e parcialmente, por macréfagos no
epitélio endometrial (Rodriguez-Martinez et
al.,, 1990). Os PMN n&o atingem o limen
uterino imediatamente ap6s a deposi¢do do
sémen, ndo pelo menos nos primeiros dez
minutos, sendo que a grande presenca de
PMN é primeiramente detectada 30 minutos
apos a deposicao do sémen (Lovell e Getty,
1968), aumentando significativamente ao
longo de 2-3 horas (Viring e Einarsson,
1981).

Vaérios fatores tem sido considerados como
mediadores do recrutamento dos PMN para
o lumen uterino, incluindo a distensdo do
atero (Matthijs et al., 2003), a presenca dos
espermatozoides (Rozeboom et al., 1999),
ou plasma seminal (Claus, 1990). O plasma
seminal contém tanto fatores estrogénicos
como nao-estrogénicos que interagem com
0s espermatozdides e a superficie do Gtero
(Rozeboom et al., 2000). A maioria desses
fatores ndo-estrogénicos sdo proteinas do
plasma seminal, dentre elas o heterodimero
PSP-I/PSP-Il, que apresentam atividade
imuno-estimulatéria, como ja descrito
anteriormente.

Observa-se que a menor concentracdo do
heterodimero PSP-1/PSP-11 é encontrada na
primeira porcao da fragdo rica do ejaculado
(primeiros 10 a 15 mL) em comparagdo ao
restante da fracdo rica e da fracdo pos-
espermatica do ejaculado. Assim, ha
indicios de que o periodo de laténcia até o
inicio da migracdo de PMN para o limen
uterino (< 30 min) bem como a presenca de
diferentes proteinas nas varias fracbes do
plasma seminal, possibilitem um tempo de
tolerancia para que certas subpopulac@es de
espermatozoides ejaculados atravessem o
limen uterino até o  reservatorio
espermatico, sem risco de serem
fagocitados (Rodriguez-Martinez et al.,
2005).

Tem sido hipotetizado que uma sub-
populacdo de espermatozdides no ejaculado
suino, coloniza primariamente 0
reservatorio espermatico apds a cobertura.
Rodriguez-Martinez et al. (2005) visando
confirmar essa hipétese, realizaram um
experimento  envolvendo dez porcas
multiparas alojadas, no dia do desmame e
divididas, apds a deteccdo do estro, em dois
grupos: grupo controle ou submetidas ao
tratamento e inseminadas artificialmente.
Para as inseminacges foram utilizadas doses
inseminantes oriundas de duas fracbes do
gjaculado, sendo os primeiros 10 mL da
fragdo rica (denominada porcdo 1) e o
restante da fracdo rica e fragdo pos-
espermatica  (porcdo ). Ap6s a
determinagdo da concentragdo espermatica
e motilidade subjetiva, os espermatozoides
da porcdo | foram marcados com um
corante fluorescente (Hoechst 33252),
enquanto os espermatozoides da porcao Il
ndo foram corados. As inseminagdes foram
realizadas através do método convencional,
12 horas ap0ds o inicio do estro, da seguinte
forma: Grupo controle, inseminado com
uma mistura da Porcdo | e Il em uma Unica
IA (100mL por dose) ou Grupo tratado,
quando utilizou-se a Porgdo | (10 mL),
introduzida no Gtero através de uma seringa
conectada a pipeta, e imediatamente,
seguida por 80 mL da Porcdo II.

Posteriormente, as porcas foram
eutanasiadas aproximadamente 3 horas ap6s
a IA, sendo os 6rgdos genitais retirados. Os
fluidos da cada reservatorio espermatico
foram examinados para concentracdo
espermatica e proporg¢éo de
espermatozoides fluorescentes. Nao houve
diferencas significativas quanto ao ndmero
total de espermatozoides inseminados (22 e
18 bilhdes) entre os grupos controle e
tratado, respectivamente, nem quanto ao
nimero de espermatozdides inseminados
por fragdo. Entretanto, houve diferenca
significativa (p<0,05) na percentagem de
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espermatozoides corados, sendo de 54,2 +
5,66% versus 37,0 = 2,70% para 0s grupos
tratado e controle, respectivamente. Os
resultados indicam, que os espermatozéides
da primeira por¢do da fragdo rica do
ejaculado, marcados com o corante
fluorescente, compunham a maior parte dos
espermatozoides presentes no reservatorio
espermatico, sob as condicdes
experimentais  utilizadas, quando a
deposicdo fracionada do sémen foi
mimetizada.

Durante a monta natural, geralmente o0s
espermatozoOides sdo expostos apenas as
proteinas da porcéo inicial da fragdo rica,
sendo que a sua exposicdo as fracOes
posteriores do ejaculado exercem um efeito
prejudicial na qualidade espermatica e
conseqlientemente na fertilidade
(Rodrigues-Martinez et al., 2008).

Novak et al. (2009) realizaram um
experimento com o objetivo de avaliar a
presenca de proteinas especificas do plasma
seminal (PSP-I, AWN-1 e Osteopontina)
em diferentes fragbes do ejaculado. Para
isso, 0s ejaculados foram coletados de
forma fracionada em tubos de 15 mL como
descrito por Xu et al. (1998). Considerou-se
como a fracdo representativa do pico de
espermatozoides, o tubo contendo a maior
concentracdo espermatica dentre os tubos
pertencentes a fracdo rica do ejaculado
(normalmente os primeiros 15 mL da fracéo
coletada). Os tubos que apresentavam
concentragio espermética >100 x 10° de
espermatozoides por mL eram classificados
como pertencendo a primeira fracdo rica do
ejaculado. Por outro lado, aqueles contendo
menos que 100 x 10° de espermatozoides
por mL, coletados entre a primeira e a
segunda fragdes ricas, foram considerados
como a fracdo pobre em espermatozoides.
Amostras foram retiradas de cada fragéo
(pico de espermatozoides, fracdo rica e
fracdo pobre em espermatozdides) para
avaliagdo das proteinas do plasma seminal.
De acordo com os autores, a fracdo
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representativa do pico de espermatozéides,
apresentando a maior  concentragio
espermatica, envolveu, normalmente, o
primeiro tubo coletado, sendo que os
espermatozoides oriundos dessa fracdo
apresentaram maior habilidade fertilizante
in vitro. Essa fragdo apresentou, ainda,
menor concentracdo de proteinas totais em
relagdo as outras duas fracBes avaliadas,
aléem de menores concentragbes das
proteinas especificas avaliadas, diante da
fracdo pobre em espermatozdides. Segundo
0s autores, tais diferencas se devem a
origem dos componentes do plasma seminal
no que diz respeito as glandulas sexuais
acessorias e sua contribuicdo sequencial de
proteinas secretadas no ejaculado. As
primeiras secrecdes presentes no ejaculado
sdo produzidas pela préstata, com a funcao
de limpar o trato genital do macho, seguidas
por uma concentragdo espermatica muito
alta, nos primeiros 10 a 15 mL da fracéo
rica do ejaculado. Em seguida, o ejaculado
torna-se paulatinamente diluido pelo fluido
oriundo das vesiculas seminais nos
proximos 30 a 70 mL, até a fragdo livre de
espermatozoides ser coletada. Dependendo
da frequéncia de coletas, uma segunda
fracdo rica, embora menos concentrada,
pode estar presente, até o ejaculado
finalizar com a fragdo gel secretada pelas
glandulas bulbouretrais.

De acordo com Manaskova et al. (2002), as
secrecbes da prostata contem menores
concentracdes de proteinas PSP-1 e AWN-1
do que o plasma seminal do ejaculado total.
Esses resultados concordam com 0s
apresentados por Novak et al. (2009),
guando observou-se que a fragdo
representativa do pico de espermatozoides,
ou seja, a primeira fracdo coletada que
contém, principalmente, secrecdes da
prostata, apresentaram menores
concentracdes de PSP-1 que a fragéo rica do
ejaculado. Da mesma forma, Rodriguez-
Martinez et al. (2008) também relataram
maior concentracdo de proteinas na fragdo



rica do ejaculado, em relacdo a fracdo
representativa do pico de espermatozoides.

Outro fator a contribuir para as diferencas
observadas no perfil de proteinas, entre as
fracbes do ejaculado, é a variabilidade na
concentracdo espermatica. Assim, a alta
concentragdo  espermatica na  fracdo
representativa do pico de espermatozoéides,
reteria uma grande proporcdo de proteinas
ligadas as suas membranas, de forma a
reduzir, em seguida, a quantidade residual
de proteinas totais no plasma seminal. Metz
et al. (1990) relataram que o0s
espermatozoides epididimarios absorvem
14 pg de proteinas/espermatozoide sob um
periodo de 10 minutos, e que 82% das
proteinas retidas sdo de baixo peso
molecular. Os autores confirmam ainda,
gue os espermatozéides de baixa qualidade,
apresentando motilidade progressiva de 50
a 30%, absorvem significantemente menos
proteinas (3 pg de proteina/espermatozdide
em 10 minutos). Essas observagfes também
sdo consistentes com as de Novak et al.
(2009), de que a concentracdo espermatica
e a concentragdo total de proteinas foram
negativamente relacionadas na fracdo
espermatica rica e na fracdo representativa
do pico de espermatozdides.

Desta forma, uma combinagdo de trés
fatores, ou seja, a origem do plasma
seminal, a qualidade  espermatica
(capacidade do espermatozéide de absorver
proteinas do plasma seminal) e a
concentracdo espermatica, coletivamente
sdo responsaveis pelas variacGes observadas
na concentracao de proteinas totais, entre as
fragdes do plasma seminal (Novak et al.,
2009).

A fracdo representativa do pico de
espermatozoides exibiu efeito positivo na
fertilizacdo e respondeu pelas menores
concentracdes de proteinas totais e PSP-I,
sugerindo que a alta concentracdo de certas
proteinas, especialmente as espermadesinas,

tem um efeito negativo na fertilidade in
vivo (Novak et al., 2009). As proteinas
devem ter um importante papel na
longevidade espermatica como fatores
decapacitantes, entretanto, devem também
reduzir a fertilidade quando em excesso ou
guando os espermatozoides sdo a elas
expostos, por um periodo prolongado de
tempo (Novak et al., 2009).

2.4.2.1 Caracteristicas fisicas do sémen
de varroes submetidos a colheita total ou
fracionada e armazenado in vitroa
diferentes temperaturas e periodos de
estocagem

Vérios estudos na espécie suina tém
sugerido que os espermatozéides oriundos
da fragdo representativa do pico de
espermatozoides (P1), sdo aqueles que
melhor  sobrevivem & manipulacéo,
incluindo a criopreservacdo (Sellés et al.,
2001; Pefia et al., 2003; Pefia et al., 2004a).
Embora as razBes para isto ndo estejam
completamente esclarecidas, sugere-se que
o plasma seminal de porgdes especificas do
ejaculado exerca um efeito positivo sobre
0s espermatozdides (Pefa et al., 2003).

Como citado no toépico anterior (2.3),
existem diferencas na quantidade e no tipo
de proteinas totais do plasma seminal nas
diferentes fracdes do ejaculado nos suinos;
portanto, as diferencas de capacidade
fecundante dos espermatozoOides das
fracOes, estdo relacionadas as suas
diferencas quantos as proteinas do plasma
seminal (Caballero et al., 2004).

Vale enfatizar, contudo, que embora
Saravia (2008) mencione que os perfis das
proteinas do plasma seminal tenham sido
muito estudados (Caballero et al., 2004;
Caballero et al., 2005; Caballero et al.,
2006; Garcia et al., 2006; Jonakova et al.,
2007; Manaskova & Jonakova, 2008),
outros componentes do plasma seminal
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como o0 conteddo de ions de extrema
importancia para a funcdo espermaética,
especialmente o calcio e o bicarbonato
(Rodriguez-Martinez et al, 1990;
Rodriguez-Martinez,  1991),  deveriam
receber maior atengéo.

N&o se sabe, até o presente, as razdes pelas
quais 0s espermatozdides presentes na
fracdo P1 do ejaculado apresentam maior
resisténcia para sobreviver aos processos de
diluicéo, estocagem, e
congelamento/descongelamento.
Entretanto, diferencas na composi¢cdo do
plasma seminal associado a eles tem sido
implicadas como o fator responsavel
(Rodriguez-Martinez et al., 2008).

Segundo Saravia et al. (2010), trés aspectos
tém sido considerados nesse processo: 1- a
menor quantidade de proteinas do plasma
seminal de origem das glandulas acessorias;
2- a presenca de proteinas do plasma
epididimario; 3- o menor conteldo de
bicarbonato. Todos esses fatores sugerem
que a P1 mantém alguns recursos peculiares
da cauda do epididimo (Saravia et al., ndo
publicado, citado por Saravia et al., 2010).

Além da leve diferenca qualitativa e grande
diferenca quantitativa encontrada na P1 do
ejaculado, no que diz respeito as proteinas
do plasma seminal em relacdo as outras
fracOes do ejaculado (Rodriguez- Martinez
et al., 2005), essa fracdo também apresenta
menor concentracdo do ion bicarbonato
(Saravia et al., 2010).

O bicarbonato tem um importante papel na
fungdo espermatica, como a de desencadear
a motilidade espermatica nos
espermatozoides oriundos do epididimo
(Okamura et al., 1985; Rodriguez-Martinez,
1991), através da ativacdo direta da adenil
ciclase nos mesmos. Sob certas condic¢des
in vitro (Gadella e Van Gestel, 2004), ou in
vivo (Tienthai et al., 2004), o bicarbonato
também é a molécula que inicia o rearranjo
lipidico na membrana plasmética dos
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espermatozoides, considerado um dos
eventos iniciais da capacitacdo espermatica
(Harrison et al., 1996; Gadella e Van
Gestel, 2004; Tienthai et al., 2004).

De acordo com Rodriguez-Martinez et al.
(1990), a concentracdo do ion bicarbonato
difere entre as trés fragcbes do ejaculado,
sendo de 14.5+2.1 na fracdo pré-
espermatica, de 17.3+2.4 na fragdo rica,
aumentando na fracdo poOs-espermatica,
para 33.7£t0.4 mM/L. De maneira
comparativa, pode-se concluir que a fragéo
P1 (10-15 mL da fragdo rica) apresenta a
menor  concentragdo  de  bicarbonato
(13.7£0.6 mM/L) dentro do ejaculado
(Saravia et al., 2010).

A concentracdo de bicarbonato também
varia ao longo da tuba uterina, de
0.0+£1.2mM/L no segmento do reservatério
espermatico, até 33.1+1.5mM/L na ampola,
onde ocorre a fertilizagdo (Rodriguez-
Martinez, 2007). Considerando-se que 0S
espermatozoides oriundos da Pl sdo o0s
principais colonizadores do reservatorio
espermatico na fémea (Rodriguez-Martinez
et al., 2005), Saravia et al. (2010) sugerem
que as baixas concentragdes de bicarbonato
presentes em pontos especificos dos
reservatorios espermaticos masculino e
feminino seriam parte da estratégia para
preservar esses espermatozoides intactos,
até 0 momento da cobertura/ejacula¢do ou
ovulacdo (Rodriguez-Martinez, 2007).

Considerando-se  que 0s  primeiros
espermatozoides liberados da cauda do
epididimo estdo presentes na Pl do
ejaculado, Saravia et al. (2008) consideram
gue a baixa concentracdo de bicarbonato
dessa fracdo se deve a presenca de um
volume ainda remanescente do plasma
epididimario e baixa quantidade de
secrecdo das glandulas  vesiculares.
Contudo, a menor concentracdo de
bicarbonato na P1 levou a uma melhor
sobrevivéncia dos espermatozdides dessa
fracdo ao protocolo de



congelamento/descongelamento,  quando
comparada a do restante do ejaculado
(Saravia et al., 2007).

Com respeito as diferencas de viabilidade
espermatica observada entre essas fragOes
do ejaculado, véarios estudos indicam que 0s
espermatozoides presentes na porgdo |
(primeiros 10 mL da fracdo rica) resistem
melhor as manipulagBes, tais como
estocagem a temperatura ambiente, ao
resfriamento ou ao
congelamento/descongelamento em relacéo
aos espermatozoides presentes na porgao Il
(Rodriguez-Martinez et al.,,  2005).
Diferengas na viabilidade espermatica
(motilidade e integridade de membrana) e
alteracdes semelhantes a capacitacdo foram
estudadas nos espermatozdides da por¢éo |
e comparadas as observadas nos da por¢do
I, imediatamente ap6s a coleta, apos a
estocagem a 18 ou 5°C e apds o
congelamento/descongelamento. De acordo
com os autores, a fracdo do ejaculado teve
um efeito significativo na integridade da
membrana (p<0,01), sendo mais alta nas
células espermaticas da Fracdo 1. Além
disso, ao se avaliar os padrdes de
motilidade, a frequéncia de
espermatozoOides apresentando movimento
circular foi maior nos da Fracéo 2 (p<0,02).

Tem sido observadas diferencas quanto a
sobrevivéncia esperméatica em diferentes
fracbes do ejaculado. A cinética dos
espermatozoides foi determinada por meio
de andlise computadorizada — CASA, em
ejaculados de varrBes durante a
criopreservacdo e ap6s o descongelamento,
quando se observou ser a sobrevivivéncia
espermatica da Fracdo 1 (primeiros 10 mL
da fracdo rica) superior a da Fracdo 2
(restante do ejaculado). As avaliacOes
foram feitas em quatro estagios especificos:
S1= ap6és a coleta, sendo 0s
espermatozoides diluidos em BTS; S2= a
15°C, apos resuspensao dos
espermatozoides em lactose-gema de ovo,

S3= a 5°C, apb6s resuspensdo dos
espermatozoides em lactose-gema de ovo,
glicerol e Equex; S4= aos 30 minutos apds
0 descongelamento. Segundo os autores, a
proporgdo total de espermatozoides moveis
foi sempre maior na Fracdo 1 do que na
Fracdo 2. A motilidade espermatica
apresentou-se superior na Fragdo 1 em
relacdo a Fracdo 2 em todos o0s estagios
(Rodriguez-Martinez et al.,  2005),
confirmando relatos anteriores da natureza
benéfica dessa porcdo particular do
ejaculado, no que diz respeito & manutencéo
da motilidade em suinos.

2.4.2.2 Fertilidade do sémen de varroes
submetidos a colheita total ou fracionada

H& muito tem sido observado que os
espermatozoides encontrados no epididimo
sd80 menos  susceptiveis as injarias
provocadas pelo chogue térmico, do que
aqueles encontrados no ejaculado. Tais
resultados estdo associados as mudangas na
maturacdo espermatica, durante a sua
passagem pelo epididimo, quando ocorre
uma reducdo no conteddo total dos
fosfolipidios da membrana (Lasley e
Bogart, 1994).

Os espermatozdides do ejaculado total
reagem de maneira mais sensivel ao
resfriamento, em relagdo aqueles que se
originam da fracdo rica (Polge, 1956).
Pursel et al. (1973) também observaram que
0s espermatozéides da fracdo rica do
ejaculado seriam mais tolerantes ao
resfriamento rapido, e consequentemente
mais resistentes as injlrias causadas pelo
choque térmico. Segundo Weber (1989), a
reducdo da resisténcia ao choque térmico
das células espermaticas presentes no
ejaculado total se deve a uma grande
diluicdo de certos componentes protetores
presentes na fracdo rica do ejaculado.

Entretanto, resultados apresentados por
Paquignon (1984), contradizem os dos
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autores apresentados anteriormente. Assim,
de acordo com este autor, quando os
espermatozoides sdo diluidos e preservados
por até cinco dias, a taxa de parto obtida ao
se utilizar os espermatozoides oriundos do
ejaculado total foi significativamente mais
alta que a obtida com os espermatozoides
oriundos da fracdo rica do ejaculado. Da
mesma forma, Meding (1976) relatou
menor taxa de gestacdo quando o sémen foi
diluido sem plasma seminal.

Importantes diferencas entre fragdes do
mesmo ejaculado foram demonstradas por
Xu et al. (1996), quanto a taxa de
penetracdo de odcitos e poliespermia. Os
autores coletaram ejaculados fracionados de
varroes, divididos em fracGes de 15 mL. A
contribuigdo e a variabilidade das diferentes
fracOes desses ejaculados em testes de
fertilidade, envolvendo a fecundagdo in
vitro (FIV), foram avaliadas. Com base na
concentragdo espermatica, foram definidas
trés fracGes: o primeiro pico encontrado na
concentracdo espermatica (Fracdo 1), a
parte do ejaculado com menor concentracdo
espermatica coletada posteriormente a
Fracdo 1 (Fragdo 2), e um segundo pico de
concentragdo  espermatico  (Fragdo  3).
Quando o efeito das trés fracbes na FIV
foram investigadas, observou-se que 0s
espermatozoOides presentes na fracdo 2
apresentaram menor capacidade fertilizante
do que aqueles das fracOes ricas. Embora
ndo houvesse diferencas entre as duas
fragdes ricas do ejaculado (FracGes 1 € 3), a
fertilizacdo tendeu a ser menor na segunda
fracdo rica (Fracdo 3). Diante desses
resultados, sugeriu-se a utilizacdo somente
da Fragéo 1 para os procedimentos de FIV,
de forma a reduzir a variabilidade
encontrada entre diferentes ejaculados,
oriundos do mesmo macho.

Visando-se identificar se a variabilidade na
capacidade funcional das trés fragdes do
ejaculado encontrados no experimento
anterior, estava ligada ao plasma seminal ou
ao proprio espermatozoide, 0 mesmo grupo
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de pesquisadores incubou espermatozoides
oriundos da primeira fracdo rica do
ejaculado (Fracdo 1) com o plasma seminal
de cada uma das trés fracbes do mesmo
ejaculado (Zhu et al., 2000). As diferencas
encontradas na taxa de penetragdo entre os
espermatozoides incubados com o plasma
seminal da Fracdo 1 de aproximadamente
75%, quando comparada com a da Fragéo
2, de aproximadamente 49%, sugerem que
diferentes fragbes do plasma seminal,
contém substancias com efeitos variados
sobre os espermatozéides e sua capacidade
de fertilizar o6citos in vitro.

2.4.3 Tempo para a diluicdo do sémen

Os espermatozoides sao diluidos no fluido
seminal oriundo das glandulas acessorias
durante a ejaculacdo, sendo a motilidade
mantida por algumas horas. Para aumentar
a sobrevivéncia dos espermatozoides in
vitro, torna-se necessario reduzir a sua
atividade metabolica através de inibidores
quimicos ou da reducdo da temperatura,
apos a diluicdo do sémen (Johnson et al.,
2000). Os espermatozdides de mamiferos
apresentam um aumento inicial em sua
atividade ap0s a dilui¢do, seguido por uma
reducdo da motilidade e aumento dos danos
as membranas (Johnson et al., 2000).

Palmer (1984) trabalhando com sémen
equiino, estudou o efeito do intervalo entre a
ejaculacdo e a primeira diluicdo sobre a
sobrevivéncia espermatica ap6s a diluicéo
de 36 ejaculados, dentro de dois ou dez
minutos pos-ejaculacdo. A sobrevivéncia
espermatica (% motilidade ap6s a
conservacdo/ % motilidade inicial) foi de
43,0 + 40 e 35,0 £ 3,0 (p<0,05) para o
sémen diluido até dois ou dez minutos, ap6s
a ejaculacéo, respectivamente. Além disso,
0 autor, ao comparar o sémen diluido dentro
de dois minutos ap6s a ejaculacdo com o
sémen diluido no momento da ejaculacéo
(diluidor dentro do recipiente de colheita do
sémen), ndo observou diferencas (p>0,05)



guanto a sobrevivéncia espermaética, entre
os dois sistemas (45,0 = 4,0 e 43,0 + 3,0,
respectivamente).

2.4.4 Diluidores de sémen suino

O diluidor, diluente ou extensor é definido
como uma solucdo aquosa que permite um
aumento no volume do ejaculado até uma
quantidade necesséria para a distribuicéo
das doses inseminantes, enquanto preserva
a funcéo espermética e mantém a fertilidade
satisfatdria (Gadea, 2003). Os
espermatozoides estdo contidos no plasma
seminal que fornece 0s nutrientes
necessarios para manutencdo de alto nivel
de atividade metabdlica, necessario para o
transporte ao longo do trato genital
feminino. O sémen ejaculado apresenta a
capacidade de manter sua atividade
metabdlica por poucos minutos, devendo
por essa razdo ser diluido em meio
apropriado e submetido @ uma redugdo da
temperatura de estocagem que permite sua
preservacdo por maior periodo de tempo
(Gadea, 2003; Estienne et al., 2007).

Os espermatozodides de varrfes sdo muito
sensiveis ao choque pelo frio devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas (Pursel et al.,
1973). Esta susceptibilidade faz com que
seja necessario a conservacdo das doses
inseminantes entre 15°C e 20°C, pois diante
de reducdo extrema da temperatura de
estocagem, mais limitada serd& a sua
viabilidade (Kommisrud et al., 2002).
Entretanto, estocagem a essas temperaturas
limita o tempo de estocagem das células,
em decorréncia do metabolismo
espermatico ndo ser suficientemente
reduzido, além do controle sobre a
contaminagdo microbioldgica ndo ser tdo
efetivo como seria em temperaturas mais
baixas, como as de 5°C.

Por outro lado, a diluicdo do sémen envolve
uma redugdo nos niveis de certos ions e
moléculas que estdo presentes no plasma

seminal e possuem uma funcdo importante
na viabilidade espermaética, tais como o ion
potassio (K*) (Harrison et al., 1978) e
proteinas do plasma seminal.
Considerando-se que a reducdo dessas
substancias deve alterar a viabilidade
espermatica, os diluidores devem apresentar
uma formulacdo apropriada para suprir
essas auséncias. Desta forma, a albumina
sérica bovina (BSA) ou algumas proteinas
vegetais tém sido adicionadas aos
diluidores com objetivo de melhorar a
preservacdo espermatica em virtude dessas
proteinas  estimularem a  motilidade
espermatica (Waberski et al., 1989) e assim,
0 desempenho reprodutivo do sémen
armazenado (Waberski et al., 1994a).

2.4.4.1 Componentes dos diluidores

Para ser eficiente, um diluidor deve prover
nutrientes para manter o metabolismo
espermatico (monossacarideos, tais como
glicose e frutose), proteger do choque pelo
frio (BSA), controlar o pH do meio
(bicarbonato, Tris, Hepes) e a pressdo
osmotica (NaCl, KClI, citrato de sddio) além
de inibir o0 crescimento bacteriano
(antibidticos) (Estienne et al., 2007).

A seguir, estdo apresentados os principais
componentes utilizados nos diluidores de
sémen suino:

2.4.4.1.1 Agua

A 4gua € um componente essencial e de
grande importancia para a preservacdo do
sémen. Afinal, mais de 80% do diluidor é
composto por agua, sendo a sua qualidade
um fator de fundamental importancia para
preservar a Vviabilidade das células
espermaticas durante o periodo de
estocagem.A obtencdo de doses
inseminantes de alta qualidade est4
diretamente relacionada a agua utilizada no
laboratdrio, uma vez que esta pode ser fonte
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de contaminacdo quimica, fisica e
microbioldgica.

Dentre os 6rgdos que definem a qualidade
da &gua estdo a American Society for
Testing and Materials (ASTM), o Nacional
Commitee  for  Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) e o College of
American Pathologists (CAP), dentre
outros. Com base em determinadas
caracteristicas, a dgua pode ser classificada
em quatro tipos conforme sua composicéo,
sendo que na preparacdo do diluente,
apenas os tipos | ou Il devem ser utilizados.
Em relagcdo a contaminacdo bacteriana, o
tipo | deve ser livre e o tipo Il deve
apresentar, no méaximo, 10 UFC mL-1
(Marchetti, 2008, citado por Goldberg,
2009). O desejavel é que esta agua ndo
apresente agentes contaminantes e possua
baixa condutividade elétrica, ou seja,
minima ou nenhuma presenca de minerais.
Essas caracteristicas sdo importantes para
prevenir lesGes espermaticas principalmente
de acrossoma (Bortolozzo et al., 2005a). A
agua do tipo | é altamente purificada e
requer a combinacdo de deionizacdo,
destilacdo, filtracio e o0smose reversa,
enquanto a do tipo Il é obtida através de
dupla destilacéo (Flowers, 1998).

Entre os principais contaminantes da agua,
encontram-se  substancias organicas e
inorgénicas, sollveis e insolaveis, além de
microorganismos que podem se aderir aos
recipientes de estocagem e resinas de troca
idnica ou carvdo ativado, tornando dificil
sua remocdo e levando a contaminagdo da
mesma (Silva et al., 2006).

Os equipamentos mais utilizados para a
purificacdo da agua sdo os destiladores e o0s
deionizadores. E aconselhavel que o
deionizador seja colocado antes do
destilador, uma vez que impede o acumulo
de minerais, como o calcio, no destilador.
Além disso, a 4gua que sai do destilador
tem maior chance de ser recontaminada
durante a passagem pelo deionizador,
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prejudicando a eficiéncia do processo
(Bortolozzo et al., 2005a).

A deionizacdo é um processo no qual a
agua passa em resinas trocadoras de ions,
efetuando a remogdo de sdlidos e gases
ionizados dissolvidos. As resinas de troca
catibnica trocam seus ions hidrogénio (H+)
por contaminantes catidnicos, como 0
calcio, magnésio e sddio. As anibnicas
trocam seus ions hidroxila (OH-) pelos
contaminantes anidnicos, como clorato,
sulfato e nitrato. A pureza da agua na saida
do processo pode ser determinada pela
medigdo de sua condutividade elétrica, que
sempre serd reduzida de acordo com a
eficiéncia da purificacdo, sendo que as
aguas tipo | e 1l devem ter no maximo 0,06
e 1,0 uS/cm respectivamente (Marchetti,
2008, citado por Goldberg, 2009).

O processo de destilagdo consiste em elevar
a temperatura da agua até o ponto de
ebulicdo em uma coluna de evaporagdo. O
vapor passa entdo por um condensador
resfriado voltando ao estado liquido,
transformando-se em uma agua mais pura
do que a original. Este sistema remove
particulas e bactérias, mas ndo as
substancias inorganicas (Silva et al., 2006).
Dentre suas vantagens cita-se a
possibilidade de uso continuo e manuten¢édo
acessivel, sendo as suas limitacbes a
manutencdo preventiva, a limitacdo de
vazdo dos equipamentos e 0 grande
consumo de agua e energia (Marchetti,
2008, citado por Goldberg, 2009).

A 4agua vai perdendo seu padrdo com o
tempo de armazenamento. Recomenda-se,
por isso, produzir somente a quantidade de
agua a ser consumida de imediato. Se for
necessario armazena-la, deve-se usar
recipiente estéril e que seja guardada
resfriada, na auséncia de luz solar (Laz
Rosas, 1999).

2.4.4.1.2 Agucares



Os espermatozoides sdo capazes de
produzir energia necessaria para manter o
metabolismo  celular e  batimentos
flagelares, principalmente utilizando-se da
via glicolitica. Esse processo ocorre nas
mitocondrias, as quais estdo localizadas na
peca intermediaria (Gadea, 2003).

No diluidor, a fonte de energia disponivel
geralmente é a glicose, embora outras
fontes como a galactose, ribose e trealose
também tenham sido utilizadas, sem
apresentar resultados melhores que o0s
obtidos utilizando-se a glicose (Gadea,
2003).

A glicose e a sacarose diferem de outras
substancias utilizadas na preparagdo dos
diluidores por serem ndo ionizaveis,
considerando-se que certos fons sdo
prejudiciais aos espermatozéides, quando
em altas concentragdes.

Os espermatozéides dos suinos apresentam
um sistema complexo de otimizagdo dos
seus niveis de energia. Os espermatozoides
procedentes de ejaculados frescos mostram
uma grande tendéncia de consumo de
monossacarideos através da via glicolitica,
considerando-se que menos de 1% da
energia obtida da glicose provém do Ciclo
de Krebs (Marin et al., 2003). Entretanto, as
células espermaticas dos varrbes também
mostram diferencas em sua habilidade de
utilizar diferentes tipos de agucares, sendo a
glicose 0 monossacarideo mais facilmente
consumido através da glicélise, em relacéo
a outros, tais como a frutose, o sorbitol e a
manose (Medrano et al. 2003). Estas
diferencas estdo intimamente relacionadas
com a capacidade dos espermatozdides de
fosforilar esses acucares.

Os espermatozoides dos suinos também
podem se utilizar de outras substancias
como substratos energéticos. Assim, 0
lactato (Jones 1997), o glicerol (Jones et al.
1992) e o citrato (Calvin e Tubbs, 1978)

podem ser utilizados pelos espermatozoides
para obter energia, ainda que esta seja
menor que a obtida pela glicose. Contudo,
como a glicolise ndo € utilizada em
substratos como o lactato e o citrato, estes
sd0 metabolizados diretamente através do
Ciclo de Krebs (Calvin e Tubbs, 1978;
Jones, 1997).

2.4.4.1.3 Eletrolitos

Os eletrolitos séo substancias ndo metalicas
gue, em solucdo tornam-se condutores
ibnicos usados para regular a pressao
osmética. fons inorganicos, como cloreto de
potassio e cloreto de sédio, sdo adicionados
aos diluidores para balancear a pressdo
osma@tica.

Em geral, a osmolaridade de uma solugéo
isotdnica é similar a do plasma sanguineo,
cerca de 300 mOm kg*. A maioria dos
diluidores utilizados para o resfriamento do
sémen, tal como o Belsville Thawing
Solution (BTS) s&o isotonicos (Schilling e
Vengust, 1986). A osmolaridade de uma
solucéo hipotonica € menor que 300 mOm
kg™, enquanto em uma solucéo hipertonica,
a osmolaridade é maior que 300 mOm kg™
(Schilling e Vengust, 1986).

2.4.4.1.4 Macromoléculas
2.4.4.1.4.1 Gema de ovo

Na espécie bovina, 0s protocolos de
preservacdo do sémen foram, ha muito,
estabelecidos. Entretanto, na maioria das
espécies ainda ndo estdo disponiveis ou séo
ineficientes, devido a falta de conhecimento
do efeito protetor proporcionado pela gema
de ovo aos espermatozbides (Bergeron e
Manjunath, 2006).

Tem sido demonstrado que a gema de ovo
aumenta a capacidade fecundante dos
espermatozOides quando presente  nos
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diluidores de sémen a serem estocados a
temperatura ambiente (Shannon e Curson,
1983) e parece prevenir danos as células
esperméticas durante o resfriamento e
congelamento (De Leeuw et al., 1993).

A gema de ovo é normalmente utilizada em
uma concentracdo de 20% nos diluidores.
Tem sido sugerido que as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) sdo os constituintes
da gema de ovo responsaveis pela protecéo
dos espermatozoides (Moussa et al., 2002;
Amirat et al., 2004). Entretanto, o0
mecanismo pelo qual elas exercem essa
protecdo ainda permanece desconhecido.
Uma das possibilidades é que as LDL se
associem a membrana espermética e
fornecam uma protecdo aos
espermatozoides  por  estabilizar a
membrana. Entretanto, ha evidéncias
contraditorias a respeito dessa associagéo
das LDL com a membrana dos
espermatozoides (Watson, 1975; Foulkes,
1977; MacDonald e Foulkes, 1981). Uma
segunda  hipbtese  sugere que  0S
fosfolipidios presentes nas LDL formem
uma  “capa” na  superficie  dos
espermatozoides proporcionando protecéo
as células (Quinn et al., 1980) ou
substituindo os fosfolipidios da membrana
perdidos ou danificados durante o processo
de preservacdo (Foulkes et al.,, 1980;
Graham e Foote, 1987). A terceira hip6tese
sugere que as LDL compitam com peptidios
catibnicos prejudiciais presentes no plasma
seminal, ligando-se @  membrana
espermatica e portanto protegendo 0s
espermatozoides (Vishwanath et al., 1992).

Recentemente, Bergeron e Manjunath
(2006) sugeriram um novo mecanismo de
acdo da gema do ovo. Segundo os autores,
proteinas ligadoras de lipidios (proteinas
BSP) presentes no plasma seminal do touro
sdo prejudiciais & preservacdo espermatica,
pois induzem a remogdo do colesterol e
fosfolipidios da membrana espermaética.
Entretanto, de acordo com os autores, essas
proteinas prejudiciais interagem com as
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LDL, presentes na gema de ovo,
minimizando desta forma, a remocgédo de
lipidios da membrana espermatica, o que
influencia positivamente na estocagem dos
espermatozoides resfriados ou congelados.
Os autores sugerem, ainda, baseando-se em
varias linhas de evidéncia, o sequestro das
proteinas BSP pela LDL como o principal
mecanismo de protecdo espermaética
exercido pela gema de ovo.

Pode ser que também no sémen de varrdes
haja essa interagdo das LDL com algum
fator prejudicial presente no plasma
seminal, de forma a permitir que a gema de
ovo exerca seu efeito protetor sobre as
células espermaticas.

2.4.4.1.4.2 Albumina sérica bovina

Componentes ~ especiais  tém  sido
adicionados aos diluentes de sémen suino
com o intuito de prevenir ou retardar
alteracbes da estrutura e funcdo da
membrana plasmatica, merecendo énfase a
albumina sérica bovina (BSA), uma
proteina plasmatica obtida do sangue
bovino, composta por mais de 580
aminodcidos, formando uma
macromolécula tridimensional, sendo sua
seqUéncia espécie especifica (Weitze,
1990b).

A acdo primaria da BSA é estimular a
motilidade espermatica devido a sua alta
afinidade por varias substancias de baixo
peso molecular envolvidas na remogédo do
fator inibitério dos espermatozoéides, sem
alteracdo do metabolismo energético, pois
ndo ocorre qualquer modificagdo na
concentragdo de ATP. Além disso, estd
ligada a remocdo de produtos lipidicos
danificados da membrana, modificando a
sua permeabilidade, além de reduzir a acéo
da peroxidase lipidica. A BSA, quando
comparada com outras macromoléculas,
tais como a Polivinilpirrolidona (PVP) e a
B-lactoglobulina, foi mais efetiva, pois seu



efeito independe da concentragdo de ions
como Ca *), HCO® ou PO?, (Weitze,
1990a).

Atualmente, esta macromolécula tem sido
utilizada, predominantemente nos
diluidores de longa duracdo, tais como o
MR-A® o Zorlesco®, o Modena® e o
Androhep®.

2.4.4.1.5 Tampdes

Imediatamente apos a ejaculagdo, o pH do
sémen é de aproximadamente 7,4 + 0,2,
similar ao de outros fluidos orgéanicos.
Contudo, quando o pH diminui, o
metabolismo energético dos
espermatozoides e sua motilidade também
sdo reduzidos. O lactato é o principal
metabolito  resultante  desse  processo
bioldgico, sendo que a anélise bioquimica
desse metabolito pode ser utilizada como
pardmetro da qualidade do sémen (Rigau et
al., 1996).

Assim, a adicdo de tampOes ao diluidor é
necessario para controlar o pH. Varios tipos
de tampdes sdo utilizados, diferenciando-se
entre  sistemas simples, tais como
bicarbonato ou citrato de sodio, onde ambos
apresentam uma habilidade limitada no
controle do pH, e sistemas mais complexos,
tais como o Tes, o Hepes, 0 Mops ou o Tris,
que sdo capazes de regular o pH com
grande eficiéncia, mesmo em situagOes
onde ocorrem mudancas na temperatura
(Gadea, 2003).

O pH de diluidores comerciais,
normalmente varia de 6,8 a 7,2, contudo,
deve-se considerar dois fatores importantes
na utilizacdo desses produtos. Primeiro, o
pH ndo sera estabelecido no meio, até 90
minutos ap6s a diluicdo do produto em
agua, e segundo, diferentes produtos
apresentam padrdes diferentes de valores do
pH em decorréncia do tempo (Newth e
Levis, 1999). Por estas razBes, cuidados

especiais s80 necessarios quando se prepara
0 diluidor, no sentido de se evitar
problemas posteriores, durante o
procedimento de preservacao espermatica.

2.4.4.1.6 Quelantes

Alguns diluidores apresentam o &cido
etilenodiaminotetracético, bem conhecido
pela sigla EDTA. O EDTA é uma
substancia quelante que captura ions
bivalentes, especialmente o calcio (Ca ™),
acreditando-se que limite o seu movimento
para o interior da célula espermatica,
prevenindo o inicio da capacitacdo e/ou da
reacdo acrossémica.

A incluséo de EDTA nos diluentes foi um
passo importante e muito difundido quando
da utilizacdo do sémen armazenado de
forma liquida (Johnson et al., 2000).

2.4.4.1.7 Antioxidantes

A peroxidacdo dos lipidios ocorre nas
espécies reativas ao oxigénio durante a
preservacdo do sémen, podendo ser
agravada na presenca de maior proporcéo
de &cidos graxos insaturados e do baixo
nivel de antioxidante verificado nos
espermatozoides. Assim, a suplementacdo
com varios tipos de antioxidantes tem
melhorado a viabilidade e motilidade
espermaticas no sémen diluido ou
criopreservado  de  Vvérias  espécies
(Funahashi e Sano 2005).

O butilato de hidroxitolueno (BHT) é um
antioxidante e possui uma solubilidade
extremamente baixa em solugdes aquosas
(LEVIS, 2000). O BHT atua na membrana
plasméatica aumentando a sua fluidez e
tornando as células esperméticas do varréo
menos susceptiveis ao choque térmico
(Bamba e Cran, 1992).

A adicdo de BHT ao diluidor BTS
aumentou significativamente os percentuais
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de motilidade e de acrossomas normais, no
sémen armazenado por seis dias a 5°C
(Bamba e Cran, 1992).

Outros antioxidantes, tais como a vitamina
E solavel, a glutationa, a cisteina e a N-
acetil- cisteina tém sido acrescentados aos
diluidores  para  criopreservagdo  ou
armazenamento, quando em temperaturas
inferiores a 12°C. A cisteina age como um
estabilizador de membrana e inibidor da
capacitacdo espermatica (Johnson et al.,
2000).

Funahashi e Sano (2005) testaram
diferentes antioxidantes e verificaram que a
cisteina e a glutationa podem melhorar a
longevidade e a integridade acrossémica
dos espermatozdides de suinos, quando
preservados a 10°C. A cisteina vem sendo
utilizada em diluidores comerciais de longa
duracdo, tais como o Modena e 0 MR-A.

2.4.4.1.8 Antibioticos

Os antibidticos sdo adicionados aos
diluidores para evitar 0 crescimento
bacteriano, pois a presenca de nutrientes
tais como a glicose, além da temperatura de
estocagem das doses refrigeradas a 15°C,
permitem o desenvolvimento de bactérias
gram-negativas como a Escherichia coli,
Salmonella sp. e Pseudomonas sp. Além
disso, a contaminagcdo bacteriana causa
varias alteracBes da funcdo espermatica,
como reducdo da sua fungéo, aglutinacéo,
reacdo acrossdmica e diminuicdo do pH
para niveis acidos, entre 5,7 e 6,4 (Althouse
et al., 2000), resultando em uma perda da
longevidade espermética, quando da
estocagem das doses inseminantes.
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Mais de 13 géneros de bactérias foram
encontrados no sémen suino contaminado,
tanto do tipo entérico (Enterobactercloacae,
Escherichia coli, Serratia marcescens)
quanto ndo entérico (Burkholderia cepacia,
Pseudomonas ssp, Alcaligenes
xylosoxidans) (Althouse et al., 2000).

Inicialmente, a penicilina + estreptomicina
foi a combinacdo mais freguentemente
utilizada; entretanto, os aminoglicosideos
comegaram a ser utilizados com sucesso,
incluindo a gentamicina, neomicina e
kanamicina (Gadea, 2003).

Ao avaliar o comportamento da populagéo
bacteriana, em amostras de sémen
armazenadas em BTS, a diferentes
temperaturas (5, 12 ou 17°C), na auséncia
de antimicrobianos, Katzer et al. (2001)
verificaram  que apdés  120h  de
armazenamento as amostras mantidas a 5°C
apresentavam menor numero de unidades
formadoras de colbnias, em relagdo as
mantidas a 12 ou 17°C, confirmando que as
temperaturas usuais de armazenamento do
sémen suino (15 a 18°C) ndo impedem a
multiplicacdo bacteriana.

2.4.4.2 Tipos de diluidores do sémen de
varroes

Os diluidores de sémen podem ser
divididos em dois grupos principais: 0s
desenvolvidos visando a preservacdo do
sémen por um curto periodo de tempo (até 3
dias), e os desenvolvidos visando a
estocagem do sémen por um longo tempo
(mais que 4 dias) (Gadea, 2003) (tabela 2).



Tabela 2. Classificacdo dos diluidores como de curta ou de longa duracao

Tempos de estocagem do sémen

Curto periodo de tempo
(1-3 dias)

Longo periodo de tempo
(mais que 4 dias)

Beltsville Liquid (BL-1) Acromax®

Beltsville Thawing Solution (BTS) Androhep®

Ilinois Variable Temperature (IVT) Modena

Kiev MR-A®

Vital® Mulberry 111°
Reading
X-Cell®
Zorlesco
Zorpva

Adaptado de Gadea, 2003

As vantagens dos diluidores preconizadas
para 0 armazenamento do sémen, por longo
periodo de tempo incluem a possibilidade
de transportes a longas distancias,
realizacdo de testes no sémen antes de sua
utilizagdo, como por exemplo, a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para detectar a
presenca de virus, ou uma analise completa
da qualidade seminal antes de sua utilizagdo
(Gadea, 2003).

Com relacdo aos constituintes dos
diluidores (tabela 3), a partir dos anos 60,
ocorreu uma grande inovagdo no que se
refere a formulacdo, devido a adigdo de um
agente quelante (EDTA) ao meio, visando
bloquear a acdo do calcio como um
mediador da capacitacdo espermaética e/ou
da reacdo acrossdmica. Neste aspecto, vale
enfatizar o diluidor de Kiev (Plisko, 1965),
subsequientemente modificado sob Vvarios
nomes (EDTA, Merck I, Plisko, Guelph). O
diluidor de Kiev foi o responsavel pela
expansdo da IA em suinos pelo mundo
(Gadea, 2003).

Ja nos anos 70, pesquisas realizadas no
Beltsville Center (USA) envolvendo
métodos de preservacdo do sémen suino,
resultaram no diluidor BTS (Beltsville
Thawing Solution) (Pursel e Johnson,
1975), proposto inicialmente como um

meio de descongelamento do sémen e,
posteriormente, adaptado para 0 Sémen
resfriado  (Johnson et al., 1988).
Certamente, o diluidor BTS é o mais
amplamente utilizado no mundo (Gadea,
2003).

O diluidor BTS é caracterizado por conter
uma pequena quantidade de potéssio, de
forma a preservar a bomba de
sddio/potassio e, portanto, evitar uma
diminuicio do potassio intracelular,
intimamente relacionado a uma reducédo da
motilidade (Alvarez e Store, 1982).

O primeiro diluidor desenvolvido e, entéo
classificado como de longo tempo de
preservacdo, foi o Zorlesco (Gottardi et al.,
1980). Este meio relativamente complexo, é
composto de Tris como um regulador do
pH, albumina sérica bovina (BSA) e o
amino&cido cisteina (Gadea, 2003). Assim
como outros compostos apresentando um
grupo sulfidrila, a cisteina é um
estabilizador de membranas e apresenta
capacidade de inibicdo da capacitacdo
(Johnson, 2000). A utilizacdo desse diluidor
em condicGes de campo produz resultados
insatisfatorios, particularmente devido a um
desbalanco na sua composicdo, que resulta
em uma baixa pressdo osmética final (240
mOsm).
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Posteriormente, foi desenvolvido o diluidor
de Modena por Moretti (1981), no qual
aumentou-se a proporcdo de glicose
associada a reducdo da BSA do diluidor de
Zorlesco; contudo, o0s resultados de
fertilidade ainda apresentaram-se
insatisfatérios (Johnson, 1988; Laforest e
Allard, 1996).

Paralelamente, os pesquisadores Martin-
Rillo e Alias desenvolveram o diluidor MR-
A (Martin Rillo, 1984, citado por Gadea,
2003), e embora sua composi¢do ndo seja

divulgada por razBes comerciais,
desempenho como diluidor de

duracgdo tem sido boa (Gadea, 2003).

Weitze (1990b) desenvolveu o diluidor
Androhep, envolvendo o Hepes como
regulador de pH e a BSA para compensar 0
“efeito dilui¢do” sobre as proteinas do
plasma seminal, sendo um diluidor de
natureza levemente hipertbnica (309
mOsm) (Gadea, 2003). Este diluidor
também ¢ utilizado consideravelmente no
setor de producdo suina como um meio de
longa durag&o.

seu
longa

Tabela 3. Composicao e classificacdo de alguns diluidores usados na preservagdo do sémen suino

Diluidores

Composicao

Curta duracdo
(g/L) =

Longa duracéo

IVT KIEV BTS

Zorlesco

MRA ZORPVA Reading Modena Androhep

Glicose 3,0 600 37,0
Citrato de

Sédio 243
EDTA -
Bicarbonato

de Sédio 24
Cloreto de
Potéssio

Acetil-

Cisteina

HEPES - - - -
BSA - - - 5,0
Tris - - - 6,5
Citrato - - - 4,1
Cisteina - - - 0,1
Trealose - - - -
PVA - - - -
Acetato de
Potassio

MOPS - -
mOsm 290 380
pH -T2

3,7
3,7
1,2

6,0
1,25
1,25

11,7
2,3
1,25

0,75 -

330 240
7,2 -

+

290

11,5 115 25,0 26,0

11,65
2,35
1,75

11,65 6,9
2,25

1,00

8,0
2,4
1,2

2,35
1,75

3,00
5,65 -
4,1 4,1 2,00 -
0,7 0,7 0,05 -
- 1 - -
1 1 - -

55 5,5

275 282 309

Adaptado de Gadea, 2003

A eficiéncia dos diluidores quanto aos
resultados de fertilidade tem sido
extensivamente avaliada. Contudo, esses
estudos utilizando o sémen de varrdes tém
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sido conduzidos em condigdes muito
diferentes, incluindo a raca, condigdes
ambientais, numero de inseminagdes,
nimero de espermatozdides por dose,



momento da IA (Gadea, 2003), devendo
portanto, as comparagdes serem feitas com
cautela.

De acordo com Hofmo (1991), o diluidor
BTS causou uma redugdo significativa na
fertilidade quando o sémen foi armazenado
por 48 horas, enquanto o nudmero de
nascidos totais e nascidos vivos diminuiram
significativamente apdés 24 horas de
resfriamento. Resultados similares foram
obtidos por Alexopoulos et al. (1996) que
notou uma redugdo da fertilidade quando o
sémen foi estocado por mais que 72 horas
em BTS.

Ja Martinez et al. (1986) demonstraram que
0 diluidor MR-A foi capaz de manter a
mesma fertilidade e numero de nascidos
vivos, quando o sémen foi estocado por até
cinco dias. Em outro estudo, demonstrou-se
que a fertilidade diminuiu
significativamente quando o sémen foi
preservado com MR-A por 6-7 dias,
embora o tamanho da leitegada ndo tenha
sido afetado (Lyczynski e Kolat, 1996).
Embora uma maior taxa de sobrevivéncia
espermatica (mensurada como motilidade)
tenha sido observada nos diluidores de
longa duragdo (MR-A e Androhep), se
comparadas ao diluidor de Kiev, de curta
duracdo (Korniewicz et al., 1996), essa
diferenca ndo foi observada quando o
Androhep foi comparado ao BTS
(Waberski et al., 1994c¢).

Em outros estudos envolvendo a
comparagéo de diluidores de curta duracéo,
demonstrou-se que o diluidor BTS foi mais
eficiente que o Kiev, o Zorlesco e o
Modena em termos de fertilidade (Aalbers
et al., 1983; Blichfeldt et al., 1988).

Em outra comparacdo envolvendo um
diluidor de longa duracdo (MR-A) e um de
curta duracdo (Kiev), nenhuma diferenca na
fertilidade ou tamanho da leitegada foi
notada nos primeiros 3-4 dias de

estocagem, embora o diluidor de longa
duragdo permitisse a utilizacdo do sémen
por até 7 dias, sem perda significativa nos
parametros reprodutivos avaliados (Ratto e
Jokinen, 1990). Resultados similares foram
demonstrados por Johnson et al. (1988),
guando comparou-se o diluidor BTS com o
MR-A e o Modena. Os autores ndo
observaram nenhuma diferenca
significativa entre os diluidores BTS e MR-
A quando utilizados por até 4 dias, embora
a taxa de fertilidade e o tamanho da
leitegada tenham sido significativamente
superiores aos encontrados com o diluidor
Modena apés a IA de porcas multiparas.
Similarmente, Hofmo et al. (1998) né&o
observaram nenhuma diferenca
significativa ao comparar 0 sémen
preservado em BTS por 2-3 dias com o
preservado em MR-A por 4-5 dias.

Laforest e Allard (1996) compararam oS
diluidores MR-A, BTS, Modena e
Androhep e ndo encontraram qualquer
diferenca significativa na fertilidade
envolvendo o diluidor ou o tempo de
preservagdo (1-2 dias versus 3-4 dias).

Em outro estudo, Dimitrov et al. (2009)
compararam 0s parametros bioquimicos e
biolégicos, e os resultados de fertilidade do
sémen suino diluido nos diluidores BTS, no
MR-A e no DZNB, armazenados por 48
horas antes da IA. Apos o periodo de tempo
avaliado, a motilidade diminuiu
significativamente nas amostras diluidas em
BTS e DNZB, e o0 nlmero de
espermatozoides  anormais,  aumentou
significativamente no sémen diluido em
BTS. Em relagdo aos parametros
bioguimicos, os autores demonstraram néo
haver variagdo do pH em nenhum dos
diluidores, enquanto a concentracdo de
piruvato diminuiu, embora sem
significancia, e a de &cido l4tico tenha
aumentado significativamente. Segundo 0s
autores, a maior fertilidade foi obtida
utilizando-se o diluidor MR-A (94,44%)
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dentro de 0-12 horas apds a coleta, e com o
diluidor BTS (87,10%), ap6s 24-48 horas
de armazenagem.

A concentracdo de piruvato como produto
metabdlico final da via glicolitica, ap6s a
diluicdo do sémen, pode ser utilizada como
pardmetro de avaliagdo, considerando-se
que tanto ele quanto o acido latico, resultam
de um acelerado metabolismo anaerdbico
dos espermatozbides. Esse metabolismo
anaerdbico € um mecanismo compensatorio
para a necessidade de energia dos
espermatozoOides presentes no  sémen
diluido (Dimitrov et al., 2009).

H& poucos estudos envolvendo a
preservacdo do sémen suino a 5°C visando
avaliar a sua eficiéncia “in vivo”, através da
mensuracdo dos paradmetros de fertilidade,
tais como das taxas de prenhés, de parto, de
retorno ao cio e do tamanho da leitegada.

Kasuya e Kawabe (1977) utilizando o
sémen diluido em um diluidor contendo
leite em p6 desnatado, glicose, bicarbonato
de sddio, tris e glicina, armazenado a 5°C e
preservado por 7 dias, inseminaram 17
porcas e 13 leitoas e obtiveram 10,2 e 5,2
leitdes nascidos vivos, respectivamente.
Posteriormente, Park et al. (1996)
utilizaram o sémen diluido em um diluidor
lactose-gema de ovo com 2% de glicerol,
preservado por 6 a 7 dias a 5°C e obtiveram
uma taxa de parto de 85%, com 10,4 leitGes
nascidos vivos por leitegada.

Foote (2002) utilizou o sémen diluido em
um diluidor a base de gema de ovo,
resfriado a 5°C e preservado por 48 horas
para inseminar 70 leitoas e 55 porcas, e
obtiveram uma média 10,1 leitdes nascidos.
A taxa de parto foi de 63%, sendo que as
porcas pariram 1,5 leitbes a mais em
relacdo as primiparas.

Braga et al. (2009a) compararam a
fertilidade in vivo de dois tratamentos,
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envolvendo no grupo controle o sémen
diluido em BTS e armazenado em geladeira
a 17°C, comparado a um tratamento em que
0 sémen foi diluido no diluidor glicina-
gema (Foote, 2002) e armazenado em
contéiner especial, a 5°C (Roner, 2006).
Segundo 0S autores, observou-se
superioridade (p < 0,05) do sémen diluido
em glicina-gema de ovo no que se refere &
manutencdo das caracteristicas fisicas
(motilidade e vigor), decorridas 19,79 horas
de armazenamento. Foote (2002) utilizando
0 mesmo diluidor do segundo tratamento do
presente estudo, verificou que a motilidade
ndo declinou mais do que 10% durante as
primeiras 48 horas de armazenamento a
5°C, similarmente ao observado no
trabalho. Quanto a0  desempenho
reprodutivo das fémeas, observou-se
influéncia (p < 0,05) de tratamento sobre a
taxa de concepcdo, de 97,14% quando se
utilizou o sémen diluido em BTS® e
estocado a 17°C por 18,39 horas, e 77,14%
com sémen diluido em glicina-gema e
estocado a 5°C, em contéiner especial.
Entretanto, ndo se verificaram diferencas (p
> 0,05) entre os tratamentos, no que se
refere a0 nimero médio de nascidos totais
(14,87 vs 10,72) e vivos (13,26 e 10,12),
respectivamente, para o primeiro e segundo
tratamentos.

Em outro estudo comparando-se os efeitos
dos diluidores de Kiev, Lactose-gema e
Minima-Contaminacdo sobre parametros
espermaticos do sémen de  suinos
armazenado a temperatura de 16°C ou 5°C,
Nascimento (1998) demonstrou que oS
diluidores lactose-gema e Kiev, embora
preservassem a integridade do acrossoma,
ndo mantiveram a motilidade e longevidade
espermaticas a 5°C, ao contrario do que
observou-se no de minima contaminacao,
guando a motilidade e o vigor mantiveram-
se por 72 horas, tanto a temperatura de
16°C como de 5°C, embora a 5°C houvesse
alta freqiiéncia de edema acrossomal.



De acordo com Gadea (2003), a escolha do
diluidor deve ser feita de acordo com a
finalidade de sua utilizacdo. Quando utiliza-
se 0 sémen com menos de trés dias de
coleta, 0 mais correto seria utilizar-se os
diluidores de curto tempo de armazenagem
(BTS ou Kiev por exemplo), em virtude de
serem mais baratos e apresentarem
resultados similares aqueles de longo tempo
de armazenagem. Entretanto, quando as
doses de sémen necessitam ser preservadas
por mais que quatro dias antes da IA, o0s
diluidores classificados como de longo
tempo de armazenagem deveriam ser 0s
mais indicados.

2.4.4.3 Regulacdo do pH e da pressédo
osmotica

A pressdo osmética varia entre diluidores
comerciais preconizados para 0 sémen de
varr@es a ser resfriado, variando de 240 a
380 mOm kg*, uma variagdo de
osmolaridade que os espermatozoides dos
varr@es sdo capazes de suportar. De acordo
com Fraser et al. (2001), nem a motilidade e
nem a viabilidade espermaticas sdo
comprometidas quando a pressdo osmética
varia de 250 a 390 mOm Kg™. Entretanto,
danos as células esperméticas sdo
observados quando a pressdo osmoética é
menor do que 200 mOm kg™ (Fraser et al.,
2001).

Na maioria das vezes, diluidores isotdnicos
(300 mOm kg™) ou levemente hipertdnicos
tem sido relatados como os melhores para
manter a fungdo espermatica nas doses
destinadas a inseminacdo artificial
(Schilling e Vengust, 1986). Sais haletos,
tais como cloreto de so6dio (NaCl) e cloreto
de potassio (KCI) sdo os componentes mais
utilizados nos diluidores de sémen para
regular a pressdo osmotica.

2.4.4.4.Controle da
microbioldgica do sémen

gualidade

A contaminagdo bacteriana do sémen suino
pode ocorrer tanto durante a coleta como no
processamento do mesmo (Althouse et al.,
2000). O macho pode ser a fonte primaria
de contaminacdo bacteriana das doses
inseminantes, entretanto, outras fontes de
contaminacdo ndo podem ser desprezadas
tais como o0 meio ambiente, os funcionarios
responsaveis pela manipulacdo do sémen e
a agua utilizada na preparacdo do diluidor
(Althouse e Lu, 2005). Doses inseminantes
com contaminagdo bacteriana apresentam
reducdo da motilidade e do pH, aumento da
aglutinacdo, bem como de anormalidades
acrossdmicas e de células mortas (Althouse
et al., 2000).

Considera-se quase impossivel uma coleta
de sémen livre de qualquer contaminagéo.
Entretanto, Althouse et al. (2000) e
Bortolozzo e Wentz (2005) propuseram
alguns cuidados que devem ser tomados
visando diminuir a contaminacédo bacteriana
durante a coleta. Dentre eles, vale salientar:
a limpeza do macho, adequada higienizacéo
prepucial  pré-coleta com sobre-luva,
adequada fixacdo do pénis, descarte dos
primeiros jatos do ejaculado, utilizacdo de
luvas descartaveis especificas para cada
coleta, utilizacdo de filtros para separacéo
da porgéo gelatinosa do ejaculado, descarte
dos filtros antes do envio da amostra para o
laboratério e habilidade do coletador para
realizar o procedimento.

A contaminagdo quimica proveniente das
luvas de coleta, especialmente as de latex,
também desempenha um importante papel
na reducdo da viabilidade espermatica.
Scheid et al. (1995) relataram que as luvas
empregadas na coleta podem possuir
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substancias tdxicas aos espermatozdides,
que levam a reducdo do percentual de
espermatozoides moveis.

Segundo Goldberg (2009), pélos prepuciais
compridos (>1,0 cm), a luva de coleta suja,
liquido pingando pela mdo do coletador
para o interior do recipiente de coleta e
coleta com duracdo superior a sete minutos

sdo os fatores que aumentaram o grau de
contaminacdo do ejaculado.

Segundo Althouse e Lu (2005), algumas
medidas preventivas podem ser tomadas
com o objetivo de reduzir a contaminagéo
desde a coleta até o processamento da dose
inseminante (tabela 4).

Tabela 4. Etapas a serem seguidas desde a coleta do sémen até a preparacao das doses inseminantes

Etapa | — Preparacéo do varrdo

1. Aparar os pélos em torno do 6stio prepucial

Usar sempre duas luvas em cada mao, sendo a primeira para higienizar o varrdo e a

2 segunda exclusivamente para realizar a coleta do sémen

3. Entre cada coleta, usar luvas de vinil ou higienizar bem as méaos para reduzir o risco de
contaminacdo.

4, Antes da coleta, massagear o diverticulo prepucial para a retirada do liquido

5. Limpar bem ao redor do prepucio

Etapa Il — Coleta do sémen

1. Antes de iniciar a coleta, no laboratdrio (&rea limpa), colocar um filtro ou gaze dobrada
sobre o copo coletor aquecido

2. Tracionar o pénis perpendicularmente de forma a minimizar a contaminagdo durante a
coleta, evitando que algum fluido prepucial caia diretamente no copo coletor

3. Desprezar os primeiros jatos do ejaculado, a fragdo pré-espermatica e a fragéo gel

Etapa Ill1 — Processamento do sémen no laboratdrio

1. Usar preferencialmente produtos descartaveis, se forem economicamente viaveis

2. Materiais a serem reutilizados e que ndo possam ser esterilizados com calor ou &gua
fervente devem ser lavados com detergentes que ndo deixem residuos,
enxaguados varias vezes com agua destilada e, por altimo, com alcool 70%, aguardando
a completa vaporizacao do residuo para serem guardados

3. Limpar superficies e equipamentos ao final do dia com detergente apropriado

4, Desinfetar os pisos ao final do dia com desinfetantes como, por exemplo, fenois

5. Instalar luz ultravioleta, quando possivel, visando & higienizacdo dos materiais
reutilizaveis e das superficies do laboratdrio, usando precaucdes de seguranca para 0S
funcionarios.

6. A sala de coleta e manequim deverdo ser limpos e desinfetados ao final da Gltima coleta

do dia

Adaptado de Althouse e Lu (2005)

2.4.5 Efeito da taxa de dilui¢do, volume
da dose inseminante e concentracéo
espermatica por mL e por dose
inseminante

A alta diluicdo dos espermatozoides, como
ocorre durante a separacao espermatica por
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citbmetro de fluxo, por exemplo, pode
reduzir a sua motilidade e viabilidade.
Esses efeitos podem ser minimizados pelo
uso de um meio apropriado de diluigdo e
coleta, contendo sais balanceados, fontes de
energia, gema de ovo e algumas proteinas.
Essa alta dilui¢do, que envolve a remocéo
do plasma seminal, também desestabiliza as



membranas espermaticas, tendo como
conseqliéncia a capacitagéo dos
espermatozoides. Esta capacitacdo pode ser
revertida no sémen do varrdo, pela inclusdo
do plasma seminal ao meio utilizado para a
manipulagdo do sémen (Maxwell e
Johnson, 1999).

As alteragfes as quais s@o submetidos os
espermatozoides quando o sémen € diluido,
tem sido consideravelmente estudadas. A
monta natural envolve a deposi¢cdo de um
grande numero de espermatozdides em um
alto volume de plasma seminal. Quando o
sémen € processado para a inseminacédo, 0
nimero de espermatozoides e a propor¢do
de plasma seminal em cada dose de sémen é
consideravelmente reduzida (Kirkwood et
al., 2008).

A diluicho dos espermatozdides de
mamiferos com pequenos volumes de
solugdo salina fisiologica, ou outras
solucbes isotbnicas, produz uma ativacéo
ou excitacdo da motilidade. Entretanto, se a
diluicdo for excessiva, hd uma perda
permanente da motilidade, da atividade
metabolica e da capacidade fertilizante in
vivo, conhecidos como “efeito dilui¢do”
(Mann, 1964). O autor ainda sugere que 0
mecanismo de inativagdo espermaética
devido a excessiva diluicdo, assemelha-se a
uma senescéncia da célula espermatica
durante 0 armazenamento, como um
resultado do choque pelo frio, devido a
evidéncia de que tais tratamentos
certamente resultam na desestabilizacéo das
membranas espermaticas e danos em sua
funcéo.

Considera-se 6tima uma taxa de dilui¢do
(sémen:diluidor) de 1:10 (Martin Rillo et
al., 1994) ou entre 1:5 e 1:15 (Ruvalcaba,
1994), dependendo da concentragio
espermatica do ejaculado. Sobre o assunto,
Johnson et al. (2000) citam que
normalmente a taxa de diluicdo do sémen
ndo wultrapassa a de 1:10. As doses

inseminantes que tém pequena taxa de
diluicho, ou seja, menor que 1.5,
apresentam baixa viabilidade espermatica
devido a caréncia de substratos energéticos
e a perda da capacidade tamponante do
meio (Flowers, 1996). Alexpoulos et al.
(1996) observaram decréscimo significativo
da motilidade espermatica em doses
inseminantes com menor diluicdo (5x10° de
sptz/dose inseminante) quando comparada a
de doses apresentando maiores taxas de
diluicho (1x10° ou 3x10%). Os autores
atribuiram o fato ao pobre ambiente
metabolico gerado nas doses com menor
diluicdo. Por outro lado, a razdo pela qual
ocorre uma reducdo da fertilidade e
viabilidade  espermaticas nas  doses
inseminantes submetidas a uma alta taxa de
diluicdo (>1:15) ndo é totalmente explicada,
embora possa estar relacionada a um
fendbmeno chamado choque osmédtico
(Flowers, 1996; Levis, 1997). Almond et
al.(1994) estabeleceram que o sémen suino
diluido, deve ter no minimo 1,5 x 10° e no
méximo 6,0 x 10° de espermatozoides/dose
inseminante, em um volume minimo de 50
mL.

Segundo Levis (1997), a taxa 6tima de
diluicdo também depende das
caracteristicas fisicas do diluidor utilizado,
tais como pH, pressdo osmotica e
capacidade tamponante. Quando diluidores
de longa duracdo, como o MR-A, séo
utilizados, a taxa ideal de diluicdo é de 1:8 a
1:15 (Ruvalcaba, 1994). No entanto,
utilizando-se o diluidor de Kiev, esta taxa
deve oscilar entre 1:7 e 1:11 (Perez Marcos
etal., 1991).

De acordo com Catt et al. (1997), a diluicdo
do sémen do varrdo e do carneiro no
diluidor BTS, poderia manter a viabilidade
dos espermatozdides com ou sem a adi¢éo
do plasma seminal. Diante disso, pode ser
que metabolitos simples ou componentes
ibnicos, seriam 0s componentes mais
importantes do plasma seminal para a

63



manutencdo da viabilidade espermatica,
inclusive mais importantes que as proteinas.
Portanto, o  “efeito  diluicdo”  dos
espermatozoOides poderia ser minimizado
pelo uso de um meio isotonico contendo
sais balanceados e fontes de energia (Mann
e Lutwak-Mann, 1981).

Ashworth et al. (1994) demonstraram que
0s espermatozOides do carneiro morreram
rapidamente apés uma extensiva diluico,
na auséncia de plasma seminal, mas que a
motilidade foi substancialmente mantida
quando o meio de diluicdo foi
suplementado com cerca de 10% de plasma
seminal homologo.

O efeito do plasma seminal sobre a
capacidade fertilizante dos espermatozoides
necessita ser considerado separadamente da
ativacdo da motilidade (Maxweel e Johson,
1999). Assim, o plasma seminal de
diferentes machos pode ter efeitos variaveis
tanto na motilidade como na fertilidade dos
espermatozoides, como demonstrado em
touros por killian et al. (1993).

Entretanto, os varios estudos que avaliaram
os efeitos do plasma seminal sobre a
fertilidade dos espermatozbides sdo
conflitantes. Desta forma, a variagdo na
presenca, auséncia ou na concentracdo de
certos componentes, provavelmente
proteinas, no plasma seminal, devem ser
responsaveis pela variabilidade desses
efeitos na fertilidade espermatica (Maxweel
e Johson, 1999).

Observa-se que a maioria do plasma
seminal ndo acompanha os espermatozoides
durante sua ascenséo ao local de fertilizagéo
no trato reprodutivo feminino, sugerindo
gue sua remocdo € necessaria para a
aquisicdo da capacidade fertilizante, e deve
ser um importante fator no processo de
capacitacdo (Maxweel e Johson, 1999).

Hé consideravel evidéncia de que processos
tais como a diluicdo, incubacdo,
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resfriamento, separacdo por citdmetro de
fluxo e o congelamento/descongelamento
alteram a funcdo dos espermatozéides,
devendo alguns desses efeitos estarem
associados a remocdo do plasma seminal.
Estas alteracGes funcionais permitem que os
espermatozoOides adquiram a capacidade
imediata de fertilizar odcitos in vitro, ou in
vivo apds a deposicdo proximo ao local de
fertilizacdo (Rath e Niemann, 1997; Rath et
al., 1997; Seidel et al., 1997), embora, com
reducdo de sua longevidade, possivelmente,
resultando em morte prematura dos
espermatozoides quando depositados a uma
distancia do local de fertilizagdo (Gillan e
Maxwell, 1999).

Neste contexto, Catt et al. (1997)
demonstraram que a adicdo de 10% de
plasma seminal do carneiro ou varrdo ao
meio de diluicdo, aumentou a motilidade e
viabilidade dos espermatozéides que
haviam sido diluidos 400 ou 20 vezes,
respectivamente, embora esse efeito
benéfico tenha dependido do tipo de
diluidor. O efeito benéfico do plasma
seminal foi mais freglientemente refletido
por um aumento da motilidade espermatica.
Ainda, a utilizagdo do plasma seminal
heter6logo (dentro de cada espécie) foi
geralmente prejudicial. Finalmente, o0s
mesmos autores enfatizam que o aumento
da viabilidade observada nos
espermatozoides do carneiro, apés a adicao
do plasma seminal, foi em parte, devido a
reducdo da proporcdo de células
aglutinadas.

Atualmente, o volume da dose inseminante
mundialmente utilizado em suinos varia
entre 80 a 100 mL, visando-se assegurar 0
transporte  de numero suficiente de
espermatozoides para a juncdo Utero-
tubérica. Entretanto, o volume da dose
inseminante pode ser reduzido por
influéncia da raca ou do local de deposicéo
do sémen. Assim, Almond et al. (1998)
estabeleceram que o volume minimo da
dose inseminante deve ser de 50 mL.



Do ponto de vista fisiologico, é razoavel
supor que existem duas caracteristicas
basicas que sdo diretamente responsaveis
pela influéncia do varrdo sobre o tamanho
da leitegada: o numero de espermatozoides
inseminados e a proporcdo destes que
podem fertilizar os o6citos com sucesso. A

capacidade  fecundante das  células
espermaticas esta freqlientemente
relacionada a qualidade dos

espermatozOides e pode ser estimada
através de véarios pardmetros (Flowers,
2002).

Inicialmente, quando o0 numero de
espermatozoides inseminados € baixo,
reflete-se em um prejuizo na fertilidade.
Com o0 aumento do ndmero de
espermatozoides por dose inseminante,
observa-se um aumento positivo da
fertilidade. Entretanto, a magnitude dessa
resposta diminui, gradualmente, na medida
em que o numero de células inseminadas é
aumentada, até atingir um limite maximo
(Flowers, 2002). Salisbury e Vandemark
(1961) referiram essa relagdo como curva
ou padréo de fertilidade. De acordo com o0s
autores, a partir desse limite maximo
(platd), o aumento da concentragdo
esperméatica por dose inseminante, ndo
afetara a fertilidade, em virtude da
populacdo de espermatozoides presentes no
reservatorio espermatico, necessarios para
concluir o processo de fertilizacdo, ja ser
suficiente.

A concentracdo espermatica/dose
inseminante é a varidvel mais influenciada
pelos diferentes locais de deposicdo do
sémen. Em bovinos por exemplo,
normalmente a inseminacéo é realizada no
corpo do Gtero com uma dose de 20 x 10°
de espermatozoides. Isso significa que em
torno de 1000 vacas poderiam ser
inseminadas a partir de um Unico ejaculado,
0 que tornou a pratica comercialmente
viavel. No caso dos suinos, a inseminagéo
comercial utiliza uma dupla inseminagéo,

com cerca de 3 x 10° de espermatozoides
por dose. Se cada varrdo produz entre 20-75
x 10° de espermatozéides por ejaculado, ha
guantidade suficiente para inseminar
aproximadamente 12 fémeas, quando se
utiliza sémen resfriado. Quando se trata de
sémen criopreservado, entretanto, o0 nimero
de fémeas que podem ser inseminadas é
ainda mais reduzido. Considerando-se que
apenas a fragao rica em espermatozoides do
gjaculado é coletada e que o nUmero de
espermatozoides necessarios por dose
aumenta para cerca de 5 x 10° por dose
inseminante, apenas cinco fémeas poderiam
ser inseminadas por ejaculado, um numero
indiscutivelmente pequeno, considerando-
se o limite inferior. Ao considerar-se
ejaculados com aproximadamente 60 x 10°,
cerca de 20 e 12 doses seriam produzidas
guando do uso do sémen diluido e resfriado
ou congelado, respectivamente.

De acordo com Watson e Behan (2002), as
novas técnicas que utilizam cateteres
desenvolvidos para a 1lU permitem reduzir
a dose para 1 x 10° espermatozoides
utilizando sémen fresco. Ja com os cateteres
para a IIP com sémen fresco, a dose pode
ser reduzida para 50 x 10° de
espermatozoOides (Martinez et al. 2002),
ambos  sem  comprometimento  da
fertilidade. Utilizando sémen congelado
com a técnica de IIP, Roca et al. (2003)
reduziu a dose de 6 para 1 x 10° de
espermatozoides sem comprometer a taxa
de parto ou tamanho da leitegada.

No entanto, ha evidéncias para reforcar o
conceito de que machos apresentam
diferentes padrbes de fertilidade com base
no nlmero de espermatozoides
inseminados, e que ha diferenca entre os
individuos. Duas hip6teses centrais para a
existéncia de padr@es de fertilidade, s&o que
0s machos diferem quanto ao seu potencial
de fertilidade quando o mesmo numero de
espermatozoides sdo inseminados e que
aumentando-se 0 namero de
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espermatozoides inseminados aumenta-se a
fertilidade em alguma parte da curva de
fertilidade (Flowers, 2002).

Johnson et al. (1981, 1982) realizaram dois
estudos e demonstraram claramente que a
fertilidade dos machos é diferente quando
utiliza-se doses inseminantes com 0 mesmo
nimero de espermatozoides. Em ambos 0s
estudos, doses contendo 3 x 10° de
espermatozoOides foram utilizadas para
inseminar as porcas uma vez entre 12 e 24 h
apos o inicio do estro. A variacdo média do
tamanho da leitegada, entre 24 varrdes
avaliados, foi de 8,8 a 12,2 leitbes. Estes
dados fornecem evidéncias de que a
fertilidade do varrdo, mensurada pelo
tamanho da leitegada, pode variar
consideravelmente entre individuos diante
de uma mesma concentracdo espermatica
por dose inseminante.

Ao contrario dos trabalhos citados
anteriormente, Xu et al. (1998) ndo
observaram  diferencas entre  varrdes,
embora houvesse um efeito positivo do
nimero de espermatozéides inseminados
sobre o tamanho da leitegada. Foram
utilizadas doses contendo 2 ou 3 x 10° de
espermatozoides, oriundas de seis varrdes,
sendo as fémeas suinas inseminadas trés
vezes durante dois dias de estro. A variagdo
média no tamanho da leitegada encontrada
pelos autores, foi de 10,2 a 11,5 quando as
doses inseminantes continham 3 x 10° de
espermatozoides, e entre 9,1 e 10,1 leitbes
quando 2 x 10° de espermatozdides/dose
inseminante foram utilizados. Houve um
efeito da dose inseminante sobre o tamanho
da leitegada, mas nenhum interacdo entre
dose inseminante e varréo.

Em resumo, trés conclusbes a respeito da
relacio entre tamanho de leitegada,
individualidade dos varrGes e nimero de
espermatozoides inseminados podem ser
citadas. Primeiramente, o tamanho da
leitegada difere entre varrdes quando séo
utilizadas doses inseminantes contendo o
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mesmo numero de espermatozdides; o
aumento do nimero de células espermaticas
por dose inseminante, resulta em um
aumento do tamanho da leitegada, para
alguns varrdes; e finalmente, a magnitude
da resposta no tamanho da leitegada em
decorréncia do aumento no nudmero de
espermatozoides por dose inseminante nao
€ 0 mesmo para todos os varrdes (Flowers,
2002).

2.4.6 Tempo de incubacdo prévia do
sémen ou “holding time”

E bem conhecido que os espermatozéides
do varrdo sdo muito susceptiveis ao choque
pelo frio. O resfriamento rapido do sémen
recém diluido, de 35°C para 15°C acarreta
uma reducdo significativa da motilidade,
enquanto o resfriamento lento em etapas de
10°C, aumenta a resisténcia ao frio
(Johnson et al., 2000). Desta forma, a pré-
incubacdo por cerca de 24 horas antes de
uma possivel reducdo da temperatura
abaixo de 15°C melhora a resisténcia
espermatica ao choque pelo frio, um efeito
gue deve ser considerado na rotina de
trabalho em laboratério (Weber, 1989).

O conceito para a utilizagdo do “holding
time” é mais importante para 0 sémen
congelado do que para o resfriado (Crowell,
2009). Os espermatozbides do varrdo
podem adquirir resisténcia ao choque pelo
frio se incubados a baixas taxas de diluicéo,
por 1-5 horas em temperatura ambiente
(Pursel et al., 1972; Pursel et al., 1973).
Outros autores demonstraram um aumento
na  proporcdo de  espermatozOides
apresentando resisténcia ao choque pelo
frio, quando o tempo de holding time foi
elevado para 16-24 horas (Weber, 1989;
Tamuli e Watson, 1994).

Weber (1989) avaliou o efeito de diferentes
temperaturas (25, 20 e 15°C) e periodos de
incubagdo (0, 4, 8 e 24 horas), antes do
resfriamento para 5°C.  Os percentuais de



motilidade e de acrossomas normais do
sémen incubado, independentemente da
temperatura, foram  significativamente
melhores que os do sémen nédo incubado. O
sémen incubado por 24 horas a 20°C
apresentou a maior motilidade (68%),
embora o percentual de acrossomas normais
(74%) ndo tenha diferido dos resultados
obtidos com o sémen submetido a quatro
horas de incubacdo & 25°C, contrastando
apenas com os valores de 19% de
motilidade e 62% de acrossomas normais,
para o sémen resfriado a 5°C, sem
incubacdo prévia. O periodo de oito horas
de incubacdo a 20°C resultou em 85% de
acrossomas normais e 65% de motilidade.

Tamuli e Watson (1992) observaram que
espermatozoides  incubados a  20°C
apresentaram maior resisténcia ao choque
térmico do que a temperaturas de 30°C ou
40°C. Maxwell e Johnson (1997)
constataram que um periodo de incubacédo
de 3,5 horas a 15°C, antes do resfriamento a
5°C, foi benéfico para a integridade da
membrana e sobrevivéncia dos
espermatozoides, posteriormente
submetidos ao congelamento.

O mecanismo que induz resisténcia aos
espermatozoides do varrdo é desconhecido,
embora certamente envolva mudangas na
composi¢cdo da membrana e aumento da
estabilidade das proteinas, resultando em
alteracdes na superficie celular (Watson e
Plummer,1985).

2.4.7 Efeito da taxa de resfriamento do
sémen de varrdes em contéiner especial

Tanto o sémen resfriado quanto o
congelado, estdo sujeitos ao choque pelo
frio durante a coleta e processamento.
Watson e Plumer (1985, citado por
Crowell, 2009) foram os primeiros a sugerir
que a susceptibilidade dos espermatozéides
ao choque pelo frio, seria influenciada
internamente pela composicdo de colesterol

e fosfolipidio da membrana. A funcdo da
membrana  sofre  alteracdo  quando
submetida a uma reducdo da temperatura,
gue por sua vez aumenta a dispersdo de
céations e enzimas, resultando em aumento
da permeabilidade. Posteriormente,
demonstrou-se que 0 aumento da
permeabilidade da membrana, juntamente
com a mudancga de fase, permitem o fluxo
dos ions calcio para o meio intracelular e a
capacitacdo espermaética (Watson, 1996), o
que resulta em uma populacao sub-fértil de
espermatozoides.

Ha& vérios fatores que podem influenciar a
habilidade dos espermatozoides em suportar
os efeitos prejudiciais de um resfriamento
rapido, tal a composi¢édo do diluidor, a taxa
de resfriamento e o tempo de incubacdo
(holding time) do sémen. Pursel et al.
(1972) demonstraram que 0S
espermatozoides adquirem resisténcia ao
choque pelo frio durante incubagédo a 5°C.
Assim, mesmo quando o sémen é estocado
a 15°C, recomenda-se incluir no protocolo,
um holding time & mesma temperatura ou
abaixo dela, para diminuir os efeitos do
choque pelo frio, por um periodo de duas a
oito horas (Eriksson et al., 2001).

O resfriamento normalmente ocorre a uma
taxa menor que 5°C por hora, sendo a
motilidade reduzida durante 0
armazenamento caso o resfriamento seja
realizado a taxas mais rapidas (Dzuik,
1958). Normalmente, o sémen é diluido e
resfriado a temperatura ambiente por duas
horas, antes de ser colocado na unidade de
resfriamento (Bamba e Cran, 1985) ou
armazenado imediatamente a 15 ou 17 °C
(Kuster e Althouse, 1999).

Apos a coleta e diluicdo do sémen, as doses
inseminantes encontram-se, normalmente, a
temperatura de 35 a 39°C. Entretanto, a
temperatura de estocagem recomendada
para o0 sémen do varrao situa-se no intervalo
entre 15 e 18°C. Conseqlientemente, 0
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sémen diluido sofre uma reducdo de cerca
de 20°C entre a diluicdo e a estocagem. Os
dois métodos de resfriamento do sémen
suino mais utilizados, sdo os resfriamentos
lento e rapido, os quais diferem pela taxa de
reducdo da temperatura por periodo de
tempo. Assim, o resfriamento lento permite
a reducdo da temperatura até cerca de 25°C
em temperatura ambiente, antes de ser
armazenado a 16-18°C. Acredita-se que
nesse tipo de resfriamento, o sémen entre
em equilibrio a temperatura ambiente antes
de ser armazenado, com menores danos
sendo causados as células espermaticas. Por
outro lado, quando do resfriamento rapido,
0 sémen diluido, apresentando uma
temperatura média de 35°C é submetido
diretamente a unidade de resfriamento a 16-
18°C.

Observacdes importantes sobre o0 tema
foram obtidas por Weber (1989),
trabalhando com sémen de suino, quando
observou-se ndo ser o resfriamento rapido,
de 20°C até 15°C, tao prejudicial as células
espermaticas, estando a faixa critica abaixo
da temperatura de 15°C. O autor conduziu
um experimento com o0 objetivo de
examinar sob condicbes de resfriamento
definidas, o efeito do choque térmico sobre
0s espermatozdides do varrdo. Os
resultados demonstram que a percentagem
de espermatozoides mdveis e a integridade
acrossomal foram diferentes, quando
comparou-se o resfriamento rapido com o
lento. Assim, a 35°C a motilidade e
integridade do acrossoma foram de 81,7% e
96%, respectivamente. Porém, a
temperatura de 5°C a motilidade foi de 12%
e a integridade acrossomal de 44,9% no
resfriamento répido, e de 48,3% e 88,4%,
respectivamente, no resfriamento lento.
Ainda de acordo com o autor, no
resfriamento rapido de 35°C para 5°C, a
percentagem de espermatozdides moveis
caiu significativamente, embora no
resfriamento  gradual e lento, a
sobrevivéncia espermatica tenha sido mais
elevada, mesmo a temperatura de 5°C. As
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curvas lentas de resfriamento associadas a
incubacdo prévia do sémen diluido, antes
do resfriamento, para uma temperatura
inferior a 15°C, resultaram em aumento da
resisténcia espermatica ao choque térmico.

Nascimento et al. (1998) avaliaram o0s
efeitos da taxa de resfriamento (répida ou
lenta) a 16 ou 5°C sobre a motilidade,
sobrevivéncia e morfologia espermaéticas de
varroes, sendo o sémen diluido nos
diluidores lactose-gema, Kiev e minima
contaminagdo. A duracdo do periodo de
resfriamento até a estabilizacdo a 16°C foi
de quatro horas nos trés diluidores e de sete
a oito horas até a estabilizacdo a 5°C. Os
autores verificaram que a preservacdo da
motilidade e longevidade espermaticas
foram satisfatérias a 16°C, por um periodo
de 72 horas, nos diluidores de Kiev e
minima contaminagdo. Entretanto, no
sémen diluido em lactose-gema, esses
pardmetros  cairam  significativamente
dentro de 72 horas. Com relagdo ao sémen
estocado & 5°C, a sobrevivéncia e o vigor
dos espermatozoides s6 foram preservados,
adequadamente, no diluidor de minima
contaminacdo, tanto no resfriamento lento
como na rapido. Em relacdo aos demais
diluidores, esses parametros sofreram uma
reducdo a partir de 24 horas de
armazenamento para valores inferiores a
10% no que se refere & motilidade e menos
de um para o vigor. Observou-se ainda, que
as lesdes acrossémicas foram similares,
tanto no resfriamento lento como no rapido,
a temperatura final de armazenamento de 5
ou 16°C.

Com objetivo de avaliar o efeito da taxa de
resfriamento sobre a qualidade do sémen
suino resfriado, Crowell (2009) coletou o
sémen de trés machos diferentes, com trés
repeticbes cada, sendo aliquotas de cada
gjaculado diluidas em diluidor BTS ou
Androhep Plus. As taxas de resfriamento
utilizadas no experimento foram: 1- taxa de
resfriamento rapida, quando as amostras
diluidas eram introduzidas imediatamente



em incubadoras a 12°C por uma hora, e
posteriormente transferidas para a unidade
refrigeradora a 17°C; 2- taxa de
resfriamento intermediéria, quando as
amostras  diluidas eram  diretamente
armazenadas na unidade refrigeradora a 17-
19°C, considerado como o grupo controle e
3- taxa de resfriamento lenta, quando as
amostras  diluidas eram mantidas a
temperatura ambiente por duas horas e
meia, antes de serem transferidas para a
unidade refrigeradora. Apés o término do
resfriamento das amostras pertencentes a
cada tratamento, todas foram transferidas
para uma unidade refrigeradora, e mantidas
a 17°C durante o estudo. Para cada amostra,
estimativas da qualidade do sémen foram
obtidas antes da dilui¢do, imediatamente
apos a sua ocorréncia (tempo 0) e as 4, 24,
48 e 96 horas ap6s a diluicdo. Observou-se
neste experimento, que a qualidade do
sémen ndo foi afetada quando os ejaculados
diluidos eram colocados diretamente na
unidade refrigeradora a 17°C, ou quando
submetidos ao resfriamento lento, atingindo
25°C a temperatura ambiente por duas horas
e meia, e posteriormente estocados a 16-
18°C. Desta forma, o sémen foi capaz de
suportar uma redugdo de 20°C na
temperatura, imediatamente apos a diluig&o,
sem que houvesse alteracdo da qualidade da
amostra. Quando comparou-se as taxas de
resfriamento para cada um dos parametros
avaliados, as amostras resfriadas mais
rapidamente, apresentaram uma reducao
significativa da motilidade e motilidade
progressiva quando comparadas as amostras
resfriadas a taxas intermediarias ou lentas,
sendo que entre estas, ndo observou-se
diferencas para nenhum dos pardmetros
avaliados, sugerindo que ambos o0s
procedimentos foram similares e néo
causaram efeitos Nnocivos aos
espermatozoides.

Diante desses resultados, observou-se um
choque com o estabelecido pela literatura
no que se refere a necessidade do “holding

time” com o objetivo de se evitar o choque
pelo frio as células espermaticas (Eriksson
et al., 2001). Pode-se verificar ainda, neste
trabalho, que embora as amostras
submetidas as taxas de resfriamento rapido
diferiram significativamente das submetidas
as taxas intermediaria e lenta, os valores de
motilidade ndo foram inferiores a 60%.
Considerando-se que Flowers (1997) néo
encontrou diferencas quanto a capacidade
fecundante dos espermatozoides
apresentando motilidade acima de 60%,
especula-se que os espermatozoides podem
suportar reducdo de temperatura de 25°C,
ap6s a diluicdo (taxa de resfriamento
rapida), sem afetar a qualidade do sémen.
Assim, a autora conclui, diante dos
resultados encontrados, ndo ser necessario o
“holding time” antes da estocagem do
sémen resfriado, o0 que resulta em uma
economia de tempo e dinheiro durante o
processamento do sémen.

Especula-se que o resfriamento do sémen
suino a 5°C possibilitaria o armazenamento
e/ou transporte por um periodo de tempo
superior ao rotineiramente utilizado a 15-
18°C, diante da reducdo do metabolismo
espermatico e inibicdo do crescimento
bacteriano, de forma similar ao que se tém
estabelecido para o sémen de outras
espécies.

Dentro desse contexto, o desenvolvimento
de novas técnicas de armazenamento e
transporte do sémen suino tem se tornado
muito importante. Vale salientar, aqui, o
aumento do interesse pela utilizacdo de
machos  geneticamente  superiores, a
necessidade de transporte do sémen entre
granjas, a existéncia em alguns paises de
centrais de 1A, que distribuem sémen entre
0s cooperados, e a grande extensdo
territorial de paises, como o Brasil.

Existem dois métodos de resfriamento de
sémen descritos pela literatura, ou seja, 0
método ativo, caracterizado por taxas de
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resfriamento pré-fixadas entre determinadas
temperaturas, na presenca de um
mecanismo termoelétrico controlado, que
produz taxas de resfriamento consistentes e
lineares. JA& no método passivo, ocorre a
troca de calor entre o sémen diluido e a
unidade refrigeradora, até a obtencdo de
uma temperatura de equilibrio. A vantagem
do método passivo € o baixo custo de
funcionamento, embora, apresente taxa de
resfriamento  varidvel, resultante de
flutuacbes da temperatura ambiente e
diferencas de volume a ser resfriado (Jasko
et al., 1992). JA o sistema ativo de
resfriamento, permite taxas controladas,
sendo, portanto mais eficaz no controle das
lesdes provocadas pelo choque térmico aos
espermatozoides. Contudo, seu alto custo e
necessidade do resfriamento antes de se
iniciar o transporte limita sua utilizacao.

Poucos estudos sdo encontrados na
literatura como referéncia ao sistema de
transporte do sémen suino. Diferentemente
da espécie equina, onde existem varios
contéineres desenvolvidos, entre eles o
modelo Sarstedt (Van der Holst, 1984,
citado por Roner et al., 2006), modelo
Equitainer (Douglas-Hamilton et al., 1984),
modelo Celle (Hueck, 1990, citado por
Roner et al., 2006), modelos MSP-1 e
MSP-2 (Silva Filho, 1994) e o modelo
Palhares (1997).

Muller-Shlosser et al. (1982) citado por
Roner et al. (2006) armazenaram o sémen
de varrfes por quatro horas, a diferentes
temperaturas (16 a 18°C, 10°C, 5°C, 0°C, -
5°C e -10°C) e diferentes tipos de
contéineres (maiores ou menores), embora
ndo tenham sido especificadas as suas
caracteristicas termodindmicas. Os autores
verificaram melhores resultados quando o
sémen foi estocado em  pequenos
contéineres com temperatura interna
variando entre 16 e 18°C.

Roner et al. (2006) desenvolveram um
contéiner para o resfriamento e conservagéo
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do sémen suino bastante simples e barato,
capaz de propiciar um resfriamento lento
das células espermaéticas e a obtencdo de
duas temperaturas de estocagem do sémen
resfriado (17 + 1°C ou 5 + 1°C), sendo o
tempo médio de manutencdo dessas
temperaturas de 53 e 43 horas,
respectivamente. O contéiner possui uma
forma compacta (33 cm de altura x 35 cm
de largura), com peso de 0,9 kg vazio e 4,2
kg completo, e constitui-se de trés blocos de
isopor: um bloco compacto formando o
fundo; um bloco central com perfuracdes
para colocagdo dos blocos menores,
contendo os frascos plasticos que
acondicionam o sémen diluido a ser
resfriado, e uma perfuracdo central para
colocacéo do sistema refrigerador, havendo,
ainda um bloco com funcéo de tampa. O
bloco central do contéiner, formado de seis
blocos menores, possui perfuragdes laterais
para colocacdo das bisnagas plasticas, que
se movimentavam sobre o bloco central,
permitindo atingir a temperatura de 17
+1°C ou 5 +1°C. Cada bloco comporta duas
bisnagas de 100 mL, totalizando 12 doses
por contéiner. Por meio de aberturas
laterais, do bloco central e dos blocos
menores, ocorre troca de calor/frio entre os
frascos e o sistema refrigerador, obtendo-se
taxas de resfriamento controladas. De
acordo com o0s autores, a taxa de
resfriamento inicial (37 — 17°C) foi de -
0,16°C/min para a temperatura de 17°C e de
-18°C/min para a temperatura de 5°C. Na
temperatura critica do choque térmico (17 —
8°C) a taxa de resfriamento obtida foi de -
0,0049°C/min. Com relacéo a avaliacdo do
sémen, 0s resultados comprovaram a
eficiéncia deste contéiner quanto a
manutencao das caracteristicas
espermaticas por 24 a 36 horas.

Em geral, os trabalhos com suinos néo
fazem referéncia ao volume total a ser
transportado, ou ao tipo de envasamento
utilizado.



2.4.8 Influéncia da temperatura final de
armazenamento do sémen

A composicdo dos fosfolipidios da
membrana dos espermatozoides do varrdo,
diferentemente do que observa-se nos dos
touro, tais como a baixa relagdo
colesterol/fosfolipidios e uma distribuigdo
assimétrica do colesterol dentro da
membrana, torna as células espermaticas
dessa espécie, muito susceptiveis a
temperaturas mais baixas, tendo como
resultante um aumento da permeabilidade e
perda da fungdo da membrana (De Leeuw
et al., 1990). Dessa forma, um resfriamento
rapido do ejaculado para a temperatura de
15°C ou abaixo de 15°C, resulta em perda
da viabilidade ou choque pelo frio (Martin-
Rillo et al., 1996; Johnson et al., 2000).

Para evitar esse choque, recomenda-se uma
pré-diluicdo do ejaculado em temperaturas
superiores a 15°C por vérias horas,
induzindo assim a resisténcia ao frio (Pursel
et al., 1973). Na pratica, o sémen é coletado
em recipientes isotérmicos com o intuito de
se evitar o contato com superficies mais
frias, sendo a diluicdo subsequente
realizada com o diluidor a 35-37°C
(Althouse, 1997, citado por Vyt, 2007); a
seguir o sémen comeca uma redugdo
gradual da temperatura até 17°C.
Geralmente, a estocagem do sémen diluido
é realizada a 17 °C, temperatura na qual o
metabolismo  espermatico € reduzido
(Althouse et al., 1998). O resfriamento para
temperaturas abaixo de 12 °C provoca um
efeito negativo na motilidade e integridade
acrossdmica in vitro. Entretanto, Althouse
et al. (1998) ndo observaram nenhuma
diferenca na taxa de parto ou tamanho da
leitegada entre  doses  inseminantes
estocadas por 60 horas a 12 ou 17°C.

De acordo com Paulenz et al. (2000),
recomenda-se que as doses de sémen
deveriam ser utilizadas dento de 60 horas
apos a coleta, ndo devendo o sémen ser

exposto a temperaturas abaixo de 15°C ou
acima de 20°C durante o transporte e
armazenagem.

O principal objetivo do resfriamento do
sémen é manter a sua viabilidade por
prolongado periodo de tempo. Para que isto
seja possivel, torna-se necessario a reducéao
do metabolismo das células espermaticas,
através da reducdo da temperatura e/ou da
utilizagdo de diluidores especificos (Weitze,
1991).

Entretanto, devido a particular
susceptibilidade dos espermatozoides da
espécie suina ao choque pelo frio, a
estocagem a temperaturas acima de 15°C é
necessaria, limitando-se dessa forma a
redugdo do metabolismo espermatico
durante o tempo de armazenagem (Weitze,
1991).

Com o objetivo de descrever o efeito do
longo tempo de estocagem do sémen suino
a diferentes temperaturas, Wallgren (1998)
estocou o sémen por 72 horas a 18°C ou
24°C e observou uma reducéo significativa
tanto na motilidade quanto da integridade
acrossomal ao final do periodo de
armazenamento. J& Venumanohararao et al.
(1991) armazenaram o sémen diluido em
quatro diluidores diferentes por 96 horas a
5°C e 15 °C, e concluiram que a motilidade
progressiva em todos os diluidores foi
superior quando o sémen foi armazenado a
15°C.

Alexopoulos et al. (1996) armazenaram o
sémen suino diluido em BTS por 96 horas a
17°C, resultando em uma reducéo de 18,5%
da motilidade inicial; além disso, a
motilidade diminuiu  19,0% apds o
resfriamento a 20 °C e 26,9% quando do
armazenamento a 15 °C. De acordo com
Paulenz et al. (2000), os efeitos do choque
pelo frio foram evidentes quando se
armazenou o sémen a 10 °C, havendo uma
reducdo significativa da motilidade e da
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integridade acrossdmica apos 0
resfriamento por 24 horas.

A severidade do choque pelo frio depende
da taxa de resfriamento, do intervalo de
temperatura e da variacdo de temperatura,
sendo em geral mais severa no intervalo de
2 a12°C (Watson, 1995; Weitze, 1991).

2.4.9 Duracdo da estocagem do sémen de
varroes

AlteracOes estruturais e funcionais que 0s
espermatozoides do varrdo sofrem durante
o resfriamento e estocagem assemelham-se
a um processo de envelhecimento natural da
célula, e sdo determinadas pelas condicoes
e duragdo da estocagem do sémen (Johnson
et al., 2000). Durante 0 armazenamento in
vitro, os lipidios da membrana espermatica
sofrem uma oxidacdo continua, sendo 0s
danos provocados pelos peroxidos dai
resultantes similares aos provocados pelo
choque térmico, e ocorrem principalmente
na regido acrossomal (Mann e Lutwak-
Mann, 1981)

O envelhecimento dos espermatozoides
ocorre durante a estocagem in vitro e ap6s a
inseminacdo, quando a populacdo viavel de
espermatozoides “aguarda” a ovulagdo para
ser liberado do segmento inferior do istmo,
0 reservatério espermatico. Desta forma, o
sucesso da fertilizacdo é influenciado por
dois  periodos de  envelhecimento
espermatico, o da estocagem in vitro, que
pode durar até cinco dias, e o0
envelhecimento in vivo, o qual aumenta
quando o intervalo entre a A e a ovulagdo é
superior a 12 até 24 horas (Waberski et al.,
1994a; Soede et al., 1995a).

Do ponto de vista pratico, uma redugdo da
habilidade  fecundante  das  células
espermaticas ndo pode ser prevenida,
mesmo quando utiliza-se o0s diluidores
classificados como de longa duragéo.
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Contudo, alguns componentes do meio, tal
como a BSA, pode diminuir os efeitos da
estocagem, refletidos no envelhecimento
celular (Johnson et al., 2000). A célula
espermatica possui  uma alta taxa
metabdlica e necessita de um constante
fornecimento de energia. Quando o
ejaculado é armazenado ocorre degradacdo
da glicose e consequiente producéo de CO,,
H,O e produtos acidos, como o acido latico,
alterando o pH do meio e o periodo de
viabilidade espermatica.

Para diminuir estas e outras alteracdes do
meio e, conseqientemente das células, os
diluidores sdo compostos de tampdes,
estabilizadores de membrana, quelantes de
fons  metédlicos bivalentes (EDTA),
antimicrobianos dentre outros, na tentativa
de prolongar a0 maximo a viabilidade
espermatica. Entretanto, todo este sistema
metabdlico criado artificialmente apresenta
um curto periodo de funcionamento, ou
seja, a medida que os componentes vao
sendo utilizados, produtos de degradagéo
vao se formando, o meio vai sendo
modificado, sendo que as células vao
envelhecendo e perdendo a viabilidade.

As alteragdes funcionais dentro dos
diferentes compartimentos dos
espermatozoides, tais como nas
mitocondrias, flagelos, e membranas
acrossomais e plasmatica, em decorréncia
do envelhecimento da célula espermatica,
ainda ndo estdo totalmente compreendidas.
A reducdo da motilidade espermética que
ocorre durante a estocagem, tem sido o
principal pardmetro utilizado para avaliar a
reducdo da capacidade fertilizante dos
espermatozoides. A perda de ATP e AMPc,
além da reducdo na absorcédo de calcio, sao
caracteristicas de motilidade reduzida
(Johnson et al., 2000). Outro importante
fator observado durante a estocagem é o
aumento da permeabilidade da membrana e
a liberacdo de substancias do meio
intracelular.



Bennemann et al. (2005) avaliaram dois
tempos de armazenamento das doses
inseminantes (0 — 48 e 96 — 120 horas)
relacionando-os com  o0s intervalos
inseminacdo-ovulacdo (0-12h, 13-23h, 24-
30h) de leitoas. Apenas uma inseminagéo
com 1,5 bilhGes de espermatozdides foi
realizada. N&o foram observadas diferencas
significativas na taxa de prenhes das fémeas
gue receberam as doses armazenadas por
até 48 horas. Entretanto, observou-se uma
reducdo  significativa nas  matrizes
inseminadas com doses armazenadas por
um periodo de tempo superior, sendo de
30,8% naquelas inseminadas no intervalo
de 24 — 30 horas da ovulagdo. Em relagéo
ao numero total de embrides, ocorreu
reducdo significativa (6,5 embrides) apenas
nas fémeas inseminadas com as doses
submetidas & um maior tempo de
armazenamento, associado ao maior
intervalo inseminagdo-ovulacao.

As inseminacdes realizadas com sémen
fresco dentro de dois dias da coleta, ndo
reduziram os indices de fertilidade com
aumento do intervalo entre 1A e ovulacéo
(detectado por ultrasonografia). Entretanto,
quando o sémen armazenado por 48 a 72
horas foi utilizado, as taxas de fertilizagdo
diminuiram, mesmo quando a ovulagéo
ocorreu entre 12 e 24 horas apds a
inseminagdo (Weitze et al., 1989). No
mesmo sentido, Waberski et al. (1994b)
citam que os resultados de fertilidade s&o
ainda mais dependentes do momento da
inseminacdo, relativamente a ovulacao,
quando o sémen resfriado é estocado por
mais que 87 horas, sugerindo um efeito
aditivo do envelhecimento in vitro e in vivo
das células espermaéticas.

De acordo com Johnson et al. (2000),
embora tenham sido observadas pequenas
diferencas quanto ao tipo de diluidor
utilizado para a estocagem do sémen, a
reducdo da capacidade fecundante devido
ao envelhecimento espermatico in vitro nao

pode ser evitada, mesmo durante o primeiro
dia de estocagem.

Desta forma, o envelhecimento dos
espermatozoides ap6s a ejaculacdo e o
resfriamento se deve a um processo
fisioldgico, que ndo pode ser evitado
completamente  atravées de  medidas
preventivas  durante a  preservacéo,
necessitando-se, assim, de maior atencdo
nos procedimentos de inseminagdo, com
énfase no momento da inseminagéo relativo
a ovulacéo.

2.4.10 Técnicas utilizadas para melhorar
a qualidade espermatica

Embora diferentes estudos (Colenbrander et
al.,, 2003; Christensen et al., 2004) tém
demonstrado que as caracteristicas do
ejaculado explicam apenas uma pequena
percentagem (menos que 10%) da variagdo
nos resultados de fertilidade, mensurados
pela taxa de parto, a utilizacdo de doses
seminais de alta qualidade espermatica tem
sido enfatizada como uma condicéo
essencial (Vyt et al., 2004; Gillan et al.,
2006). Por esta razdo, o melhoramento das
doses seminais e da qualidade espermatica é
ainda um amplo campo de pesquisa a ser
explorado.

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para
melhorar a qualidade  espermatica,
merecendo énfase a adicdo de diferentes
substancias ao sémen diluido, bem como a
administracdo de agentes farmacoldgicos
visando aumentar a velocidade do
transporte espermatico ap6s a inseminacao
(Traas e Kustritz, 2004). Dentre estes
agentes vale salientar a prostaglandina F2a,
0 é&cido hialurénico e a cafeina, dentre
outros.

2.4.10.1 Prostaglandinas

As prostaglandinas estdo relacionadas a
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varios processos reprodutivos, estando
presentes no fluido seminal (Templeton et
al., 1978) e muco cervical (Charbonnel et
al., 1982), sendo que Roy e Ratnam (1992)
demonstraram, inclusive, serem  0s
espermatozoides humanos capazes de
sintetiza-las. Esses horménios produzem
diferentes efeitos sobre a musculatura lisa
da tuba in vitro, sendo que a PGFa
aumenta a contratilidade muscular e a
prostaglandina E, (PGE,) inibe a sua
contracgdo (Lindblom, 1978).

Estudos recentes sugerem que o transporte
do embrido e a interacdo entre o embrido e
a tuba envolvem a agdo da prostaglandina
através de receptores para PGE, e PGF2a,
além do efeito das mesmas no sistema
vascular e na contratilidade muscular
(Wanggren et al., 2006).

O transporte espermatico pelo Gtero é uma
combinagdo dos transportes ativo e passivo,
sendo que o transporte passivo é mediado
pelas contragcbes uterinas, sendo que a
PGF20, assim como outras prostaglandinas,
melhoram tais contragdes.

Ao estudarem a utilizacdo da PGF20 na
reproducdo em suinos, Cheng et al. (2001)
adicionaram PGF2a as doses inseminantes,
72 horas antes da inseminacdo e ndo
observaram inativacdo do horménio durante
esse periodo, quando verificou-se aumento
da contratilidade miometrial ap6s a
inseminacdo. Kos e Bilkei (2004) também
relataram que a PGF2a aumentou
significativamente 0 desempenho
reprodutivo quando suplementou-se o
sémen diluido com o horménio.

2.4.10.2 Acido Hialurénico (AH)

O 4cido hialurénico ¢ um membro dos
glicosaminoglicanos. Diferentes estudos
tém demonstrado que o AH possui um
papel na reproducdo dos mamiferos. Assim,
quando adicionado ao sémen, ele é capaz de
melhorar a motilidade espermética dos
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espermatozoides (Huszar et al., 1990;
Sbracia et al., 1997; Pefia et al., 2004b),
além de reduzir a poliespermia, quando da
fertilizacdo in vitro (Suzuki et al., 2000).

Curiosamente, o AH € visto por induzir a
reacdo acrossdmica em varias espécies,
inclusive em suinos (Pefia et al., 2004b),
embora Rodriguez-Martinez et al. (2001)
observaram um  retardamento  desse
processo in vivo. Em relacdo a capacitacdo
espermatica e agdo no trato reprodutivo
feminino, 0 AH também tem um papel
chave na liberacdo dos espermatozoides do
reservatorio  espermatico, antes da
fertilizacdo (Liberda et al., 2006). Segundo
Yeste et al. (2008b), a adicdo de AH atrasou
a capacitacdo espermatica apos trés dias de
armazenamento, em relacdo as células do
grupo controle, sem que houvesse
alteracdes em outros parametros seminais.

2.4.10.3 Cafeina

A cafeina age inibindo competitivamente a
enzima fosfodiesterase dentro da célula,
resultando em um aumento da concentracao
intracelular de adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), um segundo mensageiro
que aumenta a motilidade espermatica
(Nassar et al., 1999).

Assim, a cafeina tem sido utilizada para
estimular a motilidade e a capacitacdo
espermaticas em humanos (Rees et al.,
1990), suinos (Funahashi e Nagai, 2001) e
bovinos (Coscioni et al., 2001).

Com o objetivo de avaliar o efeito da adi¢éo
da prostaglandina F2a, do acido hialurénico
e da cafeina sobre a qualidade do sémen do
varrdo, Yeste et al. (2008a) utilizaram 11
tratamentos, sendo oito destes comparando
diferentes doses de PGF2a (0.625, 1.25,
2.50, 5, 10, 1250, 25 e 50 mg de
PGF20/100 mL de sémen), e outros trés
tratamentos envolvendo diferentes doses de
PGF2a associadas ao AH ou a cafeina
(0.625 mg de PGF2a/100 mL + 200 pg/mL



de 4cido hialurdnico; 1.25 mg de
PGF2a/100 mL + 200 pg/mL de &cido
hialurénico; 0.625 mg de PGF20/100 mL +
7.5uM de cafeina). Avaliou-se no
experimento, o efeito dos tratamentos ao
longo de diferentes periodos de
preservacdo, sendo o primeiro no momento
da adicdo, e ap6s 1, 3, 6 e 10 dias de
resfriamento a 15°C em diluidor BTS. Os
autores  concluiram que tratamentos
utilizando  concentragbes de PGF2a
superiores a 12,5 mg/100 mL foram
citotoxicos para 0s espermatozoides do
suino. Além disso, ap6s 6 dias de
preservacdo, a Viabilidade espermética
reduziu significativamente na maioria dos
tratamentos; entretanto, um aumento
significativo foi observado com a utilizagéo
de 5 mg de PGF2a/100 mL, e nos outros
trés tratamentos utilizando a associagdo das
substancias, sugerindo que a sua adi¢do aos
diluidores deve manter a viabilidade
espermatica por até seis dias de
resfriamento.

2.4.11 Condigdes ideais de estocagem e
utilizacdo do sémen de varrdes

O fator primario para o sucesso da IA com
sémen diluido, resfriado e transportado é
um bom manejo desde a coleta até a
inseminacao.

As condicOes ideais para a estocagem do
sémen suino incluem:

a) Cuidados relacionados a coleta do
ejaculado, visando-se obter um
sémen com a minima contaminagao
possivel, sendo para isto necessaria
a maxima higiene durante a coleta,
adequada manipulagdo do sémen
pelos funcionarios, reducdo de
contaminantes no ambiente e
utilizacdo de &gua de boa qualidade
para a preparacdo dos diluidores
(Althouse e Lu, 2005);

b) Avaliacdo cuidadosa dos
parametros seminais apos a coleta,
observando-se 0s critérios minimos
para o processamento do ejaculado
(Foxcroft et al., 2008);

c) Utilizacdo de ejaculados
apresentando motilidade minima de
60% (Johnson et al., 2000);

d) Utilizagdo de um  diluidor
adequado, contendo
macromoléculas, visando aumentar
0 tempo de armazenagem do sémen
(Johnson et al., 2000);

e) Utilizar uma taxa de diluicdo
adequada para a espécie (Maxwell
e Johnson, 1999);

f) Incubacdo prévia do sémen
(holding time) antes do
resfriamento (Pursel et al., 1972);

g) Adequado namero de
espermatozoides moveis/dose
inseminante, de acordo com o local
de deposicdo do sémen a ser
utilizado (Flowers, 2002; Watson e
Behan, 2002; Martinez et al. 2002);

h) Utilizagdo de taxas de resfriamento
adequadas, observando-se gque taxas
lentas e intermediérias refletem em
maior capacidade fertilizante dos
espermatozoides apods 0
resfriamento (Crowell, 2009);

i) Utilizacdo de um contéiner eficiente
para manutengdo da temperatura e
com boa resisténcia fisica para o
transporte (Silva Filho, 1994);

j) Inseminacdo em momento ideal
com referéncia a fisiologia da
fémea, respeitando-se o periodo
6timo entre a inseminacdo e
ovulacdo (Soede et al., 1995a);

Certamente, a manutencdo da qualidade das
doses inseminantes e 0 sucesso do processo
de fertilizacdo, dependem da cooperagéo e
trabalho conjunto de todos os envolvidos no
sistema de producéo.
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2.5 Endocrinologia da Fémea suina
2.5.1 Periodo pobs-parto

A lactacdo nas porcas € geralmente
caracterizada por um periodo de
quiescéncia ovariana que resulta em anestro
ou anovulacéo até o desmame (Varley and
Foxcroft, 1990). Sabe-se que de 3 a 4 dias
apés o parto, ha um breve periodo
hipergonadotrofico devido a uma subita
remogdo do efeito feedback inibitorio da
progesterona luteal e dos estrogenos feto-
placentarios sobre o eixo hipotadlamo-
hopofisario (Britt et al., 1985). A maioria
das porcas exibe uma intensa, porém
irregular, freqiiéncia no padréo de secregdo
de LH e um aumento na sua concentracdo
basal, durante esse periodo (De Rensis et
al., 1993). Os maiores foliculos encontrados
durante essa fase variam de 4 a 6 mm de
didmetro, com certa quantidade de
estrbgeno  podendo  ser  produzida;
entretanto, geralmente ndo ocorre a
maturacdo e ovulacdo desses foliculos em
porcas lactantes (Palmer et al., 1965a;
Kunavongkrit et al., 1982).

O aumento da intensidade da mamada
durante os primeiros dias pos-parto,
provoca uma reducdo gradual nos niveis
basais de FSH e LH acompanhadas por uma
reducdo no tamanho e numero de foliculos
através do processo de atresia (Palmer et
al., 19653, b; De Rensis et al., 1993; Sesti e
Britt, 1994). A ativacdo do sistema de
peptidios  opidides enddgenos (POE)
durante a lactacdo, os quais inibem a
liberagdo de GnRH e LH e estimulam a
secrecao de prolactina, esta envolvido nesse
processo neuroenddcrino (Barb et al., 1991;
Foxcroft, 1992).

Pode-se considerar a segunda semana de
lactagdo como um periodo de transi¢do por
que passa a fémea. Neste periodo, mesmo
que as concentragbes periféricas de
gonadotrofinas e esterGides ovarianos
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continuem baixas (Stevenson e Britt, 1980),
as concentracbes de FSH e LH na hipdfise
aumentam, diante da capacidade do
hipotdlamo de liberar GnRH (Sesti e
Britt,1994).

A medida que a periodo de lactacdo
progride, o hipotalamo gradualmente deixa
de sofrer o efeito inibitorio exercido pelos
opidides liberados em decorréncia das
mamadas, que se deve parcialmente a
reducdo de sua intensidade (Varley e
Foxcroft, 1990). Com isso, durante a
terceira semana de lactacdo, ha um aumento
gradual da secrecdo pulsatil de GnRH e de
gonadotrofinas (Stevenson e Britt, 1980),
bem como do ndmero e tamanho dos
foliculos presentes no ovario (Palmer et al.,
1965a; Kunavongkrit et al., 1982; Sesti e
Britt, 1993).

2.5.2 Periodo pés-desmame

A remogdo do estimulo da mamada pelo
desmame na porca, causa um imediato
decréscimo na secre¢cdo de prolactina,
seguido por um aumento na secrecdo de
gonadotrofinas, do crescimento folicular e
das concentragoes de 17B-estradiol, que
culminam na indug&o do estro, do pico pré-
ovulatério de GnRH/LH e assim, da
ovulacdo (Einarsson et al., 1998).

O rapido aumento da concentracdo de
GnRH no hipotalamo, e do LH, mas ndo do
FSH, na glandula pituitaria anterior ocorre
apo6s o desmame (Cox e Britt, 1982). Estas
alteragbes provocam um aumento das
concentracdes basais de LH, dentro de 8 a
12 horas p6s-desmame, e um aumento da
freqiiéncia dos pulsos de LH dentro de 2 a 3
dias p6s-desmame. Entretanto, essa resposta
é muito varidvel entre diferentes porcas
(Cox e Britt, 1982; Shaw e Foxcroft, 1985).
A concentragdo periférica de FSH aumenta
vagarosamente apds o desmame, sendo que
0 aumento do crescimento folicular e da
concentragdo de 17p-estradiol dentro de 2 a



4 dias pls-desmame sdo devidos,
principalmente, ao aumento dos niveis
basais de LH e pulsos ocasionais de LH
(Stevenson et al., 1981; Shaw e Foxcroft,
1985; Sesti e Britt, 1993).

Antes do desmame, a maioria dos foliculos
apresentam didmetro inferior a 5 mm;
entretanto, com 0 aumento da concentragédo
das gonadotrofinas pos-desmame, ocorre 0
desenvolvimento  de  foliculos  pré-
ovulatorios que atingem um didmetro de 8 a
10 mm, cerca de 2 a 4 dias ap6s o0 desmame
(Palmer et al., 1965a; Cox e Britt, 1982;
Rojanasthien et al., 1987). Desta forma, o
aumento continuo da concentragdo de 17p-
estradiol, produzido pelos foliculos em
desenvolvimento, induz o comportamento
de estro bem como o desencadeamento do
processo ovulatorio.

2.5.3 Intervalo desmame-estro

Segundo Wilson et al. (1986), o fator que
mais influencia o ndmero de leitdes
desmamados/porca/ano é a média de dias
ndo produtivos que a porca apresenta,
quando a matriz ndo estd gestante e nem
lactante. O intervalo desmame-estro é um
periodo envolvendo dias ndo produtivos
com o maior impacto na média geral destes
dias em uma determinada fémea (Correa et
al., 2002).

O intervalo desmama-cio (IDC)
corresponde ao periodo entre o dia da
desmama (dia 0) e a nova manifestacdo do
cio. Cerca de 85 a 90% das fémeas
manifestam cio dentro de oito dias apés a
desmama, embora diversos fatores possam
interferir na duragdo deste intervalo
(Poleze, 2004).

Sob condigfes normais, espera-se que as
fémeas expressem sinais de estro entre 5 e
15 dias pds-desmame (Fahmy, 1981). Com
0s avangos da suinocultura, o IDE tem sido
reduzido ao longo das décadas. Na década

de 80, o IDE era de 11,5 a 20,5 dias
(Vesseur, 1997), no inicio da década de 90
reduziu para 7 a 9 dias (Wilson e Dewey,
1993), e no final da mesma década, para 6 a
8 dias (Koutsotheodoros et al., 1998).
Atualmente, o IDE esta entre 4 e 6 dias, na
maioria das granjas tecnificadas (Vesseur,
1997; Kummer et al., 2003).

Os principais fatores que contribuiram para
a reducdo no IDE, ao longo dos anos, foram
alteracdes na selecdo genética, aumento da
heterose, alteragdes nutricionais, sistemas
de alojamento e a utilizagdo de horménios
indutores do estro (Vesseur, 1997).

Corréa et al. (2002) avaliaram o IDC de 184
fémeas de 1® a 4% ordens de parto,
classificando o IDC em curto (<100 horas),
médio (100 a 120 horas) ou longo (>120
horas), e encontraram maior freqliéncia de
intervalos curtos (46% das fémeas), seguido
de 29% e 25% de intervalos médios e
longos, respectivamente, sendo a média de
1245 £ 53,4 horas (5,2 dias).

No estudo realizado por Vesseur (1997),
envolvendo 2317 coberturas, 0,6% e 67,9%
das fémeas manifestaram estro entre 0 e 3
dias e entre 4 e 5 dias pds-desmame,
respectivamente. Poleze et al. (2004)
avaliaram dados de 7223 coberturas de
fémeas de 1* a 5% ordens de parto e
verificaram que 2,9%, 1,9%, 2,4%, 9,1% e
64,1% das fémeas avaliadas apresentavam
IDE de 0, 1, 2, 3 e 45 dias,
respectivamente.

Braga (2007) observou que nem a genética,
nem a ordem de parto influenciaram as
variaveis intervalo desmame-estro (IDE) e
duragdo do estro (DE), encontrando-se um
IDE de 83,54 + 19,59 horas e uma DE de
58,86 + 10,41 horas.

De acordo com Dial et al. (1992), o IDE
pode ser influenciado pela duracdo da
lactacdo, ordem de parto, estacdo do ano,
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nutricdo, exposicdo ao macho pds-
desmame, tamanho da leitegada, genética,
manejo utilizado e outros como a presenga
de micotoxinas e doencas.

2.5.3.1 Fatores que afetam o intervalo
desmame-estro (IDE)

2.5.3.1.1 Exposi¢do ao macho

A exposi¢do ao varrdo pode ser utilizado
apos o desmame para estimular o inicio do
crescimento folicular e ovulacdo, durante a
deteccdo do estro e durante a inseminacgéo,
visando otimizar o processo de fertilizagéo
(Kemp et al., 2005).

O cortejo do macho suino doméstico
consiste de varios padrdes
comportamentais, envolvendo o contato
nasal, ato de cheirar, esfregar o focinho na
lateral e dorso da fémea, apoiar a cabeca no
dorso da fémea (tentativa de monta) e a
monta. Acompanhando esses
comportamentos, 0 macho geralmente urina
e faz movimentos de mastigacdo (Signoret,
1971). A saliva produzida durante o cortejo
contém ferormbnios que apresentam
influéncia no comportamento da fémea.
Esses ferorménios, principalmente o 5a-
androstenona, sdo importantes para a
inducdo do reflexo de imobilizacdo da
fémea e para a libido do proprio macho
(Perry et al., 1980).

A exposicdo diaria ao macho resulta em
menor intervalo desmame-estro,
principalmente em fémeas com intervalos
mais longos, tais como as primiparas
(Kemp et al., 2005). O papel estimulatorio
do varrdo no inicio do estro apds o
desmame pode ser parcialmente explicado
por um efeito estimulatério na liberagdo do
LH da glandula pituitaria. Imediatamente
apos o desmame, ocorre, normalmente, um
aumento na liberacdo de LH caracterizado
por um aumento na sua freqliéncia,
visando-se estimular o crescimento folicular
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(Kemp et al., 2005). De acordo com Shaw e
Foxcroft (1985), a maior freqiiéncia dos
pulsos de LH apds o desmame resulta em
menor intervalo desmame-estro.

O estimulo do macho tem um efeito
substancial na expressdo do estro em
porcas. Soede et al. (1996) relataram que
apenas 60% das porcas em estro
apresentaram o reflexo de imobiliza¢do ao
homem na auséncia do varrdo. A introducéo
dos estimulos olfatério e auditivo,
aumentou esta proporcdo para 90%;
finalmente, estimulos visual e tatil
adicionais, resultaram em 100% de
expressdo do estro em porcas.

Além disso, demonstrou-se que a presenca
do macho durante a IA, aumenta a
concentragcdo plasmatica de ocitocina nas
porcas e, conseqlientemente, a atividade
uterina (Claus e Scharms, 1990). De acordo
com Langendijk et al. (2003), a ocitocina
estimula a atividade uterina, podendo afetar
0 processo de transporte espermatico no
trato genital da fémea e com isso a
fertilizacdo; verifica-se ainda, que a
atividade uterina continua elevada por
aproximadamente uma hora apds o contato
com o varrdo.

Desta forma, tem sido esclarecedora a
importancia do macho na estimulagcdo do
ciclo estral ap6s o desmame, na deteccdo do
estro e desencadeamento de seus sinais,
bem como, no estimulo ao processo de
transporte espermatico pelo Utero. Dentro
deste contexto, a utilizacdo do macho desde
0 desmame até a inseminacédo é de extrema
importancia.

2.5.3.1.2 Duracéo da lactacéo

N

Devido a recuperacdo gradual do eixo
hipotalamico-hipdfisario  dos  efeitos
feedback inibitorios da mamada durante a
lactacdo, ha geralmente uma relacéo inversa
entre duracdo da lactacdo e o subsequente



intervalo desmame-estro, especialmente,
em lactagcbes com menos de 21 dias (Mabry
et al., 1996). Portanto, porcas com periodo
de lactacdo mais curto (por exemplo, <21
dias) quando comparadas as porcas com
lactacdo mais longa (>21 dias) tendem a ter
menores duragdo de estro e intervalo estro-
ovulacdo, devido ao intervalo desmame-
estro mais longo.

Segundo Fahmy, (1981) e Koutsotheodoros
et al. (1998), essa reducdo do IDE
influenciado pela duragdo da lactacdo é
observado, principalmente, em lactacoes
com menos de 12 dias.

Atualmente, muitas granjas realizam o
desmame entre 2 e 3 semanas ap6s 0 parto.
Diversos autores confirmam que periodos
de lactacdo maiores que 17-19 dias resultam
em IDE mais curto (Vesseur et al., 1994;
Koketsu e Dial, 1997). Por outro lado,
lactacBes consideradas curtas (menores que
14 dias) podem aumentar o periodo para a
manifestacdo do estro  pds-desmame
(Vesseur et al., 1994; Almond, 1995).

Costa et al. (2004) analisaram 79.729
partos oriundos de 18 granjas e observaram
gue, tanto em multiparas quanto em
primiparas, a duragdo da lactacdo de 8-13
dias resultou no prolongamento do IDE;
além disso, observaram que a lactacdo de
22-25 dias (considerado como desmame
tradicional), é a que proporciona 0s
melhores resultados de intervalo desmame-
estro, com uma média de 4,3 dias.

2.5.3.1.3 Ordem de parto

Geralmente, ha uma relacdo negativa entre
ordem de parto e o subsequente intervalo
desmame estro (Koketsu e Dial, 1997).
Portanto, porcas de ordem de parto 1 e 2
tendem a exibir uma duracdo do estro e
intervalo  estro-ovulagdo mais  curtos,
quando comparadas as porcas de ordem de

parto > 3, que apresentam um intervalo
estro-ovulagéo mais longo.

De acordo com Fahmy, (1981), o intervalo
desmame-estro  diminui  drasticamente
depois do segundo parto e permanece quase
inalterado depois do terceiro parto.

Koketsu e Dial (1997) observaram, ap0s
andlise de um banco de dados com mais de
25.000 registros, que fémeas de OP 1
apresentaram o IDE mais longo (8,1 dias),
enquanto aquelas de OP 2-5 apresentaram
um IDE intermediério (5,8 a 5,4 dias).

Maffili et al. (2000) avaliaram 9.800
registros de cobertura de fémeas de OP 1 a
10 e verificaram que a OP influenciou
significativamente o IDE. Os autores
relataram que primiparas apresentaram 0
maior IDE (4,94 dias), fémeas de OP 2 um
IDE de 4,47 dias, fémeas de OP 3-6 um
IDE médio de 4,1 dias e as fémeas com OP
>6, um IDE de 3,98 dias (P<0,05).

Aspectos nutricionais podem explicar, em
parte, o desempenho inferior no inicio da
vida atil da porca. As primiparas sdo
especialmente  susceptiveis ao manejo
nutricional, pois além de ndo terem atingido
seu tamanho e peso adultos, apresentam
maior demanda nutricional e tém reservas
limitadas de proteinas e gorduras corporais
(Koketsu e Dial, 1997). Além disso,
possuem menor capacidade digestiva, o que
interfere  na quantidade de alimentos
ingeridos durante a lactacdo, que é um
periodo critico e determinante para 0 bom
desempenho reprodutivo posterior (Cox et
al., 1983; King et al., 1984).

Guedes e Nogueira (2001) investigaram o
IDC de primiparas e multiparas
relacionando-o a perda de peso, espessura
de toucinho e ingestio alimentar durante os
periodos de gestacédo e lactacdo. Ao final da
gestacdo, as primiparas perderam espessura
de toucinho (4,44%), enquanto as
multiparas ganharam (0,13%). Do final da
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gestacdo até a desmama, esta perda foi
maior nas primiparas que nas multiparas
(p<0,02), especialmente na 3% semana de
lactacdo, para ambos os grupos. O intervalo
desmama-cio foi maior (p<0,05) para
primiparas (5,55 dias) quando comparado
ao das multiparas (4,22 dias). Estes
resultados indicam que as primiparas
podem entrar em estado catabolico j& no
final da gestacdo, enquanto as multiparas
permanecem em estado anabolico.

2.5.3.1.4 Linhagem das fémeas

Tanto o intervalo desmame-estro como sua
duracdo apresentam um componente
genético, embora sua hereditariedade seja
moderada (h2 = 0.20 ; Rydhmer, 2000).

H& evidéncias de que a selecdo para
aumento da taxa de crescimento e redugéo
da espessura de toucinho tém o potencial de
aumentar o intervalo desmame-estro,
diminuir a duracdo do estro e a habilidade
das leitoas de mostrarem sinais de estro
(Rydhmer, 2000).

Véarios experimentos que avaliaram a
relacdo intervalo inseminacdo-ovulagdo e
taxa de fertilizacdo, utilizaram porcas com
diferentes gendtipos hibridos, e nao
detectaram, qualquer efeito do gendtipo
sobre a duracdo do estro e sobre o intervalo
desmame-estro (Kemp e Soede, 1996;
Steverink et al., 1997).

Na teoria, a heterose poderia resultar em
uma porca com gendtipo para maior
periodo de duracdo de estro, em relacdo as
fémeas de raca pura. Entretanto, se isso
seria ou ndo um efeito benéfico permanece
uma davida. Por um lado, duracdo do estro
mais  longa  poderia aumentar a
possibilidade de se detectar a fémea em
estro. Deve-se ressaltar, entretanto, a
ocorréncia associada de um maior intervalo
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estro-ovulacdo, que diminuiria as taxas de
fertilizacdo, caso as inseminagdes n&o
fossem retardadas.

2.5.4 Duragao e periodo de manifestagdo
do estro

Em geral, a DE média na espécie suina
varia entre 50 e 60 horas (Weitze et al.,
1994; Soede et al.,1995a), embora possa
haver uma grande amplitude para esta
caracteristica, como a observada por Soede
et al. (2000), de 31 a 65 horas. Um resumo
dos resultados de varios trabalhos esta
apresentado na tabela 5.

O IDE é o fator que mais influencia a
variagdo encontrada para a duracdo do estro
(DE), bem como do intervalo estro-
ovulagdo entre porcas (Soede and Kemp,
1997).

Rojkittikhun et al. (1992) relataram que
quando o IDE aumenta de < 4 dias para > 6
dias, a duracdo dos sinais de proestro
aumentam e a duracgao do estro diminui.

Weitze et al. (1994) observaram uma
reducdo de 10 horas na duracdo do estro e
de 7 horas no intervalo estro-ovulacdo para
cada dia de aumento no intervalo desmame-
estro, entre 3 e 5 dias, e um aumento de 6
horas na duracdo do estro e de 5 horas no
intervalo estro-ovulacdo a medida que o
intervalo desmame-estro aumentou entre 5
e 6 dias.

Entretanto, Kemp and Soede (1996)
relataram um aumento de oito horas para a
duracdo do estro e de cinco horas para o
intervalo estro-ovulacdo para cada dia de
acréscimo no intervalo desmame-estro,
entre 3 e 6 dias.



Tabela 5. Duragéo do estro (DE), intervalo estro-ovulagéo (IEO) e momento da ovulagdo em relacdo & duragdo do estro (IEO/DE), em porcas e marras

Referéncia DE (horas) IEO (horas) IEO/DE (%)
ID Média Variacio n ID Média Variago Média Variagdo
Porcas
Weitze et al. 483 7,7,10h 56,6+14,8 32a96 427 7,7,10h 44,6+12,8 24280 74,8+tNR NR
1994
Soede et al. 16 4h 54,0+15,0 24a76 16 4h 38,0+11,0 16 a 52 72,0+0,8 54 a 86
1994
Soede et al. 151 8h 50,0+£13,0 24288 151 4h 35,0£8,0 10a58 72,0£15,0 392133
1995a
Soede et al. 91 8h 60,0+11,0 32a88 91 4h 41,0£8,0 22 a58 66,5+tNR NR
1995b
Mburu et al. 15 4h 56,0+7,9 46a73 20 4h 37,0£2,1 35a43 68,0+7,7 54a78
1995
Dalinetal. 15 4h 47,0+9,2 36268 15 4h 39,0£12,4 20a64 83,0+NR NR
1995
Stokhof et al. 44 8h 57,0£11,0 32a88 44 4h 40,0+7,0 22a58 70,0+11,0 532106
1996
Nissen et al. 91 8h 60,0+14,0 30a89 91 6h 43,0+tNR 17a70 71,0£14,0 NR
1997
Heck et al. 395 8h 56,56+10,61 32288 395 8h 37,03+10,58 16 a 48 NR NR
1997
Steverink et 115 8h 59,0+ 12,0 24288 115 4h 40,1+NR NR 68,0+£10,0 NR
al. 1997
Viannaetal. 236 6h 67,40+12,2 422108 236  7,7,10h 44,23+9,65 23a75 69,4+16,41 255a
1999 109,3
Belstra, 2004 501 6h 55,5+12,0 24 296 497 6h 42,3113 18a78 75,8+12,4 332133
Média 56,6 40,1 71,9
Marrés
Weitze et al. 42 10,14h 50,0£NR 30a60 42 10,14h 41,8+8,4 23a48 83,6+tNR NR
1990
Almeida et 92 6h 52,6+8,6 30a72 92 6h 43,9+6,2 30a60 85,7+13,8 60a 138
al. 2000
Bracken et 59 12h 58,7+NR NR 59 6h 33,5+£12,3 NR 57,1+tNR NR
al. 2003
Média 53,8 39,7 75,5

NR= N&o relatado pelos autores. ID = Intervalo de deteccéo do estro e da ovulagdo; Fonte: Adaptado de Belstra (2004)

Steverink et al. (1999) analisaram por
varios meses, 0s registros de um banco de
dados a respeito da duracdo do estro,
detectado duas vezes ao dia, em 55 granjas
e encontraram uma reducdo de cinco horas
na duracdo do estro para cada dia de
aumento do intervalo desmame-estro, entre
4 e 6 dias. Entretanto, os autores citam que
ndo houve uma correlacdo negativa
significativa entre a duragdo do estro e
intervalo desmama-estro em 11 das 55
granjas analisadas.

Desta forma, embora haja uma tendéncia
demonstrada pelos trabalhos, de que a
duracdo do estro e do intervalo estro-
ovulacdo sejam reduzidos inversamente
proporcional ao aumento diario do intervalo
desmama-estro entre 3 a 6 dias, o trabalho

de Steverink et al. (1999) além de outros
(Knox and Rodriguez Zas, 2001; Knox et
al., 2002), sugerem haver um fator granja-
dependente nessa variavel.

2.6 Inseminacao artificial em suinos

A inseminagdo artificial tem a vantagem de
utilizar o potencial genético dos melhores
reprodutores em um grande ndmero de
fémeas, facilitando o0 melhoramento
genético do rebanho. Entretanto, a IA na
espécie suina ndo foi amplamente utilizada
comercialmente até os anos 80, quando
protocolos  de  inseminagdo  foram
padronizados (Crabo, 1990; Johnson et al.,
2000).
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Atualmente, a IA em suinos utilizando
sémen fresco e resfriado € uma técnica
amplamente utilizada no mundo. O estudo
mais recente nessa area relatou que 99%
das inseminacdes sdo realizadas utilizando
o sémen resfriado a 15-20°C (Johnson et al.,
2000), sendo 85% dessas inseminacdes
realizadas dentro de 24 horas a partir da

coleta do sémen.

O atual protocolo utilizado para a
inseminacdo em suinos, utiliza a deteccdo
do estro uma ou duas vezes ao dia, de forma
gue as porcas sdo inseminadas de duas a
trés vezes durante o estro. Cada uma dessas
inseminacBes contém cerca de 2,5 a 4,0
bilhdes de células espermaticas viaveis por
dose, com volumes variando de 80 a 100
mL. As doses de sémen sdo depositadas
diretamente no segmento médio caudal do
cérvix utilizando-se uma pipeta apropriada,
que pode ser descartavel ou néo.

O local de deposicdo do sémen, nimero de
espermatozoides por dose, volume de
sémen por dose, momento da ovulacdo e
nimero de inseminagdes por estro sdo 0s
principais fatores que influenciam o atual
protocolo de inseminagdo artificial nos
suinos utilizando 0 sémen
resfriado.Contudo, para ser possivel
aumentar a eficiéncia da utilizacdo dos
espermatozoides de um simples ejaculado,
novas tecnologias tém preconizado a
utilizagdo de um menor  volume
inseminante, associado a uma reducdo do
nimero de espermatozdides por dose,
através de uma mudanca do local de
deposi¢do do sémen.

2.6.1 Local de deposicéo do sémen

H& basicamente trés procedimentos visando
a deposicdo  dos  espermatozdides
diretamente no Gtero: primeiramente, a
deposicdo cirrgica dos espermatozoides
aproximadamente & 5 cm da jungdo Utero-
tubérica (Krueger et al, 1999; Krueger e
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Rath, 2000; Rath, 2000); em segundo, a
deposicdo ndo cirurgica do sémen no corpo
do Gtero através de uma pipeta especial,
denominada inseminacao intrauterina (Gall,
2002; Watson e Behan, 2002; Rozeboom et
al., 2004; Bennemann et al., 2004), e por
Gltimo, a deposicdo ndo cirdrgica do sémen
profundamente  no  corno  uterino,
utilizando-se um cateter com comprimento
especial para esse fim, sendo a técnica
denominada de inseminagdo intrauterina
profunda (Martinez et al., 2001; Roca et al.,
2003).

2.6.1.1 Técnicas cirurgicas

A utilizagdo da técnica cirtrgica em suinos
permite a deposicdo do sémen préximo a
juncdo (tero-tubarica. O numero de
espermatozoides € reduzido drasticamente
para cerca de 10 x 10° de células em um
volume de apenas 0,5 mL, sem decréscimo
do potencial de fertilizagdo quando
comparado & IA tradicional usando 3 x 10°
de espermatozoides em 80 mL de diluidor
(Krueger et al. 1999).

Mesmo a laparotomia ndo sendo um
procedimento pratico para a inseminagdo
nas granjas comerciais, devido a assepsia
necessaria em procedimentos cirlrgicos,
uma alternativa é a laparoscopia. Essa
técnica permite  depositar o0 sémen
diretamente dentro do Utero, sendo menos
invasiva que a laparotomia. Vazquez et al
(2003) obtiveram taxas de gestacdo acima
de 80% utilizando a laparoscopia, com um
nimero reduzido de espermatozdides
sexados (0,3 x 10° por corno uterino.

Embora gestacGes ja tenham sido descritas
utilizando doses com baixas concentracGes
através de técnicas ndo cirurgicas, este
procedimento se torna impraticdvel para
uso comercial em suinos (Bathgate et al.
2008).



2.6.1.2 Técnicas nao cirurgicas

2.6.1.2.1 Inseminacao Cervical

Tradicional (ICT)

A inseminacdo artificial intra-cervical € um
método consolidado na rotina das granjas e
gue gera, quando bem empregado, uma
Otima eficiéncia reprodutiva. A
inseminacdo intra-cervical € uma técnica
tradicional na espécie suina, que visa fixar a
pipeta no cérvice, onde é feita a deposic¢éo
da dose inseminante, sendo a técnica mais
utilizada no mundo. Entretanto, a busca
pela otimizagdo da utilizacdo dos
reprodutores, através da redugdo do nimero
de espermatozoides e do volume da dose
inseminante, associadas a queda do nimero
de inseminagbes por estro, tem motivado
varios estudos, notadamente no que se
refere & substituicdo da inseminacgdo
cervical pela intrauterina ou intrauterina
profunda.

De acordo com Bracken et al. (2003), a
inseminacéo cervical, utilizando doses com
baixas concentracBes, ndo resulta em
fertilidade aceitavel, mesmo acompanhada
pelo controle do momento da ovulacéo.

2.6.1.2.2 Inseminacéo intra-uterina (11U)

A 1IU é um processo que consiste na
deposicdo dos espermatozéides diretamente
no corpo uterino, ao contrario da deposi¢do
intracervical, tradicionalmente realizada.
Dallanora (2004), utilizou as técnicas de
ICT com 3 x 10° de espermatozéides em 90
mL e a U com 1,5 x 10° em 60 mL, e
inseminou 608 fémeas, ndo encontrando
diferenca significativa em nenhum dos
parametros reprodutivos avaliados.

De acordo com Grossfeld et al (2005), a 11U
apresenta resultados similares aos da
inseminacdo cirurgica , embora um namero

muito maior de espermatozbides seja
necessario nesta técnica.

Watson e Behan (2002) avaliaram a
fertilidade obtida com a 11U, ao utilizarem
doses de 1, 2 ou 3 x 10° de espermatozoides
frescos em doses inseminantes de 80 mL.
As fémeas foram inseminadas no momento
da deteccdo do estro, e novamente, 24 horas
ap6s a primeira inseminacdo. Nesse
experimento, ndo houveram diferencas
entre as taxas de parto para as doses com 1
(86,9%), 2 (92,5%) ou 3 x 10° (90,5%) de
espermatozoides inseminados.

A 11U apresenta-se como Gtima alternativa
para a utilizacdo do sémen fresco,
substituindo a ICT, pois ao proporcionar a
reducéo do namero de
espermatozoides/dose, aumenta-se 0
niamero de fémeas inseminadas por
ejaculado.

2.6.1.2.3 Inseminacdo intra-uterina

profunda (11P)

Na IIP, 0 sémen é depositado no ter¢o final
de um dos cornos uterinos,
aproximadamente a 25 cm da juncdo Utero-
tubarica. A 1IP é considerada a melhor
técnica para utilizagdo do sémen suino
criopreservado. Um cateter capaz de
permitir a 1IP utilizando doses com baixas
concentragBes, sem a necessidade de
cirurgia, foi desenvolvido por Martinez et al
(2001). A concentracdo  espermatica
minima/dose inseminante (sémen fresco)
usando esta técnica foi de 100 x 10° de
espermatozoides em 5 mL, com taxas de
gestacdo similares as obtidas com as doses
controle, de 3 x 10° de espermatozoides
inseminados transcervicalmente (Martinez
et al, 2001).

O cateter flexivel tem comprimento de 1,80
metro, diametro externo de 4 milimetros e
diametro interno de 1,8 milimetro. No ato
da inseminagdo, é inserido dentro de uma
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pipeta de inseminacao espiralada, ultrapassa
0S aneis cervicais e progride por um dos
cornos uterinos, sendo 0 sémen depositado
tdo proximo a juncdo Utero-tubérica quanto
possivel (Roca et al. 2003).

Martinez et al (2002) demonstraram que
quando o sémen fresco é depositado no
fundo de um dos cornos uterinos, utilizando
a lIP sem procedimentos cirdrgicos, taxas
de parto e tamanho de leitegada normais
podem ser obtidos com 50 x 10° de
espermatozoides, ou seja, 60 vezes menos
gue as obtidas com doses inseminantes
normais. Ao utilizarem o sémen congelado,
Roca et al (2003) demonstraram que doses
de 1 x 10° de espermatozoéides, cinco a seis
vezes menores que as normais, através da
IIP, podem responder por resultados de
fertilidade similares aos obtidos através da
ICT, quando utiliza-se 6 X 10° de células
por dose inseminante.

Doses de 62,5 x 10° de espermatozoides
com sémen fresco foram utilizadas sem
perda da fertilidade, quando comparada a
obtida com inseminacdo tradicional
(Bathgate et al. 2008). Para o sémen
congelado, os autores obtiveram resultados
satisfatdrios, quando utilizaram uma dose
de 1 x 10° de espermatozoides ou dupla
inseminacdo com 250 x  10%dose
inseminante. Concluiram, ainda, que em
fémeas com ovulagdo esponténea, uma
dupla inseminacdo seria mais recomendada
do que apenas uma inseminacdo, mais
eficaz em fémeas com ovulagdo induzida.

Varios trabalhos comparando a IIP com a
ICT (3 x 10° de espermatozoides/dose),
indicam que a IIP permite uma reducdo de
20 vezes no namero de espermatozoéides
inseminados, sem afetar a taxa de parto ou
tamanho da leitegada em fémeas com
ovulagbes induzidas por  horménios
(Martinez et al, 2002).

Entretanto, estudos usando a IIP em fémeas
sem tratamento hormonal, ou seja, com
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ovulacdo espontanea, indicam que embora
as taxas de gestacdo e de parto ndo sejam
afetadas, o tamanho da leitegada apés a IIP
com 150 x 10° de espermatozéides poderia
apresentar um leitdo a menos do que apo6s a
ICT com 3 x 10° de espermatozéides (Day
etal., 2003).

2.6.2 Momento ideal de inseminacéo

As taxas de parto e caracteristicas de
leitegada apds a inseminacdo artificial em
suinos dependem do momento da
inseminacdo em relacdo a ovulacdo (Kemp
et al., 1996; Soede et al., 1997). Soede et al.
(1995a) enfatizaram que uma boa
fertilidade poderia ser obtida quando
inseminacdes contendo 3 x 10° de
espermatozoides fossem realizadas 24 horas
antes da ovulagdo. Entretanto, a fertilidade
maxima ocorreu quando as inseminagdes
foram realizadas 8-12 horas antes da
ovulagdo. J& Nissen et al. (1997) realizaram
inseminagbes com doses inseminantes
contendo 2 x 10° de espermatozéides e
relataram boa fertilidade em porcas
inseminadas dentro de 28 horas antes da
ovulacdo e no méaximo 4 horas ap6s a sua
ocorréncia. Resultados similares com
leitoas foram encontrados, obtendo-se
maxima fertilidade quando as inseminagdes
foram realizadas dentro de 24 horas antes
da ovulagdo, com doses inseminantes de 2 x
10° de espermatozoides (Waberski et al.,
1994b; Waberski et al., 1997).

Steverink et al. (1997) compararam doses
inseminantes contendo de 1 a 6 x 10° de
espermatozoides para a inseminacdo de
porcas, e concluiram que o numero de
espermatozoides inseminados ndo afetou o
periodo ideal de cobertura, que é de 24
horas antes da ovulacéo.

Bracken et al. (2003) avaliaram se uma taxa
de fertilizagdo normal em leitoas poderia
ser alcangada, com uma simples
inseminacdo cervical, associada a um



niamero reduzido de espermatozdides,
respeitando-se um intervalo preciso relativo
a ovulacdo. Foram utilizadas doses
inseminantes contendo 500 x 10° de
espermatozoides, que resultaram em menor
nimero de embrides recuperados e mais
odcitos ndo fertilizados, em relacdo a um
grupo controle, ap6s a lavagem do Utero
cinco dias apds o inicio do estro. Os autores
concluiram que a inseminagéo cervical com
reduzido ndmero de espermatozdides nao
resulta em uma fertilizacdo aceitével,
mesmo quando realizada em momento ideal
relativo a ovulag&o.

Diante do exposto anteriormente, percebe-
se que o conhecimento desse periodo ideal
para a inseminacdo ndo é suficiente para
limitar o ndmero de inseminacfes para
apenas uma em todas as porcas, em virtude
do momento da ovulagdo das porcas, ndo
poder ser previsto dentro de uma variacdo
de 24 horas.

2.6.3 Numero e intervalo entre
inseminagdes

As multiplas inseminagdes durante o estro €
um procedimento padrdo utilizado na
maioria das granjas, devido a duragdo
relativamente longa do cio, com horéarios de
ovulagdo muito variaveis do ponto de vista
individual e de rebanho. De acordo com
Crabo e Dial (1992) uma dupla inseminacao
aumenta a taxa de parto de 8 a 12% e o
tamanho da leitegada em 0,2 leitbes, e
ainda, uma terceira inseminagcdo pode
oferecer uma leve vantagem nos indices
reprodutivos (Tilton e Cole, 1982). Na
maioria das fémeas, quando se utilizam
duas inseminacdes, a intervalos de 24 horas
durante o estro, uma delas podera ocorrer
suficientemente proxima do momento da
ovulagéo, de forma a garantir o sucesso da
fertilizagdo e, conseqlentemente, do
desempenho reprodutivo.

Entretanto, Dewey et al. (1995) ndo
encontrou nenhuma associacdo entre o
nimero de coberturas e o tamanho de
leitegada. Além disso, LaPierre (1994),
citado por Rozeboom et al. (1997) sugerem
que trés inseminacOes, realizadas a
intervalos de 24 horas durante o estro,
podem ser prejudiciais a fertilidade e
aumentar a incidéncia de descarga vaginal.

Sabe-se que o excesso de sémen e produtos
inflamatorios necessitam ser eliminados do
Gtero para garantir um ambiente uterino
adequado antes da descida dos embrides
(Pope et al., 1990). Ainda, de acordo com
Bower et al. (1974), a contratilidade uterina
sofre uma reducdo drastica ao final do estro,
0 que dificulta a limpeza ou “clearance”
uterino.

Segundo Rozeboom et al. (1997), tém sido
observada uma reducdo da fertilidade e do
tamanho da leitegada quando a ultima de
maltiplas inseminagdes é realizada durante
o final do estro ou no metaestro. Apesar de
existirem relatos de que uma terceira
inseminacdo melhora a performance
reprodutiva, o0s autores mencionados
anteriormente  demonstraram que uma
inseminacédo ao final do estro, pode de fato,
prejudicar a eficiéncia das inseminagdes
anteriores. Nesse trabalho, leitoas e porcas
foram inseminadas a intervalos de 24 horas,
imediatamente apds a detecgdo do estro,
enquanto as fémeas do grupo controle
foram inseminadas apenas uma vez no
primeiro dia do estro, quando néo
apresentavam cio no segundo dia, ou em
ambos os dias, se ainda estivessem em cio
no segundo dia. As fémeas do grupo testado
foram inseminadas da mesma maneira que
as do grupo controle, e entdo, novamente
inseminadas 24 horas apds a Ultima IA,
independentemente de estarem ou ndo em
estro. A Ultima 1A causou uma reducdo da
taxa de parto das fémeas de ordem de parto
1e 2 (23 e 22%, respectivamente), bem
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como no tamanho da leitegada em 1,1
leitdes por leitegada, independentemente da
ordem de parto. Além disso, ndo foram
observadas diferencas no tamanho de
leitegada e taxa de parto nas fémeas em
estro inseminadas tardiamente, quando
comparadas as que estavam em metaestro,
no momento da ultima IA. Os autores
relatam, ainda, que os resultados néo
indicam que trés inseminagBes ou
inseminagbes a intervalos de 24 horas
deveriam ser evitadas, mas sim, que a
altima inseminagd0 ndo deveria ser
realizada durante o final do estro ou
metaestro.

Em outro estudo, De Winter et al. (1992)
demonstraram  que  fémeas  suinas
inoculadas com bactérias durante o final do
estro e metaestro foram mais susceptiveis a
infeccdo uterina que as inoculadas durante o
inicio e meio do estro. Os autores
concluiram que a endometrite, presenca de
corrimento vaginal e menor fertilidade sdo
mais comuns em granjas nas quais as
fémeas sdo inseminadas tardiamente
durante o estro, devido a falhas na sua
detecgéo.

Bortolozzo et al. (2005b) inseminaram
leitoas, utilizando doses com 4 x 10° de
espermatozoides, 12 horas ap6s o inicio,
sendo as inseminagOes repetidas a cada 12
horas (duas vezes ao dia) ou 24 horas (uma
vez ao dia) durante o estro. Os autores nao
encontraram  diferencas entre leitoas
inseminadas uma ou duas vezes ao dia para
taxa de retorno ao estro e taxa de parto
ajustada. Entretanto, leitoas inseminadas
apenas uma vez ao dia apresentaram uma
reducéo de 1,2 leitdes, quando comparadas
com as inseminadas duas vezes.

Com o objetivo de investigar o efeito da
freqiiéncia de cobri¢Bes sobre a fertilidade e
tamanho da leitegada de fémeas suinas, Xue
et al. (1998a) realizaram um estudo
retrospectivo envolvendo os dados de
registro reprodutivo de 20 granjas, durante
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um periodo de sete anos. Foram utilizados,
para este fim, 153.936 eventos de cobricdo,
onde a monta natural foi utilizada. Fémeas
cobertas uma, duas ou trés vezes durante o
estro foram incluidas no estudo. Os
resultados demonstraram que leitoas
cobertas apenas uma vez durante o estro,
apresentaram as menores taxas de
concepcéo, de parto e de parto ajustada, se
comparadas as leitoas cobertas duas vezes.
Do mesmo modo, porcas cobertas apenas
uma vez, tiveram uma reducgdo nas taxas de
concepcao, parto e parto ajustada quando
comparadas as cobertas duas vezes.
Entretanto, ndo observou-se qualquer
diferenca nas taxas de fertilidade entre
fémeas cobertas duas ou trés vezes durante
0 estro. O tamanho da leitegada s6 foi
influenciado pela freqiiéncia de cobrigdes
em leitoas. As leitoas cobertas uma vez
apresentaram menor namero de leitdes
nascidos totais e nascidos vivos em relacdo
as cobertas duas ou trés vezes. Por outro
lado, ndo houve diferenca entre as cobertas
duas ou trés vezes, em relacdo as
caracteristicas de leitegada.  Assim,
concluiu-se  que duplas  cobricGes,
utilizando-se a monta natural, melhoram as
taxas de fertilidade, e o tamanho da
leitegada em leitoas. Além disso, cobri¢des
triplas durante o estro, ndo melhoraram as
taxas de fertilidade nem o tamanho da
leitegada, quando comparadas com as
duplas cobrigdes.

Em outro estudo semelhante, Xue et al.
(1998b) avaliaram o efeito da frequéncia de
cobrigdes sobre a performance reprodutiva
de 256 leitoas e 766 porcas, cobertas
através de monta natural, uma, duas ou trés
vezes durante o estro. Os autores
demonstraram que leitoas e porcas cobertas
trés vezes ndo apresentaram superioridade
quanto & taxa de parto e tamanho da
leitegada, quando comparadas  aos
resultados obtidos com cobrigdes simples
ou duplas durante o estro. Para as porcas,
ndo houve diferenca nas taxas de parto e
tamanho da leitegada, quando cobertas uma



ou duas vezes por estro. Entretanto, leitoas
cobertas duas vezes durante o estro
apresentaram maior tamanho de leitegada
gue as submetidas a uma Unica cobricdo
(9.7 vs 8.6 leitBes, respectivamente).

Recentemente, Braga et al. (2009a)
inseminaram 70 fémeas primiparas e
multiparas, as quais foram monitoradas
guando do inicio do cio trés vezes ao dia, a
partir do dia do desmame. As fémeas em
cio na manha eram inseminadas na noite do
mesmo dia, enquanto as apresentando cio a
tarde ou a noite eram inseminadas na
manhd do proximo dia. O intervalo entre
inseminacdes, da primeira a terceira IA, foi
de 12 horas, sendo que as fémeas s6 foram

inseminadas pela quarta vez quanto
permaneciam em cio por mais que 24 horas
apos a terceira inseminagdo. De acordo com
0s autores, fémeas submetidas a quatro
inseminagOes artificiais responderam com
menor taxa de prenhés, havendo uma
reducdo de 16,45% quando utilizou-se
quatro inseminagfes por estro, como
demonstrado na tabela 6. Os autores
concluiram que dentro do estabelecido pela
literatura, de que as ovulagBes ocorrem
qguando transcorridos cerca de 70% da
duracdo do estro, pode ser que muitas
inseminacOes, notadamente a quarta tenha
ocorrido em momento inoportuno, do ponto
de vista enddcrino e conseqlientemente de
defesa uterina.

Tabela 6. Efeito do nimero de inseminacdes sobre a taxa de prenhes, nascidos totais e vivos de fémeas

suinas
NUmero de Prenhes % Nascidos Totais Nascidos Vivos
inseminacdes
3 las 94,59 (35/37)* 13,78 + 3,67 12,69 + 3,27
4 las 78,13 (25/32)" 11,65 + 3,86 10,43 + 3,35
Total 86,96 (60/69) - -

2> Médias na mesma coluna, seguidas por letras diferentes, diferem (p<0,05).

Atualmente existe uma grande variedade
de protocolos envolvendo 0 momento
ideal para realizarem-se inseminagGes em
fémeas suinas, o que resulta em diferentes
médias, no que se refere ao nimero de
inseminagbes/fémea coberta.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagdo, periodo do
experimento e dados metereoldgicos
durante a fase experimental

Os experimentos foram realizados na
Fazenda Chua, pertencente a empresa
DanBred do Brasil, localizada no municipio
de Patos de Minas, estado de Minas Gerais,
situado a 853 metros de altitude, 18°35°46™"
de latitude sul e a 46°31°0"" de longitude
oeste (Instituto de Geociéncia Aplicada —
IGA).

O periodo experimental compreendeu o0s
meses de junho de 2009 a janeiro de 2010,
estando os  dados  metereoldgicos
observados durante esse periodo
apresentados na tabela 7.
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Tabela 7. Dados metereoldgicos médios do periodo experimental

Temperaturas médias (°C) Precipitacdo Umidade Insolacdo
Ano Més Média  Minima  Méxima pIuv(lomrrnne)trlca relaartl(\éz)do (horas/més)
2009 Junho 18,1 12,7 25,6 55,6 74 230,7
Julho 19,9 13,7 27,5 0,3 64 281,6
Agosto 20,9 14,3 27,5 28,9 59 249,3
Setembro 23,0 17,5 30,0 47,6 66 193,8
Outubro 22,5 18,2 29,1 85,2 76 136,6
Novembro 23,8 19,0 30,3 3135 73 200,3
Dezembro 22,1 18,4 27,8 367,5 82 119,3
2010 Janeiro 23,4 18,6 29,7 145,3 75 183,0
Fonte: INMET — 5° Distrito de Metereologia
3.2 Delineamento Experimental e intervalos de 4 a 6 dias.
animais utilizados
Durante 0 experimento, utilizaram-se

3.2.1 Experimento I: Efeito da fragéo
do ejaculado e do protocolo de
resfriamento sobre as caracteristicas
fisicas e morfolégicas do sémen de
varroes, avaliadas a diferentes periodos
de estocagem a 5°C ou 17°C, em
contéiner especial

Foram utilizados para esse experimento
cinco machos da raca Landrace,
pertencentes a Central de Inseminagdo
Artificial da DB-Danbred do Brasil, com
idade superior a 12 meses, de fertilidade e
qualidade seminal comprovadas apos
avaliacio do desempenho reprodutivo,
baseado nos dados de fertilidade do
rebanho, e exame androlégico dos mesmos.

Como delineamento experimental, utilizou-
se um esquema fatorial 2 x 2, composto por
duas fracbes do ejaculado (Fracdo 1-
primeiros 15 mL da fraco rica e Fracdo 2-
restante do ejaculado) submetidos a dois
protocolos de resfriamento do sémen
(Tratamento 1- diluidor MR-A e estocagem
a 17°C e Tratamento 2- diluidor glicina-
gema de ovo e estocagem a 5°C), em
contéiner especial. Para tal, utilizaram-se 10
ejaculados dos cinco varrdes, coletados a
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coletas fracionadas do sémen, recebendo os
primeiros 15 mL, a denominag&o de Fragédo
1 (F1) e o restante do ejaculado
denominado de Fracdo 2 (F2). De cada
fracdo do ejaculado, foram preparadas
doses inseminantes submetidas a dois
protocolos de resfriamento, envolvendo
diferentes diluidores e temperaturas de
estocagem, descritas a seguir. Assim, para a
avaliacdo in vitro, ap6s cada coleta
fracionada, as fragdes 1 (F1) e 2 (F2) do
ejaculado foram sub-divididas e submetidas
aos tratamentos a seguir:

F1T1: fracdo 1, diluida no diluidor MR-A e
armazenada a 17°C em contéiner especial;
F1T2: fracdo 1, diluida no diluidor glicina-
gema de ovo (Foote, 2002) e armazenada a
5°C em contéiner especial;

F2T1: fragdo 2, diluida no diluidor MR-A e
armazenada a 17°C em contéiner especial;
F2T2: fracdo 2, diluida no diluidor glicina-
gema de ovo (Foote, 2002) e armazenada a
5°C em contéiner especial;

Apo6s a avaliagdo e diluicdo do sémen, de
ambas as fragdes coletadas, o0 mesmo foi
resfriado e armazenado a 5 ou 17°C em um
contéiner desenvolvido especialmente para
a espécie suina (Roner, 2006).



No decorrer da estocagem do sémen por 72
horas, submeteram-se ambas as fragdes as
avaliacbes fisicas (motilidade e vigor) e
morfol6gicas nos periodos de 0, 12, 24, 36,
48 e 72 horas ap6s a coleta do sémen.

As amostras foram avaliadas, em diferentes
intervalos apdés o resfriamento, com o
objetivo de avaliar o tempo méaximo de
estocagem do sémen, sem que ocorresse
perda significativa de sua viabilidade.
Detalnes da coleta fracionada estdo
apresentados no item 3.3.2.

3.2.2 Experimento Il: Fertilidade de
fémeas suinas inseminadas com sémen
oriundo de duas fragdes do ejaculado,
submetidas a dois protocolos de
resfriamento a 5°C ou 17°C

No presente experimento, utilizaram-se 40
fémeas DB-25°, de 32 e 42 ordens de parto,
distribuidas  uniformemente  apdés o

agrupamento por ordem de parto (tabela 8),
em um esquema fatorial 2 x 2, envolvendo
duas fracdes do ejaculado e dois protocolos
de resfriamento do sémen, em quatro
tratamentos, descritos a seguir:

F1T1: fémeas inseminadas com sémen da
fracdo 1 do ejaculado, diluido em diluidor
MR-A e armazenado a 17°C em contéiner
especial (n=10);

F1T2: fémeas inseminadas com sémen da
fracdo 1 do ejaculado, diluido em diluidor
glicina-gema de ovo (Foote, 2002) e
armazenado a 5°C em contéiner especial
(n=10);

F2T1: fémeas inseminadas com sémen da
fracdo 2 do ejaculado, diluido em diluidor
MR-A e armazenado a 17°C em contéiner
especial (n=10);

F2T2: fémeas inseminadas com sémen da
fracdo 2 do ejaculado, diluido em diluidor
glicina-gema de ovo (Foote, 2002) e
armazenado a 5°C em contéiner especial
(n=10);

Tabela 8. Distribui¢do das fémeas por ordem de parto, dentro de cada tratamento

Tratamento Ordem de Parto
3? 42 Total
F1T1 04 40,00% 06 60,00% 10
F1T2 05 50,00% 05 50,00% 10
F2T1 03 30,00% 07 70,00% 10
F2T2 04 40,00% 06 60,00% 10
Total 16 40,00% 24 60,00% 40 100%

As andlises estatisticas referentes a tabela 8,
estdo apresentadas no anexo lla do
Experimento Il (pagina 196).

As fémeas deste experimento foram
inseminadas com o0 sémen dos mesmos

varrdes utilizados no Experimento I, sendo
0os mesmos distribuidos uniformemente
quanto ao nimero de inseminagdes dentro
de cada tratamento (tabela 9), respeitando-
se um intervalo médio de trés dias entre as
coletas de cada macho.
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Tabela 9. Freqiiéncia de utilizacdo dos reprodutores suinos nas matrizes, quanto ao ndmero de
inseminacBes/tratamento

Varrao F1T1 F1T2 F2T1 F2T2 Total
n° % n° % n° % n° % n° %

134 04 3,08 05 3,85 07 5,38 05 3,85 21 16,15
17787 09 6,92 06 4,62 08 6,15 07 5,38 30 23,08
22334 04 3,08 07 5,38 06 4,62 08 6,15 25 19,23
38498 07 5,38 05 3,85 06 4,62 06 4,62 24 18,46
38531 08 6,15 09 6,92 06 4,62 07 5,38 33 23,08
Total 32 24,62 32 24,62 33 25,38 33 25,38 130 100,00

As andlises estatisticas referentes a tabela 9,
estdo apresentadas no anexo |llb do
Experimento Il (pagina 196).

3.3 Procedimentos relacionados ao
varrao

3.3.1 Manejo reprodutivo e nutricional

Os machos eram mantidos em uma baia
individual com temperatura controlada,
recebendo racdo duas vezes ao dia com
niveis nutricionais especificos para essa
categoria, conforme a tabela 10.

Tabela 10. Niveis nutricionais da ragéo fornecida aos varrdes durante o experimento

Niveis nutricionais Reprodutores
Proteina (%) 16,68
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3.100,00
Fibra Bruta 4,57
Calcio 1,02
Fosforo Total 0,76

3.3.2 Coleta do sémen

No momento da coleta, os machos eram
conduzidos para a gaiola de higienizagéo,
onde realizava-se a limpeza da regiéo
prepucial, compreendendo 0 esvaziamento
do diverticulo prepucial através de pressao
mecénica e higienizacdo da regido externa
do  preplcio com  papel toalha.
Posteriormente, os machos eram deslocados
para a sala de coleta, que continha um
manequim fixo com altura regulavel, piso
aderente e auséncia de objetos que
pudessem distrair a sua atencdo. Assim que
0 macho saltava sobre o manequim,
realizava-se uma nova higienizacdo a seco
do prepdcio, utilizando-se papel toalha.
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Para a coleta, utilizou-se a técnica de mao
enluvada descrita por Hancock e Howell
(1959), sendo o sémen coletado em um
recipiente plastico, seco e esterilizado,
protegido por recipiente isotérmico, ambos
previamente mantidos em estufa a 35-37°C.
Visando-se a separacdo da fracdo gelatinosa
do sémen, foi acoplado ao recipiente, um
papel filtro (filtro descartavel®, Minitub do
Brasil).

A coleta do sémen foi realizada de forma
fracionada, ou seja, ap0s desprezar-se 0S
primeiros jatos de sémen, foram coletados
0s primeiros 15 mL da fracdo rica em
espermatozoides (Fracdo 1) em um tubo
plastico de centrifuga graduado (tipo



Falcon) com capacidade de 50 mL.
Acoplado ao tubo, utilizou-se um funil
pequeno contendo sobre sua abertura o
filtro descartavel. Assim que o volume de
15 mL fosse atingido, e a coleta da fragéo 1
terminasse, o coletador substituia o tubo por
outro recipiente visando-se a coleta do
restante do ejaculado (Fracdo 2). Para a
coleta dessa fracdo, utilizou-se um copo
pléastico descartavel de 500 mL, protegido
por um copo isotérmico para reduzir o
choque térmico. Nas ocasifes em que ainda
houvesse sémen no funil apds a coleta da
fracdo 1, o mesmo era imediatamente
colocado sobre o recipiente de coleta da
segunda fracdo, aguardando-se até que todo
0 conteludo descesse pelo mesmo, com o
objetivo de ndo perder nenhum volume do
ejaculado.

Imediatamente apo6s a coleta, 0 sémen era
encaminhado ao laboratorio, sendo mantido
a temperatura de 35-37°C em banho-maria,
e avaliado quanto as caracteristicas fisicas
(concentragdo, motilidade e vigor) de
ambas as fragBes; e ainda, nesse momento,
era retirada uma aliquota de sémen de cada
fracdo, devidamente diluida e conservada
em solugédo de formol-salina para posterior
avaliagcdo da morfologia espermatica.

3.3.3 Auvaliacao fisica do sémen

Apbs a coleta, o sémen foi avaliado quanto
ao seu aspecto e classificado em soroso,
soroso-leitoso ou leitoso. O volume da
Fracdo 2 foi determinado através da
pesagem em balanga digital, considerando-
se que cada grama de sémen corresponde ao
volume de um mL.

Para a analise da concentracdo espermatica,
uma amostra de sémen de cada fracdo foi
retirada e diluida em solucdo de formol-
salina tamponada (Hancock, 1957).
Baseando-se nas concentracbes observadas
em cada fracdo, durante a realizagdo de um
pré-experimento, padronizou-se que devido

a alta concentracdo de espermatozdides por
mililitro de sémen encontrada na fragdo 1, a
mensuracdo de sua concentracdo seria
realizada retirando-se uma aliquota de 10 pl
de sémen com auxilio de uma pipeta
graduada, a ser diluida em 8 mL de uma
solucdo formol-salina tamponada, a uma
taxa de diluicdio de 1:800. Para a
mensuracdo da concentracdo espermatica da
Fracdo 2, utilizou-se uma aliquota de 40 pl
de sémen diluida em 4 mL da solugdo de
formol-salina tamponada, a uma taxa de
diluicdo de 1:100. Para ambas as fracOes,
realizou-se a contagem das células
espermaticas em hematocitdmetro (Camara
de  Neubauer).  Assim, ap6és a
homogeneizacdo da solugdo, preenchia-se
os dois lados da cAmara, aguardando-se um
periodo de cinco minutos em repouso para
uma adequada sedimentacdo das células
esperméaticas.  Entdo, realizava-se a
contagem em microscopio Optico, com
aumento de 400x. O valor médio
encontrado apds a contagem de cinco
guadrados, na diagonal, nos dois lados da
camara, era entdo multiplicado por uma
constante de 40 x 10° para a Fracdo 1, e de
5 x 10° para a Fracdo 2, visando-se obter o
namero de células espermaticas por mL de
sémen. Quando a diferenca entre as
contagens dos dois lados da camara
ultrapassava os 10%, realizava-se um novo
procedimento.

Para avaliagdo da motilidade e vigor,
colocou-se uma gota de sémen entre lamina
e laminula, previamente aquecidas em mesa
aquecedora a 37°C, sendo submetida
imediatamente a avaliacdo microscopica de
campo claro, com aumento de 100X e
400X, sendo a motilidade expressa em
percentual de células moveis/campo (0 -
100). Para avaliagdo do vigor espermatico
foi utilizado uma escala subjetiva de 0 a 5,
baseando-se na velocidade de deslocamento
das células espermaticas nos campos
avaliados, recebendo 0 as células imoéveis e
cinco as com grande rapidez de
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movimentagdo. Na mesma  amostra,
observou-se 0 nuamero de aglutinagGes
encontradas por campo, utilizando-se uma
escala de 0 a 3. Assim, foi atribuido o valor
0 para auséncia de aglutinagéo, e valores de
1, 2 e 3 para um nimero de aglutinacdes de
1 a2 3abeacimade 6 por campo,
respectivamente.

Para  as avaliagdes morfoldgicas
espermaticas, a serem realizadas
posteriormente, retirou-se amostras de
sémen, devidamente acondicionadas em
solucdo formol salina tamponada. As
analises morfoldgicas foram realizadas em
microscopio Optico com contraste de fase
(1000X), sendo uma gota da solucdo
depositada em uma lamina, cuidadosamente
coberta por laminula. O exame de cada
amostra  constituiu-se da  observacéo
morfolégica de 100 células espermaticas
(Shipley, 1999), localizadas em diversos
campos ao longo de toda a lamina, quando
investigou-se a percentagem de
espermatozoides normais e com patologias
de cabeca, peca intermediaria, cauda,
acrossoma, gota proximal, gota distal e
defeitos totais (CBRA, 1998).

3.3.4 Processamento do sémen

3.3.4.1 Diluicéo do sémen

Para a diluicdo do sémen, considerou-se a
concentracdo espermatica por mL de cada
fracdo, multiplicada pela motilidade
encontrada, visando-se obter o nimero de
células vidveis por mL. Como utilizou-se
uma dose padrio de 3 x 10° de
espermatozoides moveis diluidos em um
volume de 100 mL, dividiu-se o valor de 3
x 10° pela quantidade de células viaveis por
mL de sémen, encontrando-se assim, O
volume de sémen necessario por dose
inseminante. Para o célculo do volume de
diluidor necessario em cada dose, subtraiu-
se do volume total da dose inseminante
(100 mL), o volume de sémen necessario
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para uma concentracdo espermatica de 3 x
10° de espermatozéides maveis/dose.
Novamente, baseando-se nos resultados de
um  pré-experimento, verificou-se a
necessidade de uma pré-diluicdo imediata
da Fracdo 1, devido a alta concentragdo
espermatica por mL encontrada na mesma.
Desta forma, assim que essa fragdo chegava
ao laboratorio, realizava-se 0sS
procedimentos para mensuracdo da
concentragdo e coleta de uma amostra para
exame morfol6gico, apds o que a mesma
era rapidamente sub-dividida em dois tubos,
com volumes iguais de 7,5 mL. A seguir, 0
sémen presente em ambos 0s tubos era
submetido a uma pré-diluicdo, quando
adicionava-se em um tubo, um volume de
22,5 mL de diluidor MR-A, e no outro,
volume igual de diluidor glicina-gema de
ovo, perfazendo-se uma diluicdo de 1:3
(sémen:diluidor). O sémen pré-diluido era
mantido em banho-maria a 35-37°C até a
mensuracdo da concentragdo espermatica e
os célculos para preparacdo de cada dose
inseminante. Para a Fracdo 2, ndo realizou-
se a pré-diluigdo.

Para ambas as fracGes, preparou-se doses
dos diferentes tratamentos dentro da mesma
fracdo do ejaculado. Desta forma, apds o
calculo do volume de sémen necessario
para preparacdo de cada dose, tanto para a
Fracdo 1 como para a Fracdo 2, as doses
inseminantes eram preparadas diretamente
em cada uma das bisnagas plasticas (100
mL). Para isto, no momento da preparacao
das doses, colocava-se um volume de
diluidor aquecido a 35-37°C , variando de
30 a 50 mL, em cada uma das bisnagas,
dependendo do tratamento, as quais
adicionava-se posteriormente, o volume de
sémen necessario para produzir uma dose
inseminante de 3 x 10° de espermatozéides
moéveis. Em seguida, a bisnaga era
completada com o diluidor, até atingir o
volume de 100 mL. Todas as bisnagas eram
corretamente identificadas antes do envase
do sémen, sendo anotados o nUumero do



macho, data e o tratamento ao qual
pertenciam.

Imediatamente ap6s o envase, as doses
foram submetidas a dois protocolos de
resfriamento. As doses inseminantes foram
acondicionadas dentro do contéiner,
especificamente, dento dos blocos menores,
atingindo as temperaturas de manutengéo
desejadas, por meio de aberturas laterais, do
bloco central e dos blocos menores,
permitindo a troca de calor/frio entre as
bisnagas e a unidade refrigeradora. As
doses preparadas com o diluidor glicina-
gema de ovo eram mantidas em contato
direto com a unidade refrigeradora, por um
periodo de 4 horas. Por outro lado, as
preparadas com o diluidor MR-A foram
assim mantidas por 2 horas. Apl6s esse
periodo, os blocos menores que continham
as doses, eram girados, de forma a
permanecer isolados do bloco refrigerador

por 1 cm de isopor, para as doses diluidas
em glicina-gema de ovo, as quais desejava-
se uma temperatura de 5°C. O mesmo
procedimento foi adotado nos blocos com
as doses diluidas no diluidor MR-A, sendo
0S mesmos girados, mantendo-se a
distancia de 5,5 cm do bloco refrigerador,
onde pretendia-se manter a temperatura de
17°C.

3.3.4.2 Preparacao dos diluidores

Utilizou-se nos experimentos | e I, os
diluidores MR-A® e o glicina-gema de ovo
(Foote, 2002), sendo que o MR-A®, por
motivos comerciais, ndo apresenta formula
aberta. Entretanto, a composi¢do do
diluidor glicina-gema de ovo estd
apresentada na tabela 11.

Tabela 11. Composigdo do diluidor Glicina-gema de ovo (Foote, 2002)

Componentes

Glicina-gema de ovo

Glicose Anidra (g)
Citrato de Sodio (g)
Glicina (g)
Penicilina (U.I)
Estreptomicina (g)
Gema de ovo (mL)
Agua (mL)

pH

Osmolaridade

10,0
3,3
3,3

1.000.000
1

200
800

6,82
217

Para a preparagéo dos diluidores, utilizou-se
agua miliQ (&gua do tipo 1), autoclavada e
armazenada em frascos plasticos de 2 litros
hermeticamente fechados. Quando de sua
utilizacdo, a &gua era aquecida em banho-
maria a 37°C, visando-se uma melhor
dissolucdo dos componentes.

No caso do diluidor MR-A®, dilufa-se um
sache do produto em 1 litro de agua
seguindo a recomendacdo do fabricante.
Ap6s a completa dissolucdo  dos
componentes, 0 mesmo era mantido em
banho-maria a 35-37°C até o momento da
dilui¢do do sémen.

93



Para a preparacdo do diluidor glicina-gema
de ovo, inicialmente pesava-se todos o0s
ingredientes utilizando-se uma balancga
digital, com excecdo da penicilina. Em
seguida, adicionava-se aos ingredientes
agua g.s.p. 800 mL, além do volume de
penicilina indicado. Finalmente, ap6s a
completa homogeneizacdo e dissolucéo dos
componentes, adicionava-se um volume de
200 mL de gema de ovo.

Nas ocasifes em que ndo houvesse
necessidade da preparacdo de 1 litro do
diluidor glicina-gema de ovo, utilizava-se
uma  quantidade  proporcional  dos
ingredientes para preparar 0 Vvolume
desejado naquele momento.

Quanto a obtencdo da gema de ovo,
utilizou-se sempre ovos de galinha, dentro
de um a cinco dias da postura. Visando-se
diminuir os riscos de contaminacdo, 0s 0vos
eram lavados com agua corrente e sabao
neutro, e posteriormente higienizados com
alcool antes de sua utilizagdo. Os ovos eram
entdo quebrados, procurando-se eliminar
toda a clara, incluindo a secagem da gema
em um papel filtro circular de 11 cm de
diametro, proprio para o procedimento.
Assim que a gema apresentava-se sem
residuos da clara, era furada, sendo todo o
conteddo da mesma transferido para uma
proveta, descartando-se a membrana
protetora da gema, até atingir o volume
desejado. Sempre que o contetdo da gema
era extravasado no filtro, antes da completa
secagem, a mesma era entdo descartada.

Apo6s a adicdo da gema de ovo ao restante
da solucdo preparada, procurava-se
homogeneizar o diluidor com o auxilio de
um bastéo de vidro por cerca de um minuto,
até a completa dissolucdo da gema. Em
seguida, avaliava-se uma gota do diluidor
pronto, entre l&mina e laminula em
microscépio a 100x, visando-se observar a
completa dissolucdo dos glébulos de
gordura da gema de ovo.
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3.3.4.3 Resfriamento e armazenamento
do sémen

Para o resfriamento, utilizou-se um
contéiner desenvolvido especialmente para
o resfriamento e conservacdo do sémen
suino, e que apresenta uma taxa de
resfriamento controlada de 37°C para
temperaturas de 17 ou 5°C (Roner, 2006).

O contéiner constitui-se de trés blocos de
isopor: um bloco compacto formando o
fundo; um bloco central com perfuracdes
para colocacdo dos blocos menores,
contendo os frascos plasticos que
acondicionam o sémen diluido a ser
resfriado, e uma perfuracdo central para
colocacgéo do sistema refrigerador, havendo,
ainda um bloco com funcdo de tampa. O
bloco central do contéiner, formado de seis
blocos menores, possui perfuracdes laterais
para colocacdo das bisnagas plasticas, que
se movimentavam em torno do bloco
central, permitindo atingir a temperatura de
17 £1°C ou 5 £1°C. Cada bloco comporta
duas bisnagas de 100 mL, totalizando 12
doses por contéiner.

Baseando-se nas curvas realizadas durante a
montagem do contéiner em varios pré-
experimentos, ficou estabelecida a distancia
de 5,5 cm do bloco refrigerador, para os
blocos menores, visando-se a manutencdo
da temperatura de 17 +1°C, e de 1cm, para
a de 5 £1°C. Por meio de aberturas laterais,
do bloco central e dos blocos menores,
ocorre troca de calor/frio entre os frascos e
0 sistema refrigerador, obtendo-se taxas de
resfriamento controladas.

O sistema refrigerador do contéiner
constituiu-se de cilindro fechado nas suas
extremidades, confeccionado a partir de
uma liga de latdo/aluminio. Esse cilindro
foi revestido por tela de arame, com a
fungdo de manter o contato homogéneo das
doses com o sistema refrigerador. O interior
do cilindro foi preenchido com 1,6 litros de



gelo reciclavel e mantido em congelador,
por no minimo 12 horas, antes da sua
utilizacdo.

De acordo com Roner (2006), apds as doses
de sémen serem introduzidas no contéiner,
a taxa de resfriamento inicial de 37°C para
17°C, é de -0,16°C/min até atingir a
temperatura de 17°C e de —0,17°C/min até
5°C, sendo que na temperatura de choque
térmico, entre 17°C a 8°C, foi de -
0,0049°C/min.

3.3.4.4 Avaliacéo do sémen resfriado

Apl6s a preparacdo das doses para 0
resfriamento, realizou-se a  primeira
avaliagdo do sémen antes das mesmas
serem colocadas no contéiner,
considerando-se esta avaliagdo como
controle (0 hora).

Para o Experimento I, foram realizadas
avaliagbes seriadas do sémen, nos
intervalos de 12, 24, 36, 48 e 72 horas ap0s
0 inicio do processo de resfriamento. Dessa
forma, objetivou-se encontrar um tempo
maximo de resfriamento do sémen, sem que
ocorresse perda significativa de sua
viabilidade.

Para a avaliagdo do sémen nos diferentes
intervalos de tempo, evitou-se a abertura do
contéiner para que ndo ocorresse elevacao
da temperatura no interior do mesmo. Para
isto, pequenos orificios foram perfurados
em posicOes estratégicas na tampa do
contéiner, nos quais foram introduzidas
sondas uretrais (n° 06) para dentro do
mesmo, dirigidas, em seguida, para dentro
das bisnagas plasticas, cujas extremidades
das tampas foram previamente cortadas.
Posteriormente, atentando-se para que as
sondas ndo saissem de dentro das bisnagas,
a tampa era colocada cuidadosamente em
sua posi¢cdo. Finalmente, uma fita adesiva
era passada em toda a circunferéncia do
contéiner, envolvendo o encontro do corpo

com a tampa, evitando-se assim o0
movimento da mesma. No momento
preconizado das avaliagdes, uma seringa de
20 mL era acoplada na sonda uretral
visando-se a retirada de uma amostra, de
aproximadamente 3 mL do sémen diluido
para avaliacdo. Entretanto, antes da retirada
da amostra, com o intuito de homogeneizar
0 sémen e ressuspender os espermatozoides,
lentamente, a seringa era cheia e esvaziada
novamente, realizando-se esse
procedimento cerca de cinco vezes. Com
excecdo da avaliagho de 12 horas, a
primeira apds o fechamento do contéiner,
em todas as outras avaliagdes, retirou-se um
volume de cerca de 2 mL antes de se iniciar
a homogeneizacdo, sendo esse sémen
descartado, visando-se eliminar um
provavel sémen residual que tenha
permanecido na sonda ap0s a avaliagdo
anterior.

Para o Experimento Il, antes das
inseminacbes, realizou-se uma nova
avaliacdo das doses inseminantes. Assim, 0
contéiner era aberto dentro do laboratério
resfriado com ar condicionado, sendo as
doses a serem utilizadas naquele momento
retiradas; nas ocasides em que fosse
necessaria a manutencdo de alguma dose
dentro do contéiner, 0 mesmo era
novamente fechado e lacrado. Apds a
retirada das doses, as mesmas eram
corretamente  homogeneizadas, sendo as
bisnagas abertas para retirada de uma
amostra de cerca de 3 mL do sémen.

As amostras retiradas para as avaliagdes,
eram transferidas para um tubo Ependorff,
guando eram aquecidas em banho-maria a
37°C por cerca de 5 a 8 minutos para o
sémen a 17°C diluido em MR-A, e por
cerca de 10 minutos para o sémen a 5°C
diluido em diluidor de glicina-gema de ovo.
Em seguida, retirava-se uma gota, colocada
entre lamina e laminula pré-aquecidas a
37°C, para avaliacdo da motilidade e vigor
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em microscopio 6ptico, com aumentos de
100 e 400x.

Além disso, foram retiradas amostras de
cada tratamento, devidamente diluidas em
solucdo de formol-salina, para posterior
avaliacdo morfoldgica dos espermatozdides.

Para a avaliagdo fisica das amostras de
sémen diluidas em glicina-gema de ovo,
utilizou-se uma solucdo clarificante de
citrato de soédio a 5%, colocando-se uma
gota de sémen e uma gota da solucgdo entre
Iamina e laminula.

34 Procedimentos relacionados as
fémeas

3.4.1 Manejo reprodutivo e nutricional

Todas as fémeas selecionadas para o
experimento foram inspecionadas ainda na
maternidade, quando eram anotados 0s
nimeros dos brincos, ordem de parto,
condigbes clinicas e o dia previsto do
desmame. Cerca de dois dias antes do
desmame, as fémeas eram marcadas na

regido dorsal com uma letra T (teste)
utilizando-se  um bastdo de marcacdo
vermelho. Dessa forma, todas as fémeas ao
desmame apresentando a marcagdo, eram
direcionadas para um mesmo galpdo de
gestagdo, de forma a facilitar o manejo no
experimento.

O desmame das fémeas, ocorreu em média
aos 21 dias de lactacéo, sendo que 0 mesmo
era realizado em lotes, as segundas, quartas
e sextas-feiras, sempre pela manha,
aproximadamente as 8:00 horas. As fichas
individuais eram transferidas da
maternidade para a gestacdo juntamente
com as respectivas fémeas, sendo anotado o
dia do desmame e o tratamento a que
pertenciam.

No periodo caracterizado como intervalo
desmame-cio (IDC), as fémeas foram
alimentadas com a racdo de lactacdo a
vontade. As fémeas que apresentavam cio e
iniciavam as inseminacBes, passavam a
receber 2,0 kg de racdo de gestacdo. As
especificacbes nutricionais de cada racdo
fornecida estdo apresentadas na tabela 12.

Tabela 12. Niveis nutricionais das rac@es utilizadas pelas fémeas durante o experimento

Niveis nutricionais

Tipos de Racgdo

Lactacéo Gestacdo
Proteina (%0) 19,02 14,45
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3.400,00 2.850,00
Fibra Bruta (%) 3,75 5,35
Calcio (%) 1,00 0,95
Fosforo Total (%) 0,73 0,82

3.4.2 Intervalo desmame-estro,
manifestacao e duracdo do estro

A deteccgdo do estro foi realizada trés vezes

ao dia (8:00, 15:00 e 20:00h), inclusive no
dia do desmame, através do contato das
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fémeas com um varrdo maduro, sendo a
fémea estimulada por contato focinho-
focinho com o varrdo. Concomitantemente,
aplicava-se pressdo sobre seu dorso e
flanco, quando avaliava-se o reflexo de
tolerancia ao homem, na presenca do
varrdo. Considerou-se como inicio do cio o



momento em que as fémeas permitiram que
0 investigador sentasse sobre o seu dorso
por algum tempo, sem sinal de recusa,
como proposto por Willemse e Boender
(1966).

Um teste de observacdo de cio era
realizado, assim que as fémeas eram
transferidas da maternidade ap6s o
desmame e alojadas no setor de gestacao.
As fémeas que eram observadas em cio
logo que chegavam ao setor de gestacdo,
ndo foram utilizadas para o experimento,
pela impossibilidade de se identificar o
momento real do inicio do estro. Desta
forma, s6 foram utilizadas as fémeas que
apresentaram no minimo uma observacédo
negativa de estro apdés serem alojadas no
setor de gestacdo.

Para fins de calculo da duracdo do estro,
considerou-se como o seu inicio, o intervalo
médio entre a primeira aceitagdo da monta
pelo homem, na presenca do varrdo e a
Gltima ndo aceitacdo. Mesmo ap6s a Ultima
inseminagédo, as fémeas continuavam tendo
0 cio observado, até que ndo aceitassem
mais a monta. Finalmente, considerou-se
como final do cio, o intervalo médio entre a
Gltima aceitacdo da monta pelo homem na
presenca do varrdo e a primeira néo
aceitacéo.

Foram registrados também, os horarios das
manifestacBes do estro ao longo do dia,
sendo os mesmos classificados como 1-
matutinos (8:00h), 2- vespertinos (15:00h) e
3- noturnos (20:00h).

3.4.3 Inseminacgdo Artificial e rufiacdo
de retorno ao cio

O esquema de inseminagdo utilizado
obedeceu ao seguinte protocolo: as fémeas
em cio pela manhd, foram inseminadas na
noite do mesmo dia, enquanto as
apresentando cio a tarde (15:00) ou & noite
(20:00) foram inseminadas na manhd do

proximo dia. O intervalo  entre
inseminagOes foi de aproximadamente 12
horas, da primeira até a terceira
inseminacdo, sendo que as fémeas que
ainda persistiam em cio 24 horas apés a
terceira inseminag&o, recebiam uma quarta
dose, sendo este um protocolo normalmente
utilizado pela empresa.

Todas as inseminagdes foram realizadas
pelo mesmo inseminador, utilizando-se a
técnica tradicional de deposi¢do do sémen
intracervical, com doses inseminantes de 3
x 10° de espermatozéides méveis. No
momento da inseminacdo, o rufido era
colocado no corredor externo,
permanecendo diante das fémeas, de forma
a estabelecer contato naso-nasal com as
mesmas, desencadeando o reflexo de
tolerancia ao homem, na presenca do
macho. Foram inseminadas no maximo trés
fémeas de cada vez, sendo o macho
deslocado de posicdo, posteriormente, de
forma a cobrir 0 espago das proximas trés
fémeas.

Visando-se simular a monta do macho
sobre as fémeas, no momento da
inseminagdo, utilizou-se uma sela de
aproximadamente 10 kg, colocada sobre o
dorso da fémea. A seguir, com auxilio de
papel toalha descartavel, efetuava-se a
higienizacdo da genitélia externa, quando a
pipeta de inseminacdo, previamente
lubrificada com uma pequena fracdo do
sémen diluido era introduzida no sentido
dorso-cranial e girada no sentido anti-
horario em direcdo ao cérvice, até sua
completa fixacdo. Foram utilizadas para as
inseminacdes, pipetas do tipo Melrose®,
esterilizadas e embaladas individualmente.

Ap6s a homogeneizacdo do sémen,
utilizando-se movimentos suaves, visando
ressuspender 0s  espermatozolides, as
bisnagas eram acopladas na pipeta e presas
a sela. O tempo de cada inseminacao,
compreendendo 0 tempo necessério para

97



gue todo o conteGdo da bisnaga fosse
eliminado por gravidade, foi cronometrado
e registrado. Na presenca de muito ar no
interior da bisnaga, dificultando a aspiracdo
do sémen, retirava-se 0 mesmo atraves do
desacoplamento da bisnaga e novo
acoplamento a pipeta, imediatamente apds
sua retirada. Durante a inseminacao, foram
realizados movimentos e presséo no flanco
e no dorso da fémea visando aumentar o
estimulo da mesma. Ao fim da
inseminacdo, a pipeta era retirada através de
movimentos giratérios no sentido horario.

O diagnéstico de gestacdo foi realizado pela
rufiacdo de retorno entre 17 e 30 dias pds-
cobertura observando-se o reflexo de
imobilidade das fémeas, similarmente ao
procedimento anteriormente descrito para o
diagnostico do cio.

3.4.4 Eficiéncia reprodutiva

Todas as fémeas foram acompanhadas até o
parto, sendo anotados eventuais
corrimentos, abortos, mortes e descartes
involuntarios.

Foram analisadas a taxa de gestacdo através
da taxa de ndo retorno ao estro, taxa de
parto, nimero de leitbes nascidos, nascidos
vivos, natimortos e mumificados.

35 Analises Estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente ao acaso, sendo a ordem de
parto o critério para a formacdo dos grupos
para o sorteio entre as fémeas. Para ambos
0S experimentos, utilizou-se um esquema
fatorial 2 x 2 incluindo duas fragbes do
ejaculado (F1 e F2) e dois protocolos de
resfriamento (T1-MR-A a 17°C e T2-
glicina-gema de ovo a 5°C) do sémen.
Desta forma, o modelo experimental
envolveu o efeito da fracdo e do protocolo
de resfriamento, bem como a interacédo
entre fracdo e protocolo. Os Experimentos |
e |Il, tiveram como pontos finais a
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manutencdo das caracteristicas fisicas do
sémen (Experimento 1) ou a fertilidade de
fémeas suinas inseminadas (Experimento

).

No Experimento |, para as comparacfes da
motilidade e vigor espermaticos entre 0s
tratamentos, nos diferentes periodos de
estocagem, utilizou-se como fontes de
variagdo, no modelo estatistico para anélise
de variancia, o diluidor, a fracéo, o tempo, e
as interagbes entre  diluidor/fraco,
diluidor/tempo, fracdo/tempo e
diluidor/fragao/tempo.

Os dados proporcionais (taxa de gestacao e
taxa de parto) foram avaliados por
distribuigdo de frequiéncia e aplicado o teste
de Qui-quadrado (x2), para a detecgdo de
eventuais diferencas entre as variaveis
avaliadas. Os dados quantitativos (IDC,
DE, intervalos do inicio do cio a 1%, 2% 32 e
42 1A, intervalos da colheita do sémen a 18,
2% 3% e 42 |A, intervalo Gltima 1A ao final
do cio, nimero de 1As, nimero de nascidos
totais, numero de nascidos vivos, numero
de natimortos e ndmero de mumificados)
foram submetidos ao procedimento GLM
(General Linear Models), sendo as médias
comparadas pelo teste SNK (Student
Newman Keuls) quando da comparagdo de
trés ou mais médias, ou pelo teste t de
Student, para a comparac¢do de duas médias.
Tanto no Experimento | quanto no
Experimento I, os dados foram
apresentados como média + erro padrdo da
média.

As caracteristicas avaliadas subjetivamente
como motilidade e vigor espermético pré e
pos-resfriamento, foram avaliados pela
abordagem nao-paramétrica, aplicando-se o
teste de Kruskal-Wallis.

Os dados correspondentes as avaliagOes
morfoldgicas dos espermatozoides
expressos em percentagem, sofreram uma
transformagdo angular (arcsen Vx), sendo as



médias comparadas pelo teste SNK
(Student Newman Keuls).

Todas as andlises foram processadas pelo
programa estatistico Statistical Analysis
System, versdo 5 - Microsoft® (SAS,
1999), sendo o nivel de significancia
adotado de 95% (p< 0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO I: Efeito da fracéo
do ejaculado e do protocolo de
resfriamento sobre as caracteristicas
fisicas e morfologicas do sémen de
varroes, avaliadas a diferentes periodos
de estocagem a 5°C ou 17°C, em
contéiner especial

4.1.1 Caracteristicas do sémen e
desempenho reprodutivo dos varrdes

Neste experimento, foram utilizados 10
gjaculados de cinco  varrdes (2
gjaculados/macho), estando os dados
referentes as caracteristicas fisicas e
desempenho reprodutivo, correspondentes a
cada fracdo do ejaculado, apresentados na
tabela 13.

Observa-se na tabela 13 que o volume
médio coletado na fragéo 2, correspondendo
ao restante do ejaculado apés a coleta dos
15 mL da fragdo 1, foi de 208,98 mL,
indicando que o volume total dos
ejaculados  coletados no presente
experimento, estd dentro dos padrdes
estabelecidos entre 150 a 300 mL (Pinart et
al., 1999).

De acordo com os valores apresentados,
observa-se que ndo houve diferengas entre
as fracBes no que diz respeito a motilidade
do sémen a fresco (p>0,05), estando os
valores (74,5% para ambas as fraches)
dentro do estabelecido como critério
minimo para 0 processamento de um
ejaculado, como proposto anteriormente, de
60% (Flowers, 1997; Johnson et al., 2000).

Quanto ao vigor espermaético, observa-se
que a fracdo 1 apresentou um valor médio
superior (p<0,05) ao encontrado na fracdo
2. Contudo, os valores encontrados nas
duas fragbes nesse experimento, sdo bem
superiores ao valor minimo preconizado
para que um ejaculado seja utilizado
(Silveira e lais, 1999). Além disso, 0s
mesmos autores citam que se deve
desprezar ejaculados apresentando vigor
espermatico abaixo de trés, em uma escala
deOab.

Como esperado, 0 ndmero de
espermatozoides por mL diferiu (p<0,05)
entre as duas fracOes coletadas. Para a
fracdo 1, a concentragdo espermatica média
foi de 1692 x 10° de espermatozoides por
mL, enquanto na fragdo 2 foi de 246 x 10°
de espermatozOides por mL de sémen.
Obviamente, a concentracdo espermatica
encontrada na fracdo 2 apresentou-se
abaixo do que normalmente observa-se para
a fragdo rica do ejaculado, de 500 a 1000 x
10° de espermatozoides/mL (Garner e
Hafez, 1996) ou mesmo para o ejaculado
total (fracdo rica e pds-espermatica), como
demonstrado por Braga (2007), de 386,18 x
10° de espermatozéides/mL, apés a
realizacdo de 27 coletas de sémen.
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Tabela 13. Caracteristicas fisicas do sémen e desempenho reprodutivo dos varrdes utilizados no

Experimento |, de acordo com a fracdo do ejaculado utilizada

Fracdo do ejaculado

Parametros avaliados

Fracdo 1 (15 mL)

Fracdo 2 (restante)

NUmero de varroes

Numero de ejaculados

Volume do sémen (mL)

Motilidade do sémen a fresco (%)

Vigor do sémen a fresco (0 - 5)

N° de sptz/mL (x10°)

N° de sptz méveis/mL (x10°)

N° de sptz totais/fracao (x10°)

N° de sptz moveis/fracio(x10°)

Volume de sémen/dose inseminante (mL)
Volume de diluidor/dose inseminante (mL)
N° potencial de fémeas inseminadas
Tempo da colheita a pré-diluicdo (min)
Tempo da colheita a diluicao (min)
Tempo da colheita ao resfriamento (min)

05 05
10 10
15,00 + 0,0 208,98 + 11,52
74,50 + 1,17 74,50 + 1,17
4,70 +0,11° 4,30 +0,13"
1692,00 + 184,95° 246,00 + 26,54°
1271,60 + 148,88° 185,56 + 22,81°
25,38+ 2,77° 49,72 + 4,29°
19,08 + 2,243 37,38 + 3,79°
2,76 +0,42° 18,22 + 1,97
97,24 + 0,42° 81,78 + 1,97°
6,36 + 0,75° 12,45 + 1,26
3,80 + 0,20 -
16,50 + 0,96 16,90 + 1,50
4550 + 2,54° 37,40 £ 2,37°

b Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p < 0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
13, estdo apresentadas no anexo la do
Experimento | (paginas 166 e 167).

Para a fracdo 1, Saravia et al. (2010)
trabalhando com os primeiros 10 mL da
fracdo rica, relataram uma concentracéo
média para essa fracdo de 1600 x 10° de
espermatozoides/mL, ou seja, um pouco
inferior a encontrada nesse experimento,
considerando-se os 15 primeiros mL do
ejaculado. Os autores citam ainda, que 0s
espermatozoides presentes nesses primeiros
10 mL (16 x 10° de espermatozoides)
representaram 23,4% do ndmero total
médio de espermatozoides encontrados na
fragcdo rica do ejaculado, que constituiu-se
de 684 x 10° de espermatozdides.
Comparativamente, os dados encontrados
nesse experimento, demonstram que a
Fracdo 1 continha cerca de 25 x 10° de
espermatozoides totais, nos primeiros 15
mL da fracéo rica, e ndo nos 10 mL iniciais,
como relatado por Saravia et al. (2010).
Para a fracdo 2, os autores consideraram
apenas o0 restante da fracdo rica,
diferentemente desse experimento, no qual
considerou-se como fracdo 2 o restante do
gjaculado total (restante da fracdo rica e
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fracdo pos-espermatica). Contudo, vale
salientar que os autores relataram um valor
médio de 57 x 10° de espermatozdides na
fracdo 2, superior ao encontrado aqui de 49
x 10° de espermatozdides, embora
considerando-se os diferentes volumes de
sémen utilizados entre os dois protocolos.
Possivelmente, essa diferenca se deu pelo
valor  médio de  espermatozoides
encontrados no ejaculado total entre os
estudos, de 87 x 10° no estudo de Saravia et
al. (2010) e de 75 x 10° de espermatozéides,
no presente experimento. Vale ressaltar,
gue de acordo com os valores de
concentragcdo encontrados nesse estudo, a
fracdo 1 (primeiros 15 mL da fragdo rica)
representou 33,8% do total de
espermatozoides presentes no ejaculado, o
gue demonstra a alta concentragdo
espermatica dessa fracdo, notadamente
guando considera-se a grande diferenga de
volume, entre as duas fragbes (15 vs 208
mL).

Devido a escassez de trabalhos na literatura
envolvendo a concentragdo espermatica
dessa primeira fracdo, torna-se dificil
maiores comparagbes com a literatura
consultada.



Pode-se observar na tabela 13, que o0s
volumes de sémen e diluidor necessarios
para a preparacdo de uma dose inseminante
de 100 mL, contendo 3 x10° de
espermatozoides moveis diferiram (P<0,05)
entre as fracbes. Assim, para a fracdo 1,
necessitou-se de um volume médio de
apenas 2,76 mL de sémen para a preparacédo
de cada dose inseminante, enquanto que
para a fragdo 2, esse volume foi de 18,22
mL de sémen. Conseglientemente, o0
volume médio de diluidor necessério para
produzir uma dose inseminante de 100 mL,
de cada fracéo, foi de 97,24 mL e 81,78 mL
para as fragbes 1 e 2, respectivamente,
podendo-se concluir que a taxa de diluicdo
para a fragdo 1 foi de aproximadamente
1:35 (sémen:diluidor), enquanto para a
fragdo 2 variou entre 1.4 e 15
(sémen:diluidor).

De acordo com Johnson et al. (2000),
normalmente, a taxa de diluicdo do sémen
ndo ultrapassa uma relagdo de 1:10. Assim,
considera-se Otima uma taxa de diluicdo
(sémen:diluidor) de 1:10 (Martin Rillo et
al., 1994) ou entre 1:5 e 1:15 (Ruvalcaba,
1994), dependendo da concentragdo
espermatica do ejaculado. Segundo Levis
(1997), a taxa de diluicdo 6tima depende
também das caracteristicas fisicas do
diluidor utilizado, tais como pH, pressédo
osmdtica e capacidade tamponante. Quando
diluidores de longa duracéo, como 0 MR-A,
sdo utilizados, a taxa ideal de diluicdo é de
1:8 a 1:15 (Ruvalcaba, 1994). Desta forma,
considerando-se que nesse experimento
utilizou-se também o diluidor MR-A, a taxa
de diluicdo para a fracdo 2 ficou abaixo da
recomendada por Ruvalcaba (1994) para
esse diluidor. Segundo Flowers (1996) as
doses inseminantes que tém pequena taxa
de diluicdo, ou seja, menor que 1.5,
apresentam baixa viabilidade espermaética
devido a caréncia de substratos energéticos
e a perda da capacidade tamponante do
meio, sendo observado por Alexpoulos et
al. (1996) um decréscimo significativo da

motilidade  espermatica em  doses
inseminantes com menor dilui¢do, quando
comparadas as apresentando maiores taxas
de diluicéo.

Entretanto, considerando-se a taxa de
diluicdo de 1:35 utilizada para a fracdo 1,
observa-se estarem os valores muito acima
das recomendadas pela literatura, havendo
relatos de uma reducdo da qualidade
espermatica quando os espermatozoides sdo
submetidos a altas taxas de diluicdo. Razles
para a reducdo da fertilidade e da
viabilidade  esperméticas em  doses
inseminantes apresentando altas taxas de
diluicdo (>1:15) ndo sdo totalmente
compreendidas, embora possa  estar
envolvido um fendmeno denominado
choque osmético (Flowers, 1996; Levis,
1997).

Dentro desse contexto merece énfase, um
trabalho utilizando sémen equino (Varner et
al.,, 1987) quando observou-se ser mais
importante dar énfase ao nimero de células
espermaticas por mL de sémen diluido, em
detrimento da taxa de diluicdo, sendo que
esse valor deveria estar no intervalo de 30
a 50 x 10° de espermatozoides por mL de
sémen diluido. Dentro dessa premissa,
observa-se que tanto as doses oriundas da
fracdo 1 quanto as da fragdo 2 atendem a
proposta de Varner et al. (1987).

Observa-se na tabela 13, que o tempo
médio da colheita do sémen a pré-diluicdo
na fracho 1 foi de 3,80 minutos.
Considerando-se que ndo foi realizado a
pré-dilui¢do na fragdo 2, esse dado ndo esta
presente na tabela. O tempo da colheita do
sémen & diluicdo foi similar (p>0,05) entre
as duas fragbes do ejaculado. Entretanto, o
tempo da colheita do sémen ao inicio do
resfriamento, diferiu (p<0,05) entre as
fragdes, sendo superior na fracdo 1. Isso
pode ser explicado pelos diferentes horarios
registrados, da chegada das fragfes ao
laboratério. Dessa forma, apds a rapida

101



coleta da fracdo le seu envio a0 mesmo,
necessitava-se de um tempo adicional para
a coleta da fracdo 2. Diante disto, como as
doses eram resfriadas concomitantemente,
ao longo de todo experimento, sempre
houve uma diferenga no intervalo de tempo

da colheita ao resfriamento entre as fracdes
do ejaculado.

Na tabela 14 estdo apresentados os dados
referentes & cor e aspecto do sémen
observado entre as duas fragdes coletadas.

Tabela 14. Influéncia da fracdo do ejaculado sobre a cor/aspecto do sémen in natura no Experimento |

Fracéo do Cor/aspecto do sémen

ejaculado Leitoso (%) Soroso-leitoso(%) S0roso (%)
1 100,0 (10/10) 0,00 0,00
2 50,0 (5/10) 50,0 (5/10) 0,00

Nota-se que em decorréncia da grande
concentragdo  espermatica presente na
fracdo 1 do ejaculado, todas as coletas
(100,00%) apresentaram aspecto leitoso.
Entretanto, observa-se que na metade das
fracbes 2 (50,00%), o grande volume de
plasma seminal da fragdo pos-espermatica e
a menor concentracdo  espermatica
encontrada nessa fracdo, fez com que o
sémen apresentasse aspecto soroso-leitoso.
Em nenhuma das coletas, observou-se o

aspecto soroso para qualquer uma das
fragdes.

Com relacdo ao numero de aglutinagoes
observado nas duas fragfes, em todas as
coletas, a fracdo 1 apresentou somente de 1
a 2 aglutinagdes. De forma similar, na
grande maioria das vezes (90,0%), a fracéo
2 também apresentou somente de 1 a 2
aglutinacdes no sémen (tabela 15).

Tabela 15. Numero de aglutinages no sémen in natura de acordo com a fracdo do ejaculado, no

Experimento |

Fragdo do NUmero de aglutinacGes

ejaculado la2 3a5 >6
1 100,0 (10/10) 0,00 0,00
2 90,0 (9/10) 10,0 (1/10) 0,00

Finalmente, um importante aspecto a ser
considerado na tabela 13, refere-se ao
nimero potencial de fémeas a serem
inseminadas por cada fracdo do ejaculado,
de 6,36 £ 0,75 e 12,45 + 1,26 para as
fragcOes 1 e 2, respectivamente.

Recentemente, Braga (2007) trabalhou com
varrdes das racas Landrace e Large White,
pertencentes a mesma empresa (DanBred
do Brasil), e observaram um namero
potencial de fémeas a serem inseminadas
por ejaculado de 18,26 + 6,21 e 20,49 *
7,05, respectivamente, sendo o numero
médio, envolvendo as duas racgas de 19,14 +
6,57 doses produzidas/ejaculado. Assim, 0s
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resultados do presente  experimento,
considerando-se as doses produzidas pelas
duas fracbes (18,81 doses), aproxima-se dos
apresentados, anteriormente, por Braga
(2007), embora trabalhassem com doses
inseminantes oriundas do ejaculado total.

Vale salientar o baixo volume utilizado para
produzir 6 doses inseminantes, na fracdo 1.
Comparando-se o0s volumes inseminantes
utilizados na inddstria da inseminagdo
artificial envolvendo os bovinos, equinos,
caprinos, ovinos e outros, verifica-se o quéo
dificil é estabelecer protocolos que
envolvem o resfriamento e transporte ou o
congelamento do sémen de varrfes. Saravia



et al. (2010) propds a utilizacdo deste
importante  conhecimento da  coleta
fracionada do sémen, visando a
simplificacdo dos procedimentos
relacionados a criopreservagdo, eliminando-
se um item importante do processo, capaz
de concentrar sobremaneira o ejaculado do
suino, que é a centrifugacdo. E nossa
proposta, ao final destes experimentos,
propor um novo protocolo de coleta,
diluicdo, resfriamento e transporte do
sémen, envolvendo duas diluicbes a
intervalos que estdo sendo determinados.

4.1.2 Caracteristicas fisicas do sémen
diluido e resfriado a 5 ou 17°C por 0, 12,
24, 36, 48 e 72 horas de armazenamento,
em contéiner especial

Os valores médios de motilidade e vigor
espermaticos do sémen, para 0S quatro
tratamentos, nos diferentes periodos de
avaliagdo, estdo apresentados na tabela 17.
De acordo com o modelo proposto (tabela
16) observa-se que as caracteristicas fisicas
do sémen diluido e resfriado foram
influenciadas (p<0,05) pelo diluidor, pela
fragdo, pelo tempo, e pelas interacdes
diluidor x tempo e fragdo x tempo.

Tabela 16. Efeito do diluidor, fragdo, tempo e suas interacBes sobre as caracteristicas fisicas do sémen

diluido e resfriado

Fonte de Variacéo

Nivel de probabilidade

Diluidor

Fracdo

Tempo

Diluidor x Fragéo

Diluidor x Tempo

Fracdo x Tempo

Diluidor x Fragdo x Tempo

0,0001
0,0001
0,0001
0,1000
0,0001
0,0001
0,9991

Observa-se na tabela 17, que logo apés a
diluicdo e preparagdo das doses de sémen
(tempo 0), o valor para motilidade diferiu
(p<0,05) entre os tratamentos. Assim, a
motilidade espermatica observada para o
tratamento F2T2 (fracdo 2 do ejaculado,
diluida no diluidor glicina-gema de ovo e
resfriada a 5°C), diferiu da observada no
tratamento F1T1 (fracdo 1 do ejaculado,
diluida no diluidor MR-A e resfriada a
17°C). No tempo de 12 horas apds o
resfriamento, observou-se, em todos o0s
tratamentos, uma manutencdo da motilidade
espermatica. Nota-se, que com excec¢do do
tratamento F2T2, que manteve uma
motilidade similar (p>0,05) por um periodo
de 72 horas apdés o resfriamento, sendo
inclusive superior aos demais neste periodo,
todos o0s outros tratamentos apresentaram
uma reducdo da motilidade em decorréncia

do tempo, notadamente ap6s as 24 horas de
armazenamento. Contudo, comparando-se
0s tratamentos entre si, ao longo do tempo
de estocagem, excetuando-se o tratamento
F2T2, que como mencionado, foi superior
aos demais tratamentos, o grupo F1T1
apresentou a maior reducdo da motilidade
que foi inferior (p<0,05) as demais (F1T2 e
F2T1), ja a partir de 24 horas de
armazenamento, sendo que as diferencas
persistiram até as 72 horas de estocagem,
quando do término do experimento. Os
grupos F1T2 e F2T1 mantiveram uma
motilidade similar por até 36 horas de
estocagem. A partir das 48 horas, o
tratamento F1T2, oriundo da fracdo 1 do
ejaculado apresentou motilidade inferior a
do grupo F2T1, nos dois tempos que se
seguiram (48 e 72 horas).
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Tabela 17. Caracteristicas fisicas do sémen diluido e resfriado a 5 ou 17°C por 0, 12, 24, 36, 48 e 72 horas

de armazenamento, em contéiner especial

Tempo de Tratamentos
armazenamento F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
(horas) Motilidade espermatica (%)
0 59,00 + 2,61°° 64,50 + 2,617 65,50 2,61°F% 70,00 + 2,61
12 60,50 + 2,61°° 66,50 + 2,61°° 68,00 + 2,61°% 74,50 + 2,612
24 54,50 + 2,61°° 64,50 + 2,61°° 66,00 + 2,61°5° 74,50 + 2,612
36 40,50 + 2,615¢ 55,00 + 2,61°° 58,50 + 2,615 73,00 + 2,61
48 25,50 + 2,61 43,50 + 2,61 53,50 + 2,61<° 72,00 + 2,61
72 14,50 + 2,617 30,50 + 2,61°° 45,00 + 2,61"° 68.00 + 2,61
Vigor espermaético (0 —5)
0 3,35+ 0,15"° 3,75+ 0,15"® 3,60 + 0,157 4,05 + 0,15"™
12 3,25 + 0,15"° 3,55 + 0,15"B" 3,75+ 0,15 4,10 + 0,15
24 3,00 + 0,15"®" 3,55 + 0,15"8" 3,50 + 0,15"BCP 4,10 + 0,15
36 2,60 +0,155¢ 3,10 + 0,155 3,25 + 0,155 4,00 + 0,15
48 2,10+ 0,15 2,80 +0,15°"" 3,00 +0,15°P° 3,80 + 0,155
72 1,45 + 0,15 2,50 + 0,15"° 2,70 +0,15"° 3,50 + 0,15

abed Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, dentro da mesma variavel, diferem (p<0,05)
ABCP Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, dentro da mesma variavel, diferem

(p<0,05)

F1T1- Fragdo 1 do ejaculado, diluida no diluidor MR-A e resfriada a 17°C;
F1T2- Fragdo 1 do ejaculado, diluida no diluidor glicina-gema de ovo e resfriada a 5°C;
F2T1- Fragdo 2 do ejaculado, diluida no diluidor MR-A e resfriada a 17°C;
F2T2- Fragdo 2 do ejaculado, diluida no diluidor glicina-gema de ovo e resfriada a 5°C;

As andlises estatisticas correspondentes aos
dados da tabela 17 encontra-se no anexo Ib,
do experimento | (paginas 167 a 174).

De uma maneira geral, todos os tratamentos
mantiveram uma motilidade aceitavel,
superior a 50%, nas primeiras 24 horas de
armazenamento, independentemente da
fracdo do ejaculado (Fracdo 1 ou 2) e do
protocolo de resfriamento empregado,
incluindo dois diluidores de sémen (MR-A
ou glicina gema de ovo) e duas
temperaturas de estocagem (17°C ou 5°C),
respectivamente (tabela 17).

A partir de 36 horas de armazenamento,
especialmente as 48 e 72 horas, ocorreu um
descolamento com reducdo acentuada
(p<0,05) da motilidade nos tratamentos
oriundos da Fragdo 1 (F1T1 e F1T2), em
relacdo aos da Fracéo 2 (F2T1 e F2T2).

Diante  dos resultados apresentados

anteriormente, parece haver, no que diz
respeito a manutencdo da motilidade
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espermatica, uma participagdo muito mais
efetiva da fracdo do ejaculado, do que do
protocolo de resfriamento do sémen
empregado. Entretanto, a superioridade
(p<0,05) do tratamento F2T2 em relagdo
aos outros, a partir de 24 horas de
estocagem, pode refletir um efeito aditivo
da fracdo do ejaculado e do protocolo de
resfriamento, incluindo a macromolécula
gema de ovo e uma temperatura de
estocagem a 5°C, capaz de reduzir o
metabolismo espermatico e a multiplicacdo
bacteriana. Como resultante, observa-se,
neste tratamento, o aumento da longevidade
espermatica.

Com relacdo aos valores medios do vigor
espermatico observados  entre 0S
tratamentos, o grupo F2T2 novamente
apresentou  os  melhores  resultados,
similarmente ao que ja havia sido
observado para a variavel motilidade
espermatica. Observa-se que nesse grupo, o
vigor espermatico manteve-se  similar
(p>0,05) por até 36 horas de resfriamento,



guando houve uma reducéo progressiva dos
seus valores nos tempos de 48 e 72 horas
de estocagem. Mesmo assim, os valores
encontrados nesses dois Ultimos tempos
foram sempre superiores (p<0,05) aos
observados nos demais tratamentos.
Segundo Silveira e lais (1999), somente 0
sémen apresentando um vigor minimo de
trés é capaz de manter sua capacidade
fecundante. Nesse sentido, observa-se que
em todos os tratamentos, esse valor foi
mantido por até 24 horas de estocagem.
Contudo, vale ressaltar, que o grupo F1T1
apresentou 0s menores valores de vigor
espermatico, assim como se observou para
a variavel motilidade espermatica. Observa-
se, neste tratamento, uma queda acentuada
dos valores de vigor espermatico a partir de
36 horas de estocagem, quando diferiu
(p<0,05) dos outros tratamentos (F1T2,
F2T1, F2T2) em todos os periodos
subsequentes de estocagem avaliados (36,
48 e 72 horas).

O vigor espermatico apresentou 0 mesmo
comportamento nos tratamentos F1T2 e
F2T1, quando se observou uma queda
progressiva do seus valores, ao longo do
periodo de armazenagem do sémen,
independentemente da fragdo do ejaculado
e do protocolo de resfriamento utilizado.
Apesar disto, para todos os periodos
avaliados, de 0 a 72 horas, os valores de
vigor espermético ndo diferiram (p>0,05),
entre os dois tratamentos.

Também, aqui, vale registrar, a
superioridade (p<0,05) do tratamento F2T2,
no que se refere a manutencdo do vigor
espermatico, quando comparado aos dos
outros tratamentos (F1T1, F1T2 e F2T1), ja
a partir de 12 horas de estocagem. Pode ser
gue esta observacdo reflita um efeito aditivo
da fragdo do ejaculado e do protocolo de
resfriaimento do sémen, mencionados
anteriormente no que se refere a
manutenc¢do da motilidade espermatica.

De Ambrogi et al. (2006) observaram que a
percentagem de motilidade das células
espermaticas reduziu com o tempo de
armazenamento do sémen, demonstrando
que o seu armazenamento a 17°C, por 96
horas, pode afetar a sua capacidade
fecundante. Miller (2007) comparou a
motilidade espermatica as 2 e 24 horas a
partir da diluigdo e resfriamento do sémen,
sendo que as doses diluidas em 20 mL de
diluidor, continham 500, 1000, 1500 ou
2000 x 10° de espermatozéides/dose
inseminante. A autora cita que apenas a
concentragdo de 500 x 10° de
espermatozoides por dose inseminante
apresentou menor valor (p<0,05) de
motilidade (56,9% e 39,9% nos tempos de 2
e 24 horas, respectivamente) em relagéo as
demais doses, que ndo diferiram entre si.
Demonstrou-se, ainda, que para todas as
concentragdes, observou-se reducédo
(p<0,05) da motilidade espermatica, apds o
armazenamento do sémen a temperatura de
16-19°C, por 24 horas. A motilidade média,
independentemente da  concentragéo
espermatica/dose inseminante, quando de
24 horas de estocagem, foi de 57,3%, um
pouco inferior a encontrada no presente
experimento, que variou de 54,50% a
74,50% (tabela 17).

Costi  (2003) realizou um experimento
visando comparar a motilidade espermatica
do sémen diluido em trés diluidores (BTS,
Androhep®Enduraguard™ e Androhep
®), contendo as doses inseminantes 3 x 10°
de espermatozdides em 100 mL e
armazenadas por até 144 horas a 17°C. Os
percentuais de motilidade foram
superiores (P<0,05), das 48 até 144 h de
armazenamento, para 0 sémen diluido
em Androhep ®  Enduraguard ™ ¢
Androhep ® , em comparagdo ao BTS. No
altimo dia de armazenamento (144h), o
valor da motilidade do sémen diluido em
Androhep® foi superior (P<0,05) a do
sémen diluido em Androhep®
Enduraguard™.
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Os valores de motilidade apresentados
pelos autores foram superiores aos
encontrados no presente experimento.
Assim, apds 24 horas de resfriamento, a
motilidade média encontrada foi de
76,46%, 85,63% e 90,000 para os
diluidores BTS, Androhep®Enduraguard™
e Androhep®, respectivamente. As 72
horas de estocagem, tempo maximo
utilizado no presente experimento, o autor
apresentou valores de 61,67%, 85,83% e
88,42% para os trés diluidores citados, na
mesma ordem anterior, sendo estes
resultados, numericamente, muito
superiores aos encontrados aqui. Segundo o
autor, os valores de motilidade observados
para o sémen diluido em Androhep® e
Androhep® Enduraguard™ , armazenado
a 17°C, se situam dentro das variagdes
observadas nos demais trabalhos realizados
na area, sendo que a motilidade do sémen
diluido em BTS esteve abaixo dos
valores relatados por outros autores.

A metolodogia utilizada para avaliacdo da
motilidade espermatica por Costi (2003) foi
semelhante a utilizada no presente
experimento, sendo realizada de maneira
subjetiva em ambos os trabalhos. Embora
seja dificil comparar os dados de ambos
experimentos, pode-se atribuir as diferencas
na motilidade observada entre os trabalhos
a forma de julgamento e classificacdo
subjetiva, ja& que considera-se que essa
avaliagdo pode apresentar diferengas entre
avaliadores. Contudo, ndo se pode descartar
outros fatores relacionados ao
processamento do sémen capazes de
influenciar o percentual de motilidade
espermatica em uma amostra.
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4.1.3 Caracteristicas morfologicas do
sémen diluido, resfriado a 5 ou 17°C e
armazenado por 0, 12, 24, 36, 48 e 72
horas em contéiner especial

Os dados referentes as percentagens de
espermatozoides normais ou com alteracGes
morfolGgicas para 0s quatro tratamentos
utilizados no experimento |, nos diferentes
tempos de armazenamento estdo
apresentados a seguir (tabelas 18 a 25).
Observa-se, nestas tabelas, que os dados
estdo apresentados considerando-se,
isoladamente, as células normais e as
apresentando defeitos de cabeca, peca
intermedidria, cauda, acrossoma, presenca
de gota citoplasmatica proximal e distal,
além do total de defeitos observados nos
quatro tratamentos, ao longo dos diferentes
tempos de estocagem do sémen.

As percentagens médias de células normais
nos diferentes periodos de tempo,
considerando-se 0s quatro tratamentos
(tabela 18) foram de aproximadamente
80%, como recomendado por Shipley
(1999) e Johnson et al. (2000). Além disso,
a fracdo do ejaculado ndo influenciou
(p>0,05) a percentagem de células normais
no sémen fresco. Entretanto, logo apds a
diluicdo (0 horas) o sémen diluido no
diluidor glicina-gema de ovo apresentou
maiores valores no que se refere a
normalidade espermatica, em relacdo ao
diluido no diluidor MR-A. Observa-se,
ainda, que nos periodos de 12 e 24 horas
houve uma superioridade da fracdo 1,
diluida no diluidor glicina-gema de ovo em
relacdo as fragcOes 1 e 2 diluidas em MR-A.



Entretanto, a partir das 36 horas de
resfriamento, ndo observou-se efeito do
método de conservagdo (p>0,05) sobre o
percentual de células normais. No que diz
respeito ao comportamento das células
espermaticas, dentro de cada tratamento,
nos diferentes periodos de estocagem do
sémen, observa-se uma reducéo

significativa (p<0,05) das percentagens de
células normais em todos os tratamentos, a
partir dos valores do sémen a fresco.
Contudo, no tratamento utilizando a fragdo
1 diluida em diluidor MR-A (F1T1), os
valores foram similares, do momento da
diluicdo (0 horas) até o final do periodo de
estocagem (72 horas).

Tabela 18. Percentagens de espermatoz6ides morfologicamente normais nos diferentes tratamentos e tempos de

estocagem do sémen

Fracgdo do ejaculado

Tempo Fragdo 1 Fracio 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)
Sémen fresco 88,60 + 1,39" 88,60 + 1,39" 87,00 + 0,98" 87,00 + 0,98"F
0 horas 81,20 + 1,33%" 89,40 + 1,33 82,30 + 1,338 90,00 + 1,33
12 horas 81,50 + 1,338° 87,90 + 1,33"82 82,20+ 1,53"%" 86,30 + 1,53BC%
24 horas 81,00 + 1,385° 86,30 + 1,38"BC? 80,40 + 1,38"8° 82,80 + 1,385¢%®
36 horas 80,10 + 1,55° 84,00 + 1,555 80,80 + 1,55"® 81,60 + 1,555¢
48 horas 79,20 + 1,628 83,30 + 1,62°° 78,30 + 1,628 81,60 + 1,625¢
72 horas 78,30 + 2,008 81,00 + 2,00° 77,10 + 2,008 81,00 + 2,00¢

&b Médias sequidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p < 0,05)
ABCD Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)

As analises estatisticas referentes a tabela
18, estdo apresentadas no anexo Ic do
Experimento | (pagina 174 a 176).

Na tabela 19 estdo apresentadas as
percentagens de espermatozdides com
defeito de cabeca para 0s quatro
tratamentos, considerando-se os diferentes
tempos de estocagem do sémen. Apenas no
sémen poés-diluido (0 horas) observou-se
diferencas (p<0,05) entre os tratamentos.
Assim, células espermaticas oriundas da
fracdo 2 e diluidas no diluidor glicina-gema
de ovo apresentaram um maior percentual
de defeitos de cabeca que as oriundas da
fragdo 1, diluidas em MR-A, ndo havendo
uma explicagdo l6gica para essas
diferencas. Comparando-se o0s valores

observados nos diferentes tempos de
estocagem do sémen, dentro do mesmo
tratamento,  verifica-se um aumento
gradativo (p<0,05) da patologia de cabeca
no decorrer do armazenamento, apenas na
fracdo 1 diluida no diluidor MR-A (F1T1).

Vale ressaltar, que os percentuais médios de
defeitos de cabeca, para todos o0s
tratamentos, nos diferentes tempos de
estocagem, foram sempre inferiores a 5%,
sendo este o valor maximo aceitavel em
uma amostra, para que ndo ocorra prejuizos
a fertilidade (CBRA, 1998). Martinez et al.
(1986) citam valores de 1,5 a 1,7 como
percentagens habituais encontradas na
espécie suina para as alteragdes de cabeca.
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Tabela 19. Percentagens de espermatozoides com defeitos de cabeca nos diferentes tratamentos e tempos de

estocagem do sémen

Fracéo do ejaculado

Tempo Fracdo 1 Fracdo 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)
Sémen fresco 0,90 +0,18° 0,90+ 0,18 2,00 + 0,47 2,00 + 0,47
0 horas 1,20 + 0,305" 2,20 +0,30% 1,90 + 0,30% 2,60 + 0,30°
12 horas 2,60 + 0,50"B¢ 2,10+ 0,50 1,70 + 0,50 2,00 + 0,50
24 horas 2,50 + 0,55"B¢ 2,00 + 0,55 2,30 £ 0,55 1,80 + 0,55
36 horas 2,60 + 0,528 2,10+ 0,52 3,30+ 0,52 2,10 £ 0,52
48 horas 2,80+ 0,518 2,30+ 0,51 2,70+ 0,51 2,20 £ 0,51
72 horas 3,40 + 0,63 2,30 £ 0,63 2,90 + 0,63 2,60 +0,63

&b Médias sequidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p < 0,05)
ABC Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
19, estdo apresentadas no anexo Id do
Experimento | (pagina 176 a 179).

As percentagens médias de defeitos da pega
intermediaria, nos diferentes tratamentos e
tempos de estocagem do sémen, estdo
apresentadas na tabela 20. Ndo houve efeito
(p>0,05) do método de conservacdo do
sémen em nenhum dos momentos avaliados
para esta patologia espermatica.

No presente experimento, 0s percentuais de
células espermaticas apresentando lesdes de
peca intermediaria foram inferiores a 5%
(tabela 20), valor maximo aceitavel em uma
amostra de sémen para esta variavel de
acordo com CBRA (1998).

Segundo Settergren e Nicander (1972) em
varrGes com problemas de fertilidade, os
percentuais de lesdes da peca intermediaria
variam de 38 a 75%.

Tabela 20. Percentuais de espermatozdides com defeito de peca intermediaria nos diferentes tratamentos e tempos de

estocagem do sémen

Fracgéo do ejaculado

Tempo Fragio 1 Fracdo 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)
Sémen fresco 1,90 £ 0,46 1,90 £ 0,46 2,00 £ 0,42 2,00+£0,42
0 horas 2,50+ 0,56 2,00 £ 0,56 2,20 £ 0,56 1,90 £ 0,56
12 horas 2,60 +0,58 3,10+ 0,58 2,30 £ 0,58 2,00+ 0,58
24 horas 2,60+0,61 3,50+ 0,61 1,90 + 0,61 2,80+ 0,61
36 horas 4,00+ 0,84 3,30+ 0,84 1,90+ 0,84 2,90+0,84
48 horas 4,50+0,81 3,10+0,81 3,00+0,81 3,80+0,81
72 horas 3,60+0,79 3,10+0,79 3,40+0,79 3,30+£0,79

As andlises estatisticas referentes a tabela
20, estdo apresentadas no anexo le do
Experimento | (pagina 179 a 182).

Na tabela 21 estdo apresentados os valores
médios de defeitos de cauda encontrados
nos diferentes tratamentos e tempos de
estocagem do sémen. No sémen fresco, ndo
observou-se diferencas entre os tratamentos
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(p>0,05) quanto aos defeitos de cauda.
Apb6s a diluicdo (0 horas) observou-se
diferencas (p<0,05) entre os tratamentos,
sendo que as células espermaticas diluidas
no diluidor MR-A, independentemente da
fracdo do ejaculado a qual pertenciam,
apresentaram  maiores percentuais de
defeitos de cauda que as diluidas no
diluidor glicina-gema de ovo. Com excegdo



das 36 horas, observou-se diferencas
(p<0,05) entre os tratamentos nos diferentes
tempos de estocagem avaliados (12, 24, 48
e 72 horas). De uma maneira geral, o
método de conservacao incluindo o diluidor
de glicina-gema de ovo e a manutencdo a
5°C (F1T2 e F2T2), conferiu melhor
protecdo  as  células  espermaéticas.
Entretanto, ndo observou-se influencia
(p>0,05) do tempo de estocagem sobre o
percentual de  células  espermaéticas
apresentando defeitos de cauda.

Visando estudar a influéncia da morfologia
espermatica sobre o potencial fecundante de
um ejaculado, Gadea (1997) classificou 60
ejaculados em trés grupos, de acordo com
as taxas de concepcdo resultantes da
inseminacéo artificial de 300 fémeas: grupo
| - ejaculados que resultaram em fertilidade
inferior a 20%; grupo Il — ejaculados
associados a uma fertilidade entre 40 e
60%; grupo Il - ejaculados que resultaram
em uma fertilidade superior a 80%. Quando
da avaliagho das  morfoanomalias
espermaticas, de forma individualizada,
observou-se que os ejaculados do grupo |

apresentaram 0s maiores valores de cauda
dobrada, que diferiram (p<0,01) dos
ejaculados dos grupos Il e Ill, que por sua
vez ndo diferiram entre si. Os percentuais
de cauda dobrada foram de 15,22 + 2,14
para os ejaculados do grupo I, e de 7,17 £
1,46 e 4,04 £ 1,00, respectivamente, para 0s
ejaculados dos grupos Il e 111.

Recomenda-se, de acordo com CBRA
(1998), percentuais inferiores a 10% para 0s
defeitos de cauda. Este limite esta de acordo
com o observado por Martinez et al. (1986),
que apresentaram valores de 4,7 a 10,5%
como habituais para esta patologia
espermatica na espécie suina. Em um
trabalho conduzido por Valenzuela (1982),
observou-se que a patologia mais
frequentemente encontrada em machos
Landrace e Yorkshire foi a cauda dobrada
com gota citoplasmatica distal anexa, com
média geral de 7,4+14,2%. Embora os
valores observados no presente experimento
tenham ultrapassado os 10% em algumas
situagOes, estiveram, na maioria das vezes,
dentro dos percentuais recomendados pela
literatura.

Tabela 21. Percentuais de espermatozdides com defeito de cauda nos diferentes tratamentos e tempos de estocagem

do sémen
Fracéo do ejaculado
Tempo Fragdo 1 Fracdo 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)

Sémen fresco 4,30+ 1,295 4,30 + 1,29 7,40 + 1,09 7,40 + 1,09
0 horas 10,10 + 0,93 2,60+ 0,93° 11,70 + 0,93 3,50+ 0,93°
12 horas 8,60 + 1,66"® 4,10 + 1,66" 11,40 + 1.66° 6,20 + 1,66%
24 horas 9,00 + 1,62 3,90+1,62° 13,10 + 1,62 8,90 + 1,62°
36 horas 7,80 + 1,544 6,10 + 1,54 11,40 + 1,54 7,40+ 154
48 horas 9,10 + 1,83 6,30 + 1,83° 13,60 + 1,83? 6,70 +1,83°
72 horas 9,60 + 1,827 7,20 +1,82% 13,30 + 1,82° 5,40 +1,82°

&b Médias sequidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p < 0,05)
AB. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
21, estdo apresentadas no anexo If do
Experimento | (pagina 182 a 184).

As percentagens médias de defeitos
acrossomais encontradas nos diferentes
tratamentos e tempos de estocagem do
sémen, no presente experimento, estdo
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apresentadas na tabela 22. Nao observou-se
diferencas para esta varidvel entre os
tratamentos, no sémen a fresco. Observa-se,
entretanto, que de maneira geral as células
espermaticas diluidas no diluidor glicina-
gema de ovo e armazenadas a 5°C,
apresentaram as maiores percentagens de
defeitos acrossomais, independentemente
da fracdo do ejaculado a qual pertenciam,
guando comparadas as diluidas em MR-A e
mantidas a 17°C, notadamente apds as 24
horas de estocagem. Possivelmente, esta
diferenca se deva a menor temperatura de
estocagem associada ao diluidor glicina-
gema de ovo (5°C) em relagdo a
temperatura associada ao diluidor MR-A
(17°C) e que impdem grande desafio as
membranas das células espermaticas,
especialmente as dos varres. Quanto aos
percentuais de lesBes  acrossomicas
observados nos diferentes tempos de
estocagem do sémen, dentro do mesmo
tratamento, verifica-se que os valores
aumentaram progressivamente (p<0,05) no
decorrer da estocagem do sémen, com
excecdo do tratamento F1T1, quando os
valores ndo diferiram (p>0,05) entre si,
desde a coleta até as 72 horas de
armazenamento.

Embora as avaliagcbes de acrossoma sejam
mais trabalhosas e requeiram maior
habilidade e treinamento do técnico, alguns
pesquisadores sugerem que a sua
integridade deve ser melhor indicador da
qualidade espermatica que a motilidade
(Rozeboom, 2000). O acrossoma armazena
enzimas fundamentais no processo de
penetracdo do odcito (Mann e Lutwak-
Mann, 1981), de maneira que a presenca de
anormalidades morfoldgicas nesta regido
esta associada a uma reducdo da fertilidade
(Hashizume et al., 1990).

Como valores de reféncia, Martinez et al.
(1993) consideram como ideal o intervalo
entre 85 a 94% de acrossomas normais,
enquanto  Waberski et al. (1994c)
descrevem o intervalo entre 76 a 93,3%.
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As alteracBes morfologicas do acrossoma
sdo devidas a processos fisiologicos,
podendo ser associadas ao envelhecimento
da célula espermatica ou ao processo de
fecundacgéo (YYanagimachi, 1994).
Entretanto, lesdes no acrossoma podem ser
desencadeadas como conseqliéncia do
choque pelo frio, nos processos de
congelamento/descongelamento do
espermatozOide, como resultados de
mudangas na pressdo osmotica, dilui¢bes e
por lavagens e centrifugacBGes repetidas
(Mann e Lutwak-Mann, 1981).

As percentagens de defeitos acrossomais
ndo devem ultrapassar os 5% em uma
amostra de sémen a ser utilizada para a
inseminacdo artificial (CBRA, 1998). No
presente experimento, o valor maximo
observado para esta patologia espermatica
aproxima-se do  recomendado  pela
literatura. lvanova e Mollova (1993) citam
um percentual de 94,24+0,3 de acrossomas
normais, como o ideal para a espécie suina.
J& Martin-Rillo et al. (1996) recomendam
como ideal um valor acima de 70% de
acrossomas normais em ejaculados a serem
utilizados para a inseminagdo artificial,
enquanto  Galli e Bosisio (1988)
recomendam um valor de 87,7+1,14 de
acrossomas normais.

Valenzuela (1982) encontrou um valor
médio para esta patologia de 4,1+16,0%.
Segundo o mesmo autor, a média e o desvio
padrdo foram profundamente influenciados
pelas alteracbes apresentadas por quatro
machos em  particular, 0s  quais
apresentaram médias de 29,5, 49,0, 70,0 e
91,08% de espermatozoides com
transtornos do acrossoma, enquanto nos 57
machos restantes avaliados, a média foi de
0,80%.

De maneira geral, baseando-se na literatura
disponivel ndo se esperaria uma influéncia
da morfologia acrossomica sobre a
fertilidade nas condigfes utilizadas no
presente experimento.



Tabela 22. Percentuais de espermatozdides com defeito de acrossoma nos diferentes tratamentos e tempos de

estocagem do sémen

Fracéo do ejaculado

Tempo Fragdo 1 Fracao 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)
Sémen fresco 0,10 + 0,10 0,10 + 0,10° 0,10 + 0,10%° 0,10 + 0,10°

0 horas 0,10 +0,22° 0,60 + 0,22¢P%® 0,00 + 0,22°° 1,00 + 0,22¢P2
12 horas 0,50 + 0,42° 1,50 + 0,428¢%® 0,70 + 0,427BC% 2,40 + 0,425
24 horas 0,50 + 0,43° 2,80 + 0,438 0,90 + 0,437BCP 3,20 + 0,43"82
36 horas 0,50 + 0,45° 2,90 + 0,45"%2 1,20 + 0,45™° 4,40 + 0,45"82
48 horas 0,70+ 0,62° 3,70 + 0,62 1,30 + 0,62"° 5,30 + 0,628
72 horas 0,80 +0,71° 5,00 + 0,71 1,10 + 0,7178" 6,50 + 0,71

b Médias sequidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p < 0,05)
ABCD Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)

As analises estatisticas referentes a tabela
22, estdo apresentadas no anexo lg do
Experimento | (pagina 185 a 187).

Nas tabelas 23 e 24 estdo apresentados 0s
percentuais de gotas proximais e distais,
respectivamente, nos diferentes tratamentos
e tempos de estocagem do sémen. Com
relacdo a presenca de gota proximal, ndo
observou-se influéncia (p>0,05) do método
de conservacdo nem do tempo de
estocagem do sémen sobre esta patologia
em particular. Como foram utilizados
apenas varrdes sexualmente maduros e de
comprovada eficiéncia reprodutiva, tal
observacéo encontra-se dentro do esperado,
considerando-se que a presenca de gota
proximal é um forte indicativo de
imaturidade sexual dos machos (Furtado et
al., 2006) ou da presenca de processos
patologicos.

Em um experimento ja mencioando
anteriormente no item referente a patologia
de cauda, Gadea (1997) classificou 60

gjaculados em tipo | (ejaculados que
proporcionaram menos que 20% de
fertilidade), tipo Il (ejaculados que
proporcionaram uma fertilidade entre 40 e
60%) e tipo 11l (aqueles que resultaram em
uma fertilidade superior a 80%). Os
gjaculados que resultaram em menor
fertilidade (tipo 1) diferiram (p<0,01)
guanto aos defeitos de cauda daqueles dos
tipos Il e 11l. O mesmo se deu quanto as
percentagens de gotas citoplasmaticas
proximais, com valores de 26,77 + 5,59
paraotipo | e de 14,17 + 3,36 € 6,15 + 1,22
para os tipos Il e lll, respectivamente,
guando demonstrou-se o efeito negativo
dessa patologia sobre os resultados de
fertilidade.

No que diz respeito aos valores de gota
citoplasmatica  proximal  considerados
normais em um ejaculado suino, Martinez
et al. (1986) propGem uma amplitude de 2,2
a 9,4%, enquanto CBRA (1998) considera o
valor de 10%, como o limite aceitavel para
essa patologia espermatica.
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Tabela 23. Percentuais de espermatozdides apresentando gota proximal nos diferentes tratamentos e tempos de

estocagem do sémen

Fracéo do ejaculado

Tempo Fragdo 1 Fracao 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)

Sémen fresco 0,60 + 0,22 0,60 £ 0,22 0,40£0,16 0,40x0,16

0 horas 0,60+0,16 0,20+ 0,16 0,30+ 0,16 0,20+ 0,16

12 horas 0,20+ 0,16 0,10+£0,16 0,60£0,16 0,10x0,16

24 horas 0,20+ 0,14 0,30£0,14 0,30£0,14 0,20+0,14

36 horas 0,30 £ 0,15 0,50 0,15 0,20 £ 0,15 0,40x0,15

48 horas 0,20 £ 0,09 0,20 £ 0,09 0,00 £0,09 0,00 £ 0,09

72 horas 0,10+ 0,15 0,40 £ 0,15 0,20+ 0,15 0,20+ 0,15

As andlises estatisticas referentes a tabela
23, estdo apresentadas no anexo lh do
Experimento | (pagina 187 a 190).

Quanto aos percentuais de gotas distais
observados nos diferentes tratamentos e
tempos de estocagem do sémen (tabela 24),
verifica-se que no sémen a fresco, a fracéo
1 do ejaculado apresentou valores
superiores aos da fracdo 2,
independentemente do  método  de
conservacdo do sémen. Este achado estéa de
acordo com Furtado et al.(2006), que citam

que as fragbes iniciais do ejaculado
apresentam um maior percentual de gotas
distais quando comparadas ao restante do
ejaculado. Apenas no tratamento F1T2
observou-se uma reducdo (p<0,05) do
percentual de gotas distais ao longo do
tempo de armazenamento, ndo sendo
possivel uma explicacdo logica para esta
observacdo. Nos demais tratamentos,
observou-se a manutencdo dos percentuais
de gota distal ao longo do periodo de
estocagem (p>0,05), dentro do mesmo
tratamento.

Tabela 24. Percentuais de espermatozdides apresentando gota distal nos diferentes tratamentos e tempos de

estocagem do sémen

Fracéo do ejaculado

Tempo Fragio 1 Fracdo 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)
Sémen fresco 3,60 +0,60° 3,60 + 0,60™ 1,10 + 0,43° 1,10 + 0,43°
0 horas 4,30 +0,60° 3,00 + 0,607 1,60 + 0,60 0,80 + 0,60°
12 horas 4,00 + 0,45 1,20 + 0,455<° 1,10 + 0,45° 1,00 + 0,45°
24 horas 4,20 + 0,40 1,20 + 0,405<° 1,10 + 0,40 0,30 + 0,40°
36 horas 4,70 + 0,63° 1,10 + 0,635<° 1,20 + 0,63° 1,20 + 0,63°
48 horas 3,50 +0,37° 1,10 + 0,375 1,10 + 0,37° 0,40 + 0,37¢
72 horas 4,20 +0,43° 1,00 + 0,43%° 2,00+ 0,43° 1,00 + 0,43°

b Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p < 0,05)
ABC Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
24, estdo apresentadas no anexo li do
Experimento | (pagina 190 a 193).

Considerando-se que a presenca de gotas

citoplasméticas geralmente representa a
alteracdo morfologica mais presente no
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ejaculado do varrdo, Waberski et al.
(1994a) investigaram o efeito das gotas
proximais e distais sobre a fertilidade de
fémeas suinas, em um experimento a
campo. Neste trabalho, observaram uma
correlacdo negativa entre o percentual de
gotas distais e a fertilidade, contradizendo a



hipétese de que estas deprimem menos a
fertilidade que as gotas proximais (Hurtgen,
1984, citado por Johnson et al., 2000).
Concluiram, ainda, que a presenca de gotas
citoplasmaéticas caracteriza um sério defeito
morfol6gico, de particular importancia
guando o sémen armazenado por longo
tempo é utilizado para a inseminagdo,
devendo estar associado & menor resisténcia
espermética contra o envelhecimento in
vitro. Adicionalmente, Waberski et al.
(1994a) recomendam que a percentagem
total de gota citoplasmatica nos ejaculados
utilizados para a inseminacéo artificial ndo
deveria exceder o0s 15%, especialmente
quando o sémen a ser utilizado é
armazenado.

Na tabela 25 verifica-se que os valores
maximos referentes aos defeitos totais

encontrados nos espermatozdides nos
diferentes tratamentos e tempos de
estocagem do sémen, estiveram proximos
do limiar de 20% recomendado como
padrdo a ser seguido para a utilizacdo de
uma dose inseminante (CBRA, 1998;
Kuster e Althouse, 1999; Shipley, 1999;
Johnson et al., 2000).

Adicionalmente, nao observou-se
diferencas (p>0,05) para esta variavel entre
os diferentes tratamentos no sémen a fresco.
Em todos os tratamentos, houve um
incremento  progressivo  (p<0,05) dos
percentuais de defeitos totais em
decorréncia do tempo de armazenamento,
com excegdo da fragdo 1 diluida no diluidor
MR-A (F1T1).

Tabela 25. Percentual de defeitos totais nos espermatozdides entre os tratamentos nos diferentes tempos

Fracgéo do ejaculado

Tempo Fracdo 1 Frac&o 2
MR-A(F1T1) Glicina-gema(F1T2) MR-A(F2T1) Glicina-gema(F2T2)
Sémen fresco 11,40 + 1,39° 11,40 + 1,39° 13,00 + 0,98° 13,00 + 0,985C
0 horas 18,80 + 1,33 10,60 + 1,33 17,70 + 1,33782 10,00 + 1,33
12 horas 18,50 + 1,53 12,10 + 1,53°P° 17,80 + 1,53782 13,70 + 1,538
24 horas 19,00 + 1,38™ 13,70 + 1,388¢P° 19,60 + 1,38"52 17,20 + 1,3878%
36 horas 19,90 + 1,55* 16,00 + 1,55"8¢ 19,20 + 1,55"8 18,40 + 1,55"8
48 horas 20,80 + 1,62 16,70 + 1,628 21,70 + 1,62° 18,40 + 1,628
72 horas 21,70 + 2,00* 19,00 + 2,00* 22,90 + 2,00* 19,00 + 2,00*

&b Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p < 0,05)
ABCD Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem (p<0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
25, estdo apresentadas no anexo lj do
Experimento | (pagina 193 a 195).

Comparando-se os valores do sémen a
fresco e apds 72 horas de estocagem, houve
um aumento (p<0,05) do total de patologias
para todos os tratamentos.

Apos a diluicdo (0 hora) e nos periodos de
12 e 24 horas de estocagem, observou-se
um aumento, nem sempre significativo das
patologias totais no sémen submetido a
diluicdo no diluidor MR-A e mantido a

17°C, em relagdo ao diluido em diluidor
glicina-gema de ovo e armazenado a 5°C. A
partir das 36 horas de armazenamento néo
observou-se influencia (p>0,05) do método
de conservacdo nem do tempo de
armazenamento do sémen sobre 0s
percentuais de defeitos totais, quando houve
uma estabilizacdo dos valores até o final do
experimento, as 72 horas de estocagem.

Tem sido demonstrada a existéncia de uma
correlacdo  negativa entre  morfologia
esperméatica e  fertilidade, por varios
autores. Entretanto, Gadea et al. (2004)
realizaram um estudo em condicGes
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comerciais e encontraram uma fraca
correlagdo da fertilidade com alguns
defeitos (gota citoplasmatica proximal e
cauda dobrada), embora sem significancia
estatistica. Segundo os autores, tal
observacao poderia decorrer da pré-selecao
dos ejaculados utilizados para a preparagdo
das doses inseminantes. Como  0S
ejaculados  foram  selecionados pela
motilidade, e utilizados apenas aqueles
apresentando motilidade superior ao valor
de referéncia, haveria uma reducdo da
variabilidade dos parametros seminais.
Assim, em um estudo anterior (Gadea et al.,
1998), quando nenhuma pré-selecdo dos
ejaculados foi realizada, foram observadas
maiores correlagdes entre anormalidades
morfol6gicas e fertilidade. Diante disso,
Gadea et al. (2004) concluiram que a pré-
selecdo dos ejaculados, realizada sob
condi¢bes comerciais poderia reduzir essa
correlagdo, como  demonstrado  na
fertilidade in vitro (Gadea e Matas, 2000).

De acordo com Alm et al. (2006) o grande
nimero de espermatozéides normalmente
utilizados por dose na inseminagdo suina,
torna dificil determinar a real importancia

de anormalidades espermaéticas especificas
em varrfes. Contudo, o efeito da
morfologia espermatica é multiplicado
guando a concentracdo por  dose
inseminante é reduzida, até que os defeitos
espermaticos compensaveis ndo possam
mais ser superados (Althouse et al. 1998;
Saacke et al. 2000), levando a uma
reducéo da fertilidade e prolificidade.

4.2 EXPERIMENTO II: Fertilidade de
fémeas suinas inseminadas com sémen
oriundo de duas fragdes do ejaculado,
submetidas a dois protocolos de
resfriamento a 5°C ou 17°C

4.2.1 Caracteristicas fisicas do sémen e
desempenho reprodutivo dos varrdes

Nesse experimento foram realizadas 21
coletas de sémen, de cinco varrdes da raca
Landrace, estando os dados inerentes as
caracteristicas  fisicas do sémen, a
preparagdo das doses inseminantes e
resfriamento do sémen, bem como ao
desempenho  reprodutivo dos  varrdes,
apresentados na tabela 26.

Tabela 26. Caracteristicas fisicas do sémen e desempenho reprodutivo dos varrGes utilizados no
Experimento 1, de acordo com a fracdo do ejaculado utilizado

Fracéo do ejaculado

Parametros avaliados

Fracdo 1 (15 mL)

Fracdo 2 (restante)

NUmero de varroes

Ndmero de ejaculados

Volume do sémen (mL)

Motilidade do sémen a fresco (%)

Vigor do sémen a fresco (0 - 5)

N° de sptz/mL (x10°)

N° de sptz méveis/mL (x10°)

N° de sptz totais/fracdo (x10°%)

N° de sptz moveis/fracdo(x10°)

Volume de sémen/dose inseminante (mL)
Volume de diluidor/dose inseminante (mL)
N° potencial de fémeas inseminadas
N°real de fémeas inseminadas

Tempo da colheita a pré-dilui¢ao (min)
Tempo da colheita a diluicdo (min)
Tempo da colheita ao resfriamento (min)

05 05

21 21
15,00+ 0,0 194,43 £ 0,13
73,57 £1,15 74,29 £ 0,99
4,40+0,10 4,43 £ 0,08

1414,29 + 155,49
1057,62 + 121,01°

208,10 + 23,75"
153,71 + 17,43°

21,21 +2,33° 37,38+ 3,79°
15,85 + 1,81° 27,61 +2,73%
4,32 +0,76° 24,82 +2,88°
95,68 + 0,76" 75,18 + 2,88°
5,28 + 0,60° 9,20 +0,91°
3,05+ 0,48 3,14 + 0,53
17,81 + 0,81° 22,67 +1,00°
61,14 + 5,86 55,33 + 6,19

2D Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p < 0,05)
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As analises estatisticas referentes a tabela
26, estdo apresentadas no anexo llc do
Experimento Il (pagina 196 a 198).

Observa-se na tabela 26, que o volume da
segunda  fracdo  encontrado  nesse
experimento (194,43 mL) foi inferior ao do
Experimento | (208,98 mL, tabela 13). Ja
gue os machos utilizados nos dois
experimentos foram 0s mesmos, uma maior
pressdo na freqiéncia de coletas, neste
experimento, resultou em um menor
volume do ejaculado total. Embora o
volume total do ejaculado encontrado aqui
esteja dentro da amplitude normal de 150 a
300 mL (Pinart et al., 1999), Smital (2009)
relatou que os varrbes apresentam um
volume do ejaculado aceitavel, apdés um
descanso sexual de trés dias; entretanto,
atinge um volume normal apdés um
intervalo de cinco dias entre coletas. Desta
forma, considerando-se que na maioria das
coletas desse experimento ndo foi possivel
respeitar o intervalo de cinco dias, essa
reducdo pode ter respondido pela queda do
volume total e consequientemente da fracdo
2.

Assim como para o volume, a concentragéo
espermatica encontrada aqui também foi
inferior a do Experimento |, para ambas as
fragdes. Considerando-se que Smital (2009)
relata ser a concentracdo e 0 numero de
espermatozoides  totais no  ejaculado
restabelecidos em 5-7 dias apds a Ultima
coleta, embora o completo restabelecimento
do pool de espermatozéides no ejaculado
tenha sido alcangado ap6s uma pausa sexual
de 10-11 dias, certamente, a maior
freqiéncia de coletas do presente
experimento, respondeu pela reducdo da
concentracdo espermatica (tabelas 13 e 26)
e do numero de espermatozoides totais
guando compara-se o0os dados dos
Experimentos | e 1l, de 75,1 x 10° e 58,59 x
10°, respectivamente. Comparando-se 0s
dados do numero de espermatozdides totais
no ejaculado, somando-se as duas fragOes

(58,59 x 10°) do Experimento II, com os
apresentados por Braga (2007), envolvendo
machos Landrace da mesma linhagem
(DanBred) utilizada aqui, verifica-se um
valor inferior no presente experimento,
considerando-se 0 nimero de 66,16 x 10°
de espermatozdides totais, apresentado no
trabalho citado, quando utilizou-se a coleta
total do ejaculado.

O ndmero potencial de fémeas inseminadas
também, neste experimento, diferiu entre as
fracbes (p<0,05), como j& havia sido
observado, anteriormente, no Experimento
I. Em decorréncia do menor nimero de
espermatozoides totais e mdveis presentes
no ejaculado nas duas fragbes neste
experimento, o nimero potencial de fémeas
a serem inseminadas, nas respectivas
fracGes, também foi menor no Experimento
I, quando comparado ao que se observou
no Experimento | (tabelas 13 e 26).

De acordo com o volume de sémen e
diluidor necessarios para a preparacdo de
uma dose inseminante de 3 x 10° de
espermatozoides em 100 mL, observados na
tabela 26, a taxa de diluicdo
(sémen:diluidor) encontrada para a fragédo 1
foi de aproximadamente 1:22 e para a
fracdo 2 de 1:3. Esses valores estdo em
desacordo com os preconizados como ideal,
por diferentes autores, quando deveria ser
de 1:5 a 1:15 (Martin Rillo et al., 1994;
Ruvalcaba, 1994). Nesse contexto, poderia
ser esperado um choque osmoético nos
espermatozoides na fracdo 1, devido a alta
taxa de diluicdo (Flowers, 1996; Levis,
1997), bem como uma reducdo da
viabilidade espermética devido & caréncia
de substratos energéticos e a perda da
capacidade tamponante do meio na fragéo
2, em decorréncia de uma taxa de diluicdo
abaixo da recomendada (Flowers, 1996).
Contudo, baseando-se no preconizado por
Varner et al. (1987), de que o nimero de
células esperméaticas por mL de sémen
diluido deveria estar no intervalo de 30 a
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50 x 10° de espermatozéides por mL de
sémen diluido, as duas fracfes atenderam
tal premissa.

De acordo com as observacGes de
Rozeboom  (1999), quanto a coloragdo

ideal do sémen, que deveria ser branco
leitosa, verifica-se na tabela 27 as
diferencas observadas guanto ao
aspecto/cor do sémen a  fresco,
considerando-se as duas fracGes coletadas
separadamente.

Tabela 27. Influéncia da fracdo do ejaculado sobre a cor/aspecto do sémen in natura no Experimento 11

Fracdo do Cor/aspecto do sémen

ejaculado Leitoso (%) Soroso-leitoso(%) Soroso (%)
1 80,95 (17/21) 19,05 (4/21) 0,00
2 23,81 (5/21) 57,14 (12/21) 19,05 (4/21)

Observa-se que em mais de 80% das
coletas, a fracdo 1 apresentou aspecto
leitoso em decorréncia da alta concentragdo
espermatica por mL observada nessa fragao.
Contudo, nesse experimento, observou-se
também a ocorréncia de sémen com aspecto
soroso-leitoso nessa fragdo, o que néo tinha
sido observado no Experimento | (tabela
14). Embora essa situacdo tenha ocorrido
em cerca de 19,05% (4/21) dos ejaculados,
certamente, a maior freqiiéncia de coletas
dos varrfes no Experimento Il, respondeu
por essa observacdo. Com relacéo a fracéo
2, em 12 de 21 coletas (57%) o sémen
apresentou aspecto  soroso-leitoso, em
decorréncia da  baixa  concentracdo
espermatica por mL de sémen, dessa fragao.

Tabela 28. Numero de aglutinagbes no sémen
Experimento |1

Embora, cerca de 23% (5/21) das coletas
envolvendo a fracdo 2 tenha apresentado
um aspecto leitoso, um néimero aproximado
de ejaculados (4/21; 19,05%) apresentou
aspecto  soroso, indicando baixa
concentracdo, associada a um menor
nimero de espermatozoides totais presentes
no ejaculado.

Embora néo tenha sido observada diferenca
aparente no numero de aglutinagdes no
sémen in natura de acordo com a fragédo do
gjaculado no Experimento Il (tabela 28),
vale ressaltar a maior presenca de
aglutinacbes em ambas as fracOes, em
relacdo ao que observou-se no Experimento
| (tabela 15).

in natura de acordo com a fracdo do ejaculado, no

Fracéo do NUmero de aglutinacgGes

ejaculado 1a2 (%) 3a5 (%) > 6 (%)
1 57,14 (12/21) 38,10 (8/21) 4,76 (1/21)
2 47,62 (10/21) 47,62 (10/21) 4,76 (1/21)

Né&o se encontraram na literatura trabalhos
associando a freqiiéncia de coletas e as
fracbes do ejaculado & presenga de
aglutinacdes no sémen, nao sendo possivel,
portanto, explicar o maior nimero de
aglutinacdes observadas aqui.
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4.2.2 Periodo de conservacado do sémen

Os periodos médios de estocagem do sémen
resfriado  ndo  diferiram entre  0s
tratamentos, para nenhuma das quatro
inseminac0es realizadas (tabela 29), que no
entanto, variaram de 14,97 + 2,89 a 28,51 +
4,75 horas.



Tabela 29. Periodos de estocagem do sémen resfriado dos varrdes entre os tratamentos, nas quatro

inseminacdes

Intervalo

Periodos médios de conservacéo do sémen (horas)

F1T1 F1T2 F2T1 F212
Colheita-1* 1A 21,70 £ 2,34 17,86 £ 2,34 18,44 + 2,34 16,37 + 2,34
Colheita-2* 1A 16,62+ 1,99 16,58 +1,99 26,40 + 1,99 17,89+ 1,99
Colheita-3 1A 14,97 + 2,89 17,01+ 2,74 22,18 £2,74 23,719+ 2,74
Colheita-4° 1A 26,37 £ 4,75 25,42 +5,82 22,63 £ 4,75 28,51+ 4,75

Weitze et al. (1989) recomendam a
utilizagdo do sémen por até 48 horas sem
reduzir os indices de fertilidade; citam, no
entanto, que quando o sémen foi
armazenado por 48 a 72 horas, as taxas de
fertilizagdo diminuiram, mesmo quando as
ovulagdes ocorreram entre 12 e 24 horas
apos a inseminagdo. Entretanto, Martinez et
al. (1986) demonstraram que o diluidor
MR-A foi capaz de manter a mesma média
de fertilidade e nimero de nascidos vivos
guando o sémen foi preservado por até 5
dias. Em outro estudo, Johnson et al. (1988)
compararam o diluidor BTS com 0 MR-A e
Modena e ndo observaram nenhuma
diferenca entre os diluidores BTS e MR-A,
guando as doses inseminantes foram
utilizadas por até 4 dias. Embora
utilizassem o diluidor BTS, ndo utilizado
nesse experimento, Alexoupoulos et al.
(1996) observaram ser esse diluidor
eficiente para a conservagdo do sémen de
varroes, envasado em doses de 100 mL,
com concentracdo de 3 bilhdes de
espermatozoOides, por até 72 horas. No
entanto, Hofmo (1991) observou uma
reducdo na taxa de parto com o sémen
diluido em BTS e estocado por 48 horas,
em comparagdo ao estocado no mesmo
diluidor por 24 horas.

Com relacdo ao diluidor glicina-gema de
ovo, Foote (2002) ao utilizad-lo manteve o
sémen diluido a 5°C por 48 horas, obtendo
uma taxa de parto de 63%, com média de
10,1 leitdes nascidos, considerada

insatisfatoria diante dos indices
reprodutivos  alcangados pela grande
maioria das ganjas comerciais.

Diante dos resultados apresentados
anteriormente, acredita-se que, embora
alguns trabalhos assegurem que um tempo
de armazenamento do sémen, superior ao
demonstrado nesse experimento, poderia
ser utilizado sem prejuizos dos indices
reprodutivos, os periodos médios de
conservagdo do sémen utilizados em todas
as inseminagbes (tabela 29) sdo
considerados suficientes em se tratando da
utilizagdo pratica, na logistica do transporte
do sémen entre granjas, mesmo quando
abrangendo maiores distdncias, e se faz
necessario a utilizacdo do transporte aéreo.

4.2.3 Caracteristicas do sémen diluido e
resfriado no momento de cada
inseminacdo artificial

As caracteristicas fisicas de motilidade e
vigor, para cada tratamento, quando da
realizacdo das quatro inseminacdes estio
apresentadas nas tabelas 30, 31, 32 e 33. No
momento em que as doses eram retiradas do
contéiner, uma aliquota era aquecida em
banho-maria a 37°C, sendo a motilidade e o
vigor do sémen, de cada dose inseminante,
de cada tratamento, avaliados e registrados.
Na tabela 30 estdo apresentados os dados
das caracteristicas fisicas do sémen no
momento da primeira inseminacao.
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Tabela 30. Efeito da fracdo do ejaculado e do protocolo de resfriamento, sobre caracteristicas fisicas do
sémen diluido de varrGes, no momento da primeira inseminagao

Fracéo do Motilidade espermatica(%b6) Vigor espermatico(0-5)
ejaculado Glicina-gema MR-A® Glicina-gema MR-A® Total
de ovo de ovo
1 65,50+ 1,69 5250+1,69 " 3,80+0,12 3,15+0,12 3,48+0,08°
2 7350+ 1,69 69,00+ 1,69 3,95+0,12 375+0,12 3,85+0,08°
Total - - 3,88+008° 345+0,08° -

% Médias seguidas na linha por letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)
AB Médias seguidas na coluna por letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)
°d Médias seguidas na linha por letras diferentes, dentro da mesma variavel diferem (p < 0,05)
©P Médias seguidas na coluna por letras diferentes, dentro da mesma variavel diferem (p < 0,05)

As analises estatisticas referentes a tabela
30, estdo apresentadas no anexo Ild do
Experimento |1 (paginas 198-199).

Observa-se gque a motilidade espermatica
foi influenciada (p<0,05) pelas fracbes do
gjaculado e pelos protocolos de
resfriamento do sémen. Para a fracdo 1,
observa-se que nas doses preparadas
utilizando-se o diluidor glicina-gema de
ovo e mantidas a 5°C (F1T2), a motilidade
foi superior (p<0,05) as das doses diluidas
com MR-A e mantidas a 17°C (F1T1).
Entretanto, doses preparadas com a fragdo
2, diluida em glicina-gema de ovo e
mantidas a 5°C (F2T2) apresentaram
motilidade similar (p>0,05) as das doses
diluidas com MR-A e mantidas a 17°C
(F2T1). Assim, houve interacdo (p<0,05)
entre os protocolos de resfriamento e a
fracdo do ejaculado, com a fracdo 2
apresentando motilidade superior a da
fracdo 1, independente do protocolo de
resfriamento do sémen utilizado. Assim,
vale ressaltar que o maior valor de
motilidade foi observado nas doses do
tratamento F2T2 (73,50%), e o menor valor
nas doses do tratamento F1T1 (52,50%). O
vigor espermatico ndo diferiu entre o0s
tratamentos no momento da primeira
inseminacdo. Contudo, as doses diluidas no
diluidor glicina-gema de ovo, independente
da fracdo do ejaculado, apresentaram vigor
espermatico superior (p<0,05) ao das doses
diluidas com MR-A (3,88 e 345,
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respectivamente). Da mesma forma, as
doses oriundas da fracdo 2 do ejaculado,
independentemente  do  protocolo  de
resfriamento do sémen utilizado,
apresentaram  valor para 0  vigor
espermatico superior (p<0,05) ao observado
para a fracdo 1.

Para as caracteristicas do sémen, registradas
no momento da segunda inseminacdo,
observa-se na tabela 31, que a motilidade
espermatica ndo diferiu (p>0,05) entre os
tratamentos. Entretanto, quando avaliou-se
a motilidade entre as fracGes, independente
do protocolo de resfriamento, verificou-se
que a fracdo 1 apresentou motilidade
espermatica inferior (p<0,05) a observada
na fragdo 2 (61,000 e 68,75%,
respectivamente). =~ Comparando-se  0s
padrdes de motilidade entre os protocolos
de resfriamento, independente da fracdo do
ejaculado utilizada, verifica-se que as doses
de sémen preparadas com o diluidor de
glicina-gema de ovo, apresentaram
motilidade superior (p<0,05) as diluidas
com o diluidor MR-A (69,25% vs 60,50%,
respectivamente). Para o vigor espermatico,
ndo se observaram diferencas (p>0,05)
entre os tratamentos. Entretanto, quando se
comparam 0s protocolos de resfriamento,
independente da fragdo do ejaculado, as
doses diluidas com o diluidor glicina-gema
de ovo apresentaram melhor vigor
espermatico (p<0,05) que as diluidas em
MR-A (3,95 vs 3,40).



Tabela 31. Efeito da fracdo do ejaculado e do protocolo de resfriamento, sobre caracteristicas do sémen
diluido de varrbes, no momento da segunda inseminagao

Fracéo Motilidade espermatica Vigor espermatico
do Glicina-gema MR-A® Total Glicina-gema MR-A® Total
ejaculado
1 6450+1,88 57,50+1,88 61,00+1,76° 3,75+0,12 3,40+0,12 3,58+0,09
2 7400+188 6350+188 68,75+1,53" 415+0,12 3,40+0,12 3,78+0,09
Total 69,25+ 1,32 60,50 + 1,81° - 3,95+0,0° 3,40+ 0,09 -

' Médias seguidas na linha por letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)
AB Médias seguidas na coluna por letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)
“d Médias seguidas na linha por letras diferentes, dentro da mesma variavel diferem (p < 0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
31, estdo apresentadas no anexo lle do
Experimento Il (paginas 199-200).

Observa-se na tabela 32, que no momento
da terceira inseminacdo, a motilidade
espermatica ndo diferiu entre os tratamentos
(p>0,05). Novamente, observou-se efeito do
protocolo de resfriamento utilizado
(p<0,05), independente da fragdo, sendo a
motilidade superior nas doses diluidas em
glicina-gema de ovo. Observou-se também,
influéncia da fracdo do ejaculado sobre a
motilidade espermatica, independente do

protocolo de resfriamento utilizado, sendo o
maior valor encontrado (p<0,05) nas doses
de sémen oriundas da fracdo 2 do ejaculado.
Para o vigor espermatico, verificou-se
diferenca (p<0,05) entre os protocolos de
resfriamento, independente da fracédo
utilizada, sendo, novamente o maior valor
observado (p<0,05) nas doses diluidas no
diluidor glicina-gema de ovo. Entretanto,
ndo se observou diferenca significativa
(p>0,05) quanto ao vigor espermatico entre
0s tratamentos, no momento da terceira
inseminacdo, nem influéncia da fracdo do
ejaculado.

Tabela 32. Efeito da fracdo do ejaculado e do protocolo de resfriamento, sobre caracteristicas do sémen
diluido de varrfes, no momento da terceira inseminagao

Fragdo do Motilidade espermética Vigor esperméatico
ejaculado ~Giicina-gema MR-A® Total Glicina-gema  MR-A® Total
1 6750+166 6167+175 64,74+ 1,40° 380+0,14 350+0,14 3,66+0,10
2 71,00+ 166 67,00+1,66 69,00+ 1,18" 400+014 350+014 3,75+0,11
Total 69,25+ 0,83 64,47 +1,62° - 3,90 +0,09° 3,50+ 0,10 -
> Médias seguidas na linha por letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)
AB Médias seguidas na coluna por letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)
“d Médias seguidas na linha por letras diferentes, dentro da mesma variavel diferem (p < 0,05)
As andlises estatisticas referentes a tabela momento da  quarta  inseminagéo.

32, estdo apresentadas no anexo IIf do
Experimento Il (paginas 200 e 201).

Na tabela 33 estdo apresentados os dados
das caracteristicas fisicas do sémen no
momento da quarta inseminagdo. Verifica-
se que ndo houve diferencas (p>0,05) entre
os tratamentos, no que se refere as variaveis
motilidade e vigor espermaticos no

Entretanto, a motilidade espermética foi
influenciada (p<0,05) pela fracdo do
ejaculado, independente do protocolo de
resfriamento utilizado, sendo que as doses
de sémen oriundas da fracdo 2 apresentaram
maior valor (p<0,05) que as doses oriundas
da fracdo 1 (67,50% vs 54,00%,
respectivamente).
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Tabela 33. Efeito da fracdo do ejaculado e do protocolo de resfriamento, sobre caracteristicas fisicas do
sémen diluido de varrGes, no momento da quarta inseminagao

Fracdo do Motilidade espermatica Vigor espermatico
ejaculado — —
Glicina-gema MR-A® Total Glicina-gema MR-A® Total
1 60,00 +4,08 50,00+3,33 54,00 + 3,32° 325+040 3,00£033 3,13+0,26
2 7167+333 63,33£333 67,50+2,81" 400£033 3,33+£0,33 3,67%0,23
Total 67,00+ 4,06 56,67 3,33 - 3,63+0,26 3,17+ 0,23 -

AB Médias seguidas na coluna por letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
33, estdo apresentadas no anexo Ilg do
Experimento Il (paginas 201 e 202).

De acordo com Johnson et al. (2000) e
Flowers (1997) o sémen deve apresentar
motilidade minima de 60% para ser
utilizado. Dessa forma, observa-se nas
tabelas 30, 31 e 33 que a motilidade do
sémen oriundo da fracdo 1 do ejaculado,
diluida no diluidor MR-A e armazenada a
temperatura de 17°C (F1T1), no momento
da primeira, segunda e quarta inseminagdes,
respectivamente, estava abaixo dos 60%
recomendados pelos autores. Entretanto, é
importante  ressaltar que o0s autores
consideram este valor de motilidade (60%)
para o sémen fresco, ou seja, um requisito
minimo para que um ejaculado fosse
processado ou descartado apds a coleta,
diferentemente dos dados citados acima,
envolvendo a motilidade do sémen diluido
e resfriado. Além disso, vale ressaltar que
todos os ejaculados utilizados no presente
experimento, apresentavam  motilidade
superior a 60% ap6s a coleta, como
recomendado pelos autores citados.

4.2.4 Parametros de controle de fémeas
suinas inseminadas com sémen diluido e
resfriado a 5°C ou 17°C
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Os parédmetros de controle das fémeas
pertencentes a cada tratamento, registrados
durante a fase experimental, os quais
informam a uniformidade entre os mesmos,
estdo apresentados na tabela 34.

Observa-se na tabela 34, que apenas a
duracdo da inseminagdo, ou seja, o tempo
gasto em minutos, para que todo conteido
da bisnaga fosse inseminado, diferiu entre
0s tratamentos, na segunda e terceira
inseminagbes, ndo sendo observado,
entretanto, nenhuma relacdo entre o
tratamento e a duragéo da inseminag&o.

Observa-se que o IDE variou de 76,07 *
533 a 87,77 + 533 horas, o0 que
corresponde a aproximadamente 3,5 dias.
Desta forma, o IDC observado estd de
acordo com o descrito por Kummer et al.,
(2003) para a maioria das granjas
tecnificadas, de aproximadamente 4 a 6
dias; além disso, Castagna et al. (2001),
verificaram uma maior freqiiéncia de porcas
(2% a 8% ordens de parto) apresentando um
IDC no periodo de 3 a 4 dias apds o
desmame.



Tabela 34. Parametros de controle de fémeas suinas, inseminadas com sémen diluido e resfriado a 5° ou

17°C, em contéiner especial

Parametros avaliados Tratamentos
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2

NuUmero de porcas 10 10 10 10
Numero de varrdes 05 05 05 05
Ordem de parto 3,60 0,16 3,50 £ 0,16 3,70£0,16 3,60+0,16
IDE (horas) 76,07 +5,33 85,74 £ 5,33 86,21 + 5,33 87,77 £5,33
Durag&o do estro (DE) (horas) 58,13 + 2,89 63,85 + 2,89 63,99 + 2,89 60,82 + 2,89
Cio — 1% IA (horas) 18,62 + 0,71 18,72+ 0,71 19,31+ 0,71 18,87 +0,71
Colheita — 1% 1A (horas) 21,70 + 2,34 17,86 + 2,34 18,44 + 2,34 16,37 + 2,34
Duracéo da 1?1A (minutos) 5,33 +0,53 6,62 + 0,53 4,54 +0,53 6,77 + 0,53
Cio — 2°IA (horas) 30,33 £0,76 30,85+ 0,76 31,05+ 0,76 31,22+ 0,76
Colheita — 2%IA (horas) 16,62 + 1,99° 16,58 + 1,99° 26,40 + 1,99° 17,89 + 1,99°
Duracéo da 2?1A (minutos) 6,54+0,68%  6,26+068% 4,86 +0,68"° 7,88 +0,68°
Intervalo 1% — 2% IA (horas) 11,71+ 0,47 12,14 + 0,47 11,74 £ 0,47 12,36 + 0,47
Cio — 3%1A (horas) 42,04 +1,18 43,39 1,12 43,56 + 1,12 42,88+ 1,12
Colheita — 3%IA (horas) 14,97 + 2,89 17,01 + 2,74 22,18+ 2,74 23,79+ 2,74
Durag&o da 3%1A (minutos) 7,49+0,60° 6,13+ 0,57 ® 550+ 0,57° 6,91+ 0,57 ®
Intervalo 2% — 3% IA (horas) 11,90 + 0,96 12,65+ 0,91 12,51+0,91 11,66 + 0,91
Cio — 4%1A (horas) 66,98 + 1,46 65,60 + 1,78 67,11 + 1,46 66,35 + 1,46
Colheita — 4%IA (horas) 26,37 +4,75 25,42 +5,82 22,63 +4,75 28,51 + 4,75
Duracéo da 4%1A (minuto) 5,92 + 0,99 6,40 + 1,21 5,81 +0,99 5,07 +0,99
Intervalo 3% — 4%1A (horas) 24,96 £ 0,71 24,53 + 0,87 23,94 +0,71 23,75+0,71
Ultima 1A-final do cio (horas) 9,61+210 15,45+ 2,10 13,2+ 2,10 10,82 £ 2,10
Nimero de Inseminaces 3,20+ 0,16 3,20+ 0,16 3,30+ 0,16 3,30+ 0,16

b Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha,

As andlises estatisticas referentes a tabela
34, estdo apresentadas no anexo Ilh do
Experimento Il (paginas 202 a 206).

Na tabela 34, observa-se que a DE variou
de 58,13 + 2,89 a 63,99 + 2,89 horas.
Possivelmente, como ndo houve diferenca
no IDE entre os tratamentos, também ndo se
observaram diferencas na duracdo do estro
entre os mesmos, em virtude da literatura
ter estabelecido uma relacdo entre essas
variaveis (Soede and Kemp, 1997). Os
valores encontrados para a duracdo do estro
(tabela 34) estdo de acordo com o0s
verificados na literatura, compreendendo
um periodo entre 50 e 60 horas (Weitze et
al., 1994; Soede et al.,1995a), embora possa
haver uma grande amplitude para esta
caracteristica, como a observada por Soede
et al. (2000), de 31 a 65 horas e por outros
autores descritos na tabela 5, da revisdo de
literatura, apresentada aqui.

diferem (p < 0,05)

Sabe-se que a genética (Rydhmer, 2000) e a
ordem de parto (Maffili et al. 2000) podem
influenciar as variaveis IDE e DE.
Entretanto, nesse experimento, somente
foram utilizadas fémeas de uma Unica
linhagem (DB25®), e pequena variagio na
ordem de parto (somente 3* e 4% o que
proporcionou grande uniformidade entre os
tratamentos.

De acordo com o protocolo de inseminacéo
preconizado nesse trabalho, que constou de
trés inseminacdes realizadas a intervalos de
12 horas, com uma quarta inseminacao, 24
horas ap0s a terceira, dependendo de estar a
fémea ainda em estro, observa-se na tabela
34 que os intervalos entre a primeira e
segunda, segunda e terceira e terceira e
guarta  inseminagbes, respeitaram 0
protocolo em todos os tratamentos.
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Consultando-se as tabelas 34 e 41, verifica-
se que ndo houve efeito da fracdo do
ejaculado nem do protocolo de resfriamento
do sémen sobre os parametros de controle e
de resultados avaliados, nem se observou
interacdo entre a fracdo do ejaculado e
protocolo de resfriamento. Assim, a Unica
diferenca (p<0,05) verificada entre o0s
tratamentos e j& mencionada anteriormente
envolveu a duragdo da inseminacéo
artificial (tabela 34).

Diante do exposto anteriormente, os dados
foram agrupados de forma a estudar o efeito
da fracdo do ejaculado sobre os pardmetros
de controle (tabela 36) e de resultados
(tabela 42), independente de protocolo de
resfriamento. Por outro lado, também se
agruparam os dados visando estudar a
influéncia do protocolo de resfriamento
sobre os pardmetros de controle (tabela 35)
e de resultados (tabela 43), independente da
fracdo do ejaculado.

Tabela 35. Parametros de controle de fémeas suinas inseminadas com sémen diluido e resfriado a 5° ou

17°C, independentemente da fracdo do ejaculado

Na tabela 35, observa-se que também aqui,
apenas a variavel duracdo da IA (na
primeira 1A) diferiu (p<0,05) entre o0s
grupos. Na tabela 36, o intervalo entre a
colheita e 0 momento da terceira IA diferiu
(p<0,05) entre os grupos, sendo maior para
a fracdo 2. Entretanto, vale salientar que
guando os tratamentos foram apresentados
separadamente (tabela 29) ndo houve
diferenca (p>0,05) quanto ao periodo da
colheita do sémen a IA para nenhuma das
inseminagdes, entre os tratamentos.

Para as variaveis IDC e DE nas tabelas 35 e
36, observa-se que os dados estdo de acordo
com os encontrados na literatura, como
citado anteriormente.

As analises estatisticas referentes a tabela
35, estdo apresentadas no anexo Ili do
Experimento Il (paginas 206 a 208).

Protocolos de resfriamento do sémen

Parametros Avaliados

Resfriamento a 17°C (MR-A®)

Resfriamento a 5°C (glicina-gema)

NUmero de porcas

NuUmero de varroes

Ordem de parto

IDC (horas)

Duragéo do estro (DE) (horas)
Cio — 1%1A (horas)

Colheita — 1%IA (horas)
Duracéo da 1%1A (minutos)
Cio — 2%1A (horas)

Intervalo 1% — 2%1A (horas)

Cio — 3%IA (horas)

Colheita — 3%1A (horas)
Intervalo 2% — 3%1A (horas)

Cio — 4%1A (horas)

Colheita — 4%1A (horas)
Durac&o da 4%IA (minutos)
Intervalo 3% — 4%1A (horas)
Ultima 1A — final do cio (horas)
Nimero de inseminagdes

20 20

05 05
3,65+0,11 3,55+ 0,11
81,14 + 3,77 86,76 + 3,77
61,06 + 2,04 62,34 + 2,04
18,96 + 0,50 18,79 + 0,50
20,07 + 1,65 17,12 + 1,65
4,94 +0,33° 6,60 + 0,412
30,69 + 0,54 31,04 + 0,54
11,72 £ 0,34 12,25 + 0,34
42,80 + 0,82 43,14+ 0,79
18,77 +1,75 20,40 + 2,33
12,20 + 0,66 12,15 + 0,64
67,05 + 1,03 65,97 + 1,15
24,50 + 3,36 26,97 + 3,76
5,87 + 0,70 5,73+0,78
24,45 + 0,50 24,14 + 0,56
11,43 +1,19 13,13 + 1,49
3,25+0,11 3,25+0,11

2> Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem (p < 0,05)
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Tabela 36. Parametros de controle de fémeas suinas, inseminadas com sémen oriundo de duas fracbes do
ejaculado, independentemente do protocolo de resfriamento utilizado (5 ou 17°C)

Fracdes do ejaculado

Parametros Avaliados

Fracdo 1 (15 mL) Fracdo 2 (restante do ejaculado)

NuUmero de porcas 20 20
Numero de varrdes 05 05
Ordem de parto 3,55+0,11 3,65+0,11
IDC (horas) 80,91 + 3,77 86,99 + 3,77
Duracéo do estro (DE) (horas) 60,99 £ 2,04 62,41 £ 2,04
Cio — 1%1A (horas) 18,67 £ 0,50 19,09 + 0,50
Colheita — 1%1A (horas) 19,78 £ 1,65 17,41+ 1,65
Duragcéo da 1%IA (minutos) 5,97 £ 0,37 5,66 £ 0,37
Cio — 2%1A (horas) 30,59 + 0,54 31,14 £ 0,54
Intervalo 1% — 2*IA (horas) 11,92 £ 0,34 12,05+ 0,34
Cio — 3%A (horas) 42,71+ 0,82 43,22 £ 0,79
Colheita — 3%1A (horas) 16,04 +2,14° 22,99 +1,69°
Intervalo 2% — 3%1A (horas) 12,27 + 0,66 12,08 + 1,64
Cio — 4%1A (horas) 66,29 + 1,15 66,73 £ 1,03
Colheita — 4%1A (horas) 25,89 + 3,76 25,57 + 3,36
Duragdo da 4%1A (minutos) 6,16 + 0,78 544 +0,70
Intervalo 3% — 4%1A (horas) 24,74 + 0,56 23,84 +0,50
Ultima IA — final do cio (horas) 12,53 + 1,49 12,03 £ 1,49
Nimero de inseminagdes 3,20+0,11 3,30+0,11

*> Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem (p < 0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
36, estdo apresentadas no anexo Ilj do
Experimento Il (pagina 208 a 211).

Entretanto, as variaveis colheita — 2%A,
duracdo da 2%1A e duracdo da 3°IA, ndo
puderam ser apresentadas nas tabelas 35 e

36, em virtude da presenca de interacéo
significativa  entre protocolo  de
resfriamento e fracdo do ejaculado para
essas variaveis, sendo assim, esses dados
estdo apresentados separadamente na tabela
37.

Tabela 37. Intervalo de tempo da colheita do sémen a inseminacdo artificial e a duracdo da mesma,
considerando-se a fracdo do ejaculado e o protocolo de resfriamento do sémen

Fracéo Colheita — 2°1A(horas) Durag&o da 2*1A(min) Durag&o da 3*IA(min)
ejaculado
Glicina-gema MR-A® Glicina-gema MR-A® Glicina-gema MR-A®
1 16,58 +1,99° 16,62 + 1,99° 6,26 £0,68° 6,54 + 0,68~ 6,13 +0,57° 7,49 £ 0,60°
2 17,89 +1,99° 26,40 + 1,99% 7,88 +0,68° 4,86 + 0,68¢ 6,91 +0,57° 5,50 +0,57"

abedel Médias sequidas de letras diferentes, dentro da mesma variavel, diferem (p < 0,05)

As andlises estatisticas referentes a tabela
37, estdo apresentadas no anexo IIL do
Experimento Il (paginas 211-212).

tratamentos. Assim, para o0 tempo da
colheita a 2°1A, observa-se que o maior
periodo de tempo ocorreu nas doses
inseminantes oriundas da fracdo 2 do
ejaculado, diluidas no diluidor MR-A e
armazenadas a 17°C (26,40 + 1,99 horas).
Para a varidvel duracdo da 2% 1A em
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Dessa forma, observa-se na tabela 37 que
houve diferengca (p<0,05) para todas as
variaveis apresentadas, entre 0S



minutos, o maior valor foi observado para
as doses envolvendo a fragdo 2 do
ejaculado, diluidas em glicina-gema de ovo
e armazenadas 5°C, que diferiu (p<0,05),
das doses oriundas da fracdo 2 e diluidas
em MR-A® & 17°C, que apresentaram 0
menor valor (4,86 + 0,68 minutos). Quanto
a duracdo da 3* 1A, o maior valor foi
encontrado para as doses oriundas da fragéo
1 do ejaculado, diluidas em MR-A® e
preservadas a 17°C (7,49 + 0,60 minutos)
enquanto o menor valor foi observado para

as oriundas da fragdo 2 do ejaculado,
diluidas no mesmo diluidor (5,50 + 0,57
minutos), os quais diferiram entre si
(p<0,05).

4.2.4.1 Manifestacéo do cio

O periodo de manifestagdo do cio ao longo
do dia, para as fémeas utilizadas no
experimento, por  tratamento, esta
apresentado na tabela 38.

Tabela 38. Freqliéncia de manifestacdo do cio em porcas, ao longo do dia, por tratamento

Tratamento Manifestacéo do cio
Manhé Tarde Noite
F1T1 4/10 40,00% 4/10 40,00% 2/10 20,00%
F1T2 4/10 40,00% 3/10 30,00% 3/10 30,00%
F2T1 3/10 30,00% 5/10 50,00% 2/10 20,00%
F2T2 6/10 60,00% 2/10 20,00% 2/10 20,00%
Total 17/40 42,50% 14/40 35,00% 9/40 22,50%

As analises estatisticas referentes a tabela
38, estdo apresentadas no anexo Ilm do
Experimento Il (pagina 212).

Observa-se que ndo houve diferencas
(p>0,05) quanto aos periodos de
manifestacdo do cio das fémeas entre 0s
tratamentos. Entretanto, um maior niimero
de fémeas manifestou o cio durante o dia
(77,5%) em relacdo as apresentando cio a
noite (22,5%). Embora Burger (1952)
verificou percentuais semelhantes entre
fémeas apresentando cio durante o dia
(49,08%) e a noite (52,56%), os dados
apresentados aqui estdo de acordo com
Braga (2007) que encontrou 67,44% das
fémeas apresentando cio durante o dia e
32,56% apresentando cio pela noite.

42.4.2 Intervalo do inicio do cio a
inseminacéo

De acordo com os dados apresentados na
tabela 34, observa-se que o intervalo entre o
inicio do cio e as inseminacges artificiais,
ndo diferiu (p>0,05) entre os tratamentos
para nenhuma das quatro inseminagoes.
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Sendo assim, pode-se concluir que todas as
fémeas foram inseminadas em momentos
similares entre os tratamentos, ndo sendo
esta uma fonte de wvariacio a ser
considerada na avaliacdo da performance
reprodutiva das fémeas.

4.2.4.3 Namero médio de inseminages

Observa-se na tabela 34 que o ndmero
médio de inseminacdes nao diferiu (p>0,05)
entre os tratamentos, variando entre 3,10 +
0,16 & 3,30 £ 0,16 inseminagdes por ciclo.

Como ndo houve diferengas entre os
tratamentos, no que se refere ao IDC e a DE
(tabela 34), pode-se concluir serem esses 0s
principais  fatores  responsaveis  pela
auséncia de significancia quanto ao nimero
de inseminacdes utilizadas por tratamento.

As multiplas inseminagdes durante o estro é
um procedimento padrdo utilizado na
maioria das granjas, devido a duracdo
relativamente longa do cio, com horarios de
ovulagdo muito variaveis do ponto de vista
individual e de rebanho. Entretanto,
atualmente existe uma grande variedade de
protocolos envolvendo o momento ideal



para realizarem-se  inseminacdes em
fémeas suinas, o que resulta em diferentes
médias, no que se refere ao numero de
inseminagGes/fémea coberta.

De acordo com Crabo e Dial (1992) uma
dupla inseminacdo aumenta a taxa de parto
de 8 a 12% e o tamanho da leitegada em 0,2
leitGes, e ainda, uma terceira inseminacéo
pode oferecer uma leve vantagem nos
indices reprodutivos (Tilton and Cole,
1982). Entretanto, LaPierre (1994), citado
por Rozeboom et al. (1997) sugere que trés
inseminagGes em intervalos de 24 horas
durante o estro, pode ser prejudicial a
fertilidade e aumentar a incidéncia de
descarga vaginal. Segundo Rozeboom et al.

(1997), uma reducdo na fertilidade e no
tamanho da leitegada é observada, quando a
Glitima de mdaltiplas inseminagdes é
realizada durante o final do estro ou no
metaestro. Neste contexto, Braga et al.
(2009b) inseminaram 70 fémeas utilizando-
se do mesmo protocolo de observagdo de
cio e inseminacdo apresentados nesse
experimento, concluindo que fémeas
submetidas a quatro inseminacdes artificiais
por estro responderam com menor taxa de
prenhes, com uma reducédo de 16,45%.

Na tabela 39, esta apresentada a
distribuicdo do numero de inseminagdes
realizadas por tratamento nesse
experimento.

Tabela 39. Distribui¢cdo do nimero de inseminagdes artificiais realizadas por fémea e por tratamento

Tratamento Ndmero de Inseminacgdes
2 4 Total
F1T1 01 03 10
F1T2 00 02 10
F2T1 00 03 10
F2T2 00 03 10
Total 01 (2,5%) 28 (70,00%) 11 (27,5%) 40 (100%)

As andlises estatisticas referentes a tabela
39, estdo apresentadas no anexo lIn do
Experimento Il (pagina 212).

Observa-se na tabela 39 que ndo houve
diferenca  (p<0,05) no ndmero de
inseminacGes  realizadas em  cada
tratamento. Na maioria das fémeas
(70,00%) foram realizadas trés
inseminacGes, sendo que apenas uma
fémea, pertencente ao grupo F1T1, ndo
aceitou a terceira inseminacdo. Verifica-se
ainda que 27,5% das fémeas aceitaram a
quarta dose, 24 horas ap6s a terceira
inseminacao.

Entretanto, no presente experimento, diante
do nimero de fémeas inseminadas, ndo foi
possivel  relacionar o numero de
inseminacbes a taxa de gestacdo, como
relatado por Braga et al. (2009b) que

verificaram uma reducgéo de 16,45% na taxa
de gestacdo das fémeas que receberam
quatro inseminacGes por estro. Neste
sentido, Rozeboom et al. (1997),
verificaram uma reducdo na taxa de parto
de fémeas de primeira e segunda ordens de
parto (23 e 22%, respectivamente) e no
tamanho da leitegada de 1,1 leitbes por
leitegada, independente da ordem de parto,
quando a ultima de multiplas inseminagoes
foi realizada durante o final do estro ou no
metaestro.

425 Fertilidade de fémeas suinas
inseminadas com sémen diluido e
resfriado a 5°C ou 17°C em contéiner
especial

O alto custo dos experimentos in Vvivo,
tendo como objetivo a avaliacdo dos efeitos
dos tratamentos seminais sobre a fertilidade

125



das fémeas, tem limitado em muito sua
execugdo. Dessa forma, muitos trabalhos
tém procurado associar a manutencdo das
caracteristicas espermaticas in vitro, apds
diferentes tratamentos, como prova de sua
eficiéncia (Palhares, 1997). Entretanto, ndo
existe um Unico teste ou conjunto dos
mesmos que seja capaz de garantir a
retencdo do poder fecundante das células
espermaticas submetidas a um dado
tratamento. Contudo, tém-se como maior
prova conclusiva da manutencdo de uma
boa fertilidade, qualquer que seja o
tratamento a que a célula espermatica foi
submetida, a inseminacdo das fémeas com
avaliacdo das taxas de gestacdo e das

caracteristicas de leitegada (nascidos totais,
nascidos vivos, natimortos e mumificados).
Dessa forma, pretendeu-se no presente
experimento, avaliar a  capacidade
fecundante dos espermatozoides
submetidos aos tratamentos aqui propostos.
Assim, os dados de fertilidade das fémeas
inseminadas ~ por  tratamento,  estdo
apresentados na tabela 41.

De acordo com o modelo proposto (tabela
40) observa-se que a fertilidade das porcas,
ndo foi influenciada (p>0,05) pelos
tratamentos, pela fracdo e nem pelo diluidor
utilizados.

Tabela 40. Efeito dos tratamentos, da fragdo e do diluidor sobre a fertilidade de porcas inseminadas com

sémen diluido e resfriado (Qui-quadrado)

Fonte de Variacao

Nivel de probabilidade

Tratamentos
Fracao
Diluidor

0,097
0,147
0,147

Observa-se na tabela 41, que ndo houve
diferencas (p>0,05) entre as taxas de
gestacdo e caracteristicas das leitegadas
entre os tratamentos. Das 40 fémeas
inseminadas, apenas duas, pertencentes ao
tratamento F2T2 (fragdo 2 do ejaculado
diluida em glicina-gema de ovo e
preservada a 5°C), retornaram ao estro no

periodo de 17 a 30 dias apds a cobertura,
sendo uma aos 23 dias e a outra aos 29 dias
ap6s a ultima inseminagdo. As outras
fémeas mantiveram a gestagdo até o parto
(taxa de parto de 100%), ndo havendo
qualquer  descarte por  problemas
reprodutivos ou ndo reprodutivos.

Tabela 41. Efeito da fracdo do ejaculado e do protocolo de resfriamento do sémen diluido de varrdes
sobre a fertilidade de porcas inseminadas

Fracdes do ejaculado

Parametros avaliados Fragdol (15 mL) Fracdo 2 (restante do ejaculado)

MR-A (17°C)  Glicina-gema (5°C) MR-A (17°C)  Glicina-gema (5°C)

Ordem de parto 3,60+0,16 3,50+0,16 3,70+ 0,16 3,70+£0,16
Taxa gestacao (%) 100,00 (10/10) 100,00 (10/10) 100,00 (10/10) 80,00 (8/10)
LeitBes nascidos totais 16,30 £ 1,21 12,80+ 1,21 14,90+ 1,21 14,13+ 1,35
Leitbes nascidos vivos 15,00 = 1,06 11,60 + 1,06 13,50 + 1,06 12,14 + 1,27
LeitGes natimortos 0,30 £0,29 0,90 £0,29 1,10 £ 0,29 1,00 £ 0,35
Leitbes mumificados 1,00+ 0,30 0,30+ 0,30 0,30+ 0,30 0,63+ 0,33

As andlises estatisticas referentes a tabela
41, estdo apresentadas no anexo llo do
Experimento Il (pagina 213).

Vale ressaltar, que uma das fémeas do
grupo F2T2 (fragdo 2 do ejaculado diluida
em glicina-gema de ovo a 5°C) morreu no
momento do parto, antes que nenhum leitdo
tivesse nascido. Dessa forma, realizou-se a
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sua necropsia, Visando-se registrar 0
nimero de leitGes totais e a presenca de
fetos mumificados, ndo sendo possivel,
registrar 0 nimero de nascidos vivos e
natimortos, como mencionado
anteriormente. Portanto, para o calculo da
média de leitBes nascidos vivos e
natimortos no grupo F2T2, desconsiderou-
se essa fémea, realizando-se o calculo com
0s registros das sete fémeas restantes nesse

grupo.

Como mencionado anteriormente, n&o
havendo influéncia (p>0,05) da fragdo do
ejaculado ou do protocolo de resfriamento
sobre as taxas de concepgdo e as
caracteristicas das leitegadas, entre 0s

tratamentos, agrupou-se os dados de forma
a estudar isoladamente o efeito da fracdo do
gjaculado (tabela 42) ou do protocolo de
resfriamento (tabela 43), sobre as variaveis
mencionadas anteriormente. Assim,
observa-se na tabela 42 que a fracdo do
gjaculado nao influenciou (p>0,05) a taxa
de gestacdo nem as caracteristicas das
leitegadas, quando comparadas entre si,
independentemente do  protocolo de
resfriamento utilizado.

Diante desses resultados, as duas fra¢fes do
gjaculado poderiam ser utilizadas para a
preparagdo das doses inseminantes, sem
prejuizo a fertilidade das fémeas
inseminadas.

Tabela 42. Efeito da fracdo do ejaculado sobre a fertilidade de porcas inseminadas com sémen diluido e

resfriado

FracGes do ejaculado

Parametros avaliados Fracdo 1 (15 mL)

Fracdo 2 (restante)

Ordem de parto 3,55+0,11
Taxa de gestacao (%) 100,00 (20/20)
Leitdes nascidos totais 14,55 + 0,90
Leitbes nascidos vivos 13,30+ 0,82

Leitdes natimortos 0,60+0,17
Leitdes mumificados 0,65+ 0,26

3,70+0,11
90,00 (18/20)
14,56 + 0,90
12,94+ 0,81
1,06 + 0,26
0,44 0,15

As analises estatisticas referentes a tabela
42, estdo apresentadas no anexo Illp do
Experimento Il (pagina 214).

Entretanto, quando comparou-se os efeitos
do protocolo de resfriamento do sémen,

independentemente da fragdo utilizada,
verificou-se uma superioridade (p<0,05) do
protocolo incluindo a diluicdo do sémen no
diluidor MR-A e manutencdo do sémen a
17°C, quanto ao numero de leitdes nascidos
vivos (tabela 43).

Tabela 43. Efeito do protocolo de resfriamento do sémen sobre a fertilidade de porcas inseminadas

Protocolo de Resfriamento do sémen

Parametros avaliados

MR-A (17°C) Glicina-gema (5°C)
Ordem de parto 3,65+0,11 3,60+0,11
Taxa de gestacdo (%) 100,00 (20/20) 90,00 (18/20)
Leitbes nascidos totais 15,60 + 0,88 13,39 + 0,85
Leitbes nascidos vivos 14,25 +0,79% 11,82 +0,73"
Leitdes natimortos 0,70+ 0,23 0,94 £ 0,20
Leitdes mumificados 0,65+ 0,26 0,44 £0,15

*> Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p<0,05).
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As analises estatisticas referentes a tabela
43, estdo apresentadas no anexo Ilg do
Experimento Il (paginas 214 e 215).

Entretanto, dois fatores devem ser
considerados, antes de se excluir a
utilizacdo do diluidor & base de gema de
ovo de futuros experimentos ou mesmo da
rotina das granjas. Primeiro, embora
houvesse uma tendéncia para o diluidor
MR-A, néo se observou qualquer diferenga
(p>0,05) na taxa de gestacdo e numero de
leitbes nascidos totais, entre os protocolos
utilizados. Dessa forma, outros fatores
relacionados ao momento do parto, como
distocias e interferéncia humana ao parto,
podem influenciar no ndmero de leitdes
nascidos vivos, ndo sendo uma Vvariavel
exclusivamente influenciada pela qualidade
espermatica a inseminacdo. Segundo, é
importante salientar que as doses diluidas
no diluidor glicina-gema de ovo foram
resfriadas a 5°C, ou seja, um desafio muito
maior as células espermaticas.

Principalmente, em se tratando da espécie
suina, vale enfatizar a grande sensibilidade
de seus espermatozolides as variagOes de
temperatura e conseqlientemente, as
alteracbes da membrana plasmatica dos
mesmos. Vale salientar a taxa de gestacdo
de 90% associada a um nimero de nascidos
totais de 13,39+0,85 e finalmente um
numero médio de leitdes nascidos vivos de
11,82 + 0,73 (tabela 43), que em si nédo
podem ser considerados indices
insatisfatérios. Por outro lado, pensando-se
nos beneficios que o resfriamento e
transporte do sémen diluido a 5°C pode
trazer, em decorréncia da reducdo do
metabolismo espermético e inibicdo do
crescimento bacteriano, viabilizando um
maior tempo de armazenamento, justifica
novos experimentos visando o transporte do
sémen entre granjas, em dias pré-
estabelecidos, notadamente no verdo,
guando as altas temperaturas ambientais
modificam as temperaturas finais de
estocagem, especialmente dos sistemas de
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resfriamento passivo. Estudos anteriores
realizados com a gema de ovo,
demonstraram que essa macromolécula
possui diferentes fatores que permitem a
célula espermatica resistir a condigdes
adversas durante a estocagem e,
principalmente, ao choque térmico (Lasley
e Mayer, 1944). Sabe-se, ainda, que durante
o choque térmico ha perda de fosfolipidios
da membrana (Cerolini et al., 2000),
podendo a gema de ovo prevenir esta perda
ou modular os efeitos prejudiciais da
mesma.

Os dados de fertilidade e caracteristicas das
leitegadas  apresentados no  presente
experimento  utilizando-se as  doses
inseminantes diluidas no diluidor de
glicina-gema de ovo e resfriadas a 5°C, sdo
superiores aos encontrados por Braga et al.
(2009a). Naquele experimento, os autores
obtiveram uma taxa de gestacdo de 77,14%
com o sémen diluido em glicina-gema e
estocado a 5°C, no mesmo contéiner
utilizado no presente experimento, com um
namero médio de leitdes nascidos totais de
10,72 e nascidos vivos de 10,12 leitdes. Da
mesma forma, Foote (2002) utilizou o
sémen diluido no mesmo diluidor a base de
gema de ovo, resfriado a 5°C e preservado
por 48 horas para inseminar 70 leitoas e 55
porcas, obtendo uma média de 10,1 leitGes
nascidos diante de uma taxa de parto de
63%.

Kasuya e Kawabe (1977) obtiveram uma
média de 10,2 leitdes nascidos Vivos
quando inseminaram 17 fémeas multiparas
com sémen resfriado a 5°C. Da mesma
forma, Park et al. (1996) utilizaram 0 sémen
diluido em um diluidor lactose-gema de
ovo com 2% de glicerol, preservado por 6 a
7 dias a 5°C e obtiveram uma taxa de parto
de 85%, com 10,4 leitdes nascidos vivos
por leitegada.

Levando-se em conta as variagcbes do
periodo de estocagem do sémen nos
diferentes estudos, verifica-se que os dados



encontrados no presente experimento, com
relacdo a taxa de gestacdo e nUmero de
leitBes nascidos, utilizando o sémen diluido
e estocado a 5°C, sdo superiores aos
encontrados na literatura, embora utilizando
um curto periodo de estocagem, variando
de 16,58+1,99 a 26,97+3,76 horas.

Com relagdo aos resultados obtidos
utilizando-se as doses de sémen diluidas no
diluidor MR-A e armazenadas a 17°C, os
dados do presente experimento s&o
similares aos obtidos por Braga et al.
(2009a) quando observou-se uma taxa de
parto de 97,14% e numero de leitbes
nascidos totais e vivos de 14,87 e 13,26,
respectivamente, sendo 0 sémen
armazenado a 17°C por 18,39 horas. Da
mesma forma, Dimitrov et al. (2009)
relataram uma taxa de parto de 94,44% ao
utilizarem o sémen diluido em MR-A a
17°C, por até 12 horas apés a coleta. Em
estudos realizados no Brasil, Costi (2003)
comparando doses inseminantes diluidas
nos diluidores BTS e Androhep, e
armazenadas a 17°C por até 48 horas,
encontraram uma taxa de parto de 90,02%
para o diluidor BTS e de 87,30% para o
Androhep, com média de leitdes nascidos
totais de 11,80 leitbes, para ambos
diluidores.

Uma questdo a ser discutida no presente
experimento, envolve as diferencas de
motilidade espermatica encontradas nos
diferentes tratamentos, e a sua relacdo com
a fertilidade. Observa-se nas tabelas 30, 31,
32 e 33 que os menores valores de
motilidade estiveram associadas a fracdo 1
do ejaculado, principalmente no tratamento
em que essa fragdo foi diluida no diluidor
MR-A (F1T1). Entretanto, nas tabelas 41 e
42 observa-se que a taxa de parto e as
caracteristicas de leitegada ndo diferiram
(p>0,05) entre as fragdes. Com isso, ndo se
observou no presente experimento, relagédo
entre motilidade espermaética e os resultados
de fertilidade. Entretanto, Rodriguez-

Martinez et al. (2005) citam que os padrdes
de motilidade encontrados na fragdo 1 ap6s
a coleta, quando resfriada a 15°C, resfriado
a 5C e 30 minutos apbés o
descongelamento, foram sempre superiores
aos encontrados para a fracdo 2. Esses
achados ndo estdo de acordo com o0s
encontrados no presente experimento,
sendo os valores de motilidade superiores
(p<0,05) na fragcdo 2 do ejaculado, ap0s a
estocagem do sémen (tabelas 30, 31, 32 e
33). Apesar disso, o0s dados aqui
demonstrados, confirmam a habilidade
fecundante dos espermatozoides oriundos
da fracdo 1 do ejaculado. Varios estudos na
espécie suina tém sugerido que 0s
espermatozoides oriundos dessa fracdo sdo
aqueles que melhor sobrevivem a
manipulacgdo, incluindo a criopreservagéo
(Sellés et al., 2001; Pefia et al., 2003; Pefia
et al., 2004a). Como mencionado
anteriormente, possivelmente a constitui¢éo
do plasma seminal de porcdes especificas
do ejaculado, exercam um efeito positivo
sobre os espermatozoéides, especialmente 0s
perfis protéicos presentes nessas fragdes.

De acordo com Topfer-Petersen e Calvete
(1996) e Jansen et al. (2001) os
espermatozoides apresentam uma cobertura
de proteinas (espermadesinas) sobre suas
membranas, as quais tem a funcdo de
prevenir reages acrossomicas prematuras,
sendo a mesma liberada apds a capacitagéo.
Assim, essas espermadesinas estariam
envolvidas na regulacdo da capacitagdo,
apresentando  dupla fungdo, j& que
manteriam as células espermaticas estaveis
até sua chegada a tuba uterina, onde
promoveriam sua capacitagdo. Nesse
sentido, Caballero et al. (2006)
demonstraram que o heterodimero PSP-
I/PSP-Il se une a membrana dos
espermatozoides antes ou durante a
gjaculacdo, e que essa unido €
suficientemente forte para que a proteina
permaneca unida por varias horas em uma
grande percentagem de espermatozoides,
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inclusive submetidos a grande diluicGes,
como foi o caso da fracdo 1 do ejaculado,
no presente experimento, submetida a
diluicBes muito acima das recomendadas
pela literatura.

De acordo com Manaskova e Jonakova
(2008), as espermadesinas da familia PSP,
podem ser encontradas na superficie dos
espermatozoOides  presentes tanto  no
epididimo quanto no ejaculado. A presenca
das espermadesinas PSP na superficie dos
espermatozoides encontrados no epididimo,
confirma que essas proteinas estdo contidas
no fluido epididimario, e possuem
habilidade de se unir aos espermatozoides
durante a maturagédo nesse local. Entretanto,
Garcia et al. (2009) demonstraram que a
presenca do heterodimero PSP-1/PSP-11 na
fracdo rica do ejaculado é baixa, mas que,
apesar da grande quantidade do
heterodimero encontrado na fracdo pos-
espermatica, o efeito do plasma seminal
dessa fracdo sobre os espermatozoides
altamente diluidos ndo foram tdo benéficos
quanto o produzido pelo plasma da fracdo
rica. Contudo, de acordo com 0S mesmos
autores, o efeito negativo que exerce 0
plasma seminal da fracdo pds-espermatica
também poderia ser devido, a presenca das
proteinas HBPs, j& que sua concentracdo
aumenta de forma paralela a do
heterodimero PSP-1/PSP-Il na fracdo pos-
espermatica. Esses resultados séo similares
aos apresentados por Centurion et al.
(2003), quando observou-se que ao se
incubar os espermatozdides do varréo,
altamente diluidos, na presenca de todas as
espermadesinas (PSPs e HBPs), houve uma
reducdo da funcionalidade espermaética
devido a presenca das HBPs. Dessa forma,
considerando-se que a fracdo 2 do presente
experimento, era constituida do restante da
fracdo rica e da fracdo pds-espermaética,
hipotetiza-se que a grande concentracdo de
HBPs nessa fracdo poderia em tese,
prejudicar o potencial fecundante dos
espermatozoides oriundos dessa fracao,
embora, o0s resultados de fertilidade
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apresentados pelas fracbes 1 e 2 tenham
sido similares (p>0,05).

Com relacdo ao potencial de fertilidade das
sub-populagdes de espermatozoides
presentes nas fracfes, Rodriguez-Martinez
et al. (2005) sugerem que os oriundos da
primeira porgdo da fracdo rica (primeiros 10
mL), devem ser considerados, dentre toda a
populagdo  de  espermatozlides  do
ejaculado, como aqueles que primariamente
colonizardo o reservatdrio espermatico na
tuba uterina das porcas, e portanto, aqueles
que principalmente e potencialmente
estardo envolvidos na fertilizagdo. Sendo
assim, considerando-se a menor
concentragdo do heterodimero PSP-I/PSP-11
na primeira por¢do da fragdo rica do
ejaculado (primeiros 10 a 15 mL), em
comparagdo ao restante da fracdo rica e
fracdo poOs-espermatica, ha indicios de que
0s espermatozoéides oriundos dessa fracao
possam atingir o reservatério espermatico,
sem risco de serem fagocitados,
considerando-se 0 efeito das
espermadesinas no desencadeamento da
migracdo de PMN para o limen uterino.

De acordo com Novak et al. (2009), a
diferenca no perfil protéico entre as fragoes
do ejaculado, estaria ligada & concentracéo
espermatica. Sendo assim, a menor
concentracdo de proteinas encontrada no
plasma seminal da fracdo rica, e
especialmente na primeira porcédo da fragéo
rica, em comparacdo ao que se observa na
fracdo poOs-espermatica, seria devido a
maior concentracdo espermatica presente
nessa fragdo. Pode ser que o grande nimero
de espermatozoides nela presentes, reteria
uma grande proporcdo de proteinas ligadas
as suas membranas, de forma a reduzir a
sua guantidade residual presente no plasma
seminal daquela fracdo.

Os altos indices de fertilidade e das
caracteristicas de leitegada encontrados no
presente experimento para a fragdo 1,
poderiam ser explicados baseando-se nas



afirmativas de Novak et al. (2009), as quais
confirmam que 0s espermatozdides
oriundos da primeira porcao da fracdo rica
do ejaculado, exibem efeito positivo na
fertilizagdo, demonstrado in vitro. Os
mesmos autores sugerem que as altas
concentracdes de  certas  proteinas,
especialmente de espermadesinas, tem um
efeito negativo sobre a fertilidade in vivo.
Assim, embora as proteinas devem ter um
importante papel na  longevidade
espermatica, como fatores decapacitantes,
podem também reduzir a fertilidade, se em
€XCesso, ou se 0s espermatozoOides forem
expostos a elas por periodos prolongados de
tempo.

E embora os perfis de proteinas do plasma
seminal tém sido muito estudadas, o
contelido de ions, tais como o calcio e
bicarbonato, que demonstram grande
importancia para a funcdo espermatica,
devem contribuir para as diferentes
caracteristicas  esperméticas dentre as
fragbes do ejaculado (Saravia, 2008). Para
Saravia et al. (2010), além da menor
guantidade de proteinas do plasma seminal
de origem das glandulas acessorias e da
presenca de proteinas do plasma
epididiméario, o menor conteldo de
bicarbonato presente na primeira porcéo da
fragdo rica do ejaculado, sdo os
responsaveis pela maior resisténcia das
células esperméticas oriundos dessa fragao.
O bicarbonato tem um importante papel na
funcdo espermatica, tal como desencadear a
motilidade dos espermatozoides, oriundos
do epididimo (Rodriguez-Martinez et al.,
1991), através da ativacao direta da adenil-
ciclase dos espermatozoides, além de ser a
molécula que inicia o rearranjo lipidico na
membrana plasmatica dos espermatozoides,
considerado um dos eventos iniciais da
capacitacdo espermética (Gadella e Van
Gestel, 2004; Tienthai et al., 2004). Além
disso, a concentracdo de bicarbonato
também varia ao longo da tuba uterina.

Diante disso, Saravia et al. (2010) sugerem
que as baixas concentracfes de bicarbonato,
presentes em pontos especificos
(reservatdrio espermatico do macho e da
fémea), sdo parte da estratégia para
preservar os espermatozdides intactos, até o
momento da cobertura/ejaculacdo ou
ovulacdo. Confirmando essa hipotese,
Saravia et al. (2007) relatam que a menor
concentracdo de bicarbonato na fragdo 1
(primeira  porcdo da fragdo rica) do
gjaculado  possibilitou uma  melhor
sobrevivéncia espermética, das células
oriundas dessa  fragdo, durante O
congelamento/descongelamento,  quando
comparou-se ao desempenho do restante do
gjaculado. Dessa forma, acredita-se que
mesmo diante da menor motilidade
apresentada pelos espermatozoides
oriundos da fracdo 1 do ejaculado no
presente experimento, essa fracdo foi capaz
de manter uma adequada capacidade
fecundante. Especula-se que a presenga de
proteinas, especialmente das
espermadesinas, formando uma cobertura
sobre os espermatozoides dessa fracdo, os
protegeria até o momento da fecundacao.
Ndo é demais salientar também, a menor
concentracdo de bicarbonato presente nessa
fracdo, capaz de manter a integridade das
membranas espermaticas, ja que 0 processo
de capacitacdo ndo deve ser iniciado
prematuramente. Finalmente, ndo deveria
ser descartado um efeito aditivo das duas
situagdes, resultando na manutencdo da
habilidade = fecundante  das  células
espermaticas dessa fracdo do ejaculado.

Os dados relativos ao numero de leitdes
natimortos e mumificados encontrados no
presente experimento (tabela 41), estdo
dentro do esperado e considerado normal
pela literatura. De acordo com Van der
Lende  (2000), as perdas fetais
(mumificados e natimortos) podem variar
de 5 a 15%. Varios fatores estdo associados
com a presenca de natimortos, como
doencas infecciosas, duracdo da gestacao,
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ordem de parto, tamanho da leitegada,
duracdo do parto, intervalo entre
nascimento dos leitdes, peso dos leitdes,
distocia, estresse em consequéncia das altas
temperaturas, interferéncia humana na
assisténcia ao parto, condicdo corporal e
deficiéncia nutricional (Leenhouwers et al.,
1999; Tantasuparuk et al., 2000; Lucia Jr. et
al., 2002; Schneider, 2002). A mumificacédo
fetal tem sido associada a doengas
infecciosas, ordem de parto, tamanho da
leitegada, capacidade uterina, temperatura
ambiental e micotoxinas (Dial et al.,
1992; Mengeling et al., 2000; Schneider et
al., 2003).

A ocorréncia de leitdes natimortos em geral
estd associada a anoxia fetal, pelo
rompimento do corddo umbilical, o que é
bastante comum em partos dist6citos. A
natimortalidade é a principal causa de
mortalidade de leitdes, sendo
significativamente relacionada ao numero
de leitdes desmamados/fémea/ano (Dial et
al.1992).

Considera-se que quando a morte ocorre no
periodo fetal, a partir de 35 dias de
gestacdo, o esqueleto ja esteja calcificado,
ndo sendo, portanto, reabsorvido. Desta
forma, os fetos que morrem e ndo sdo
reabsorvidos e nem sofrem contaminacéo
bacteriana ficam mumificados (Dial et al.,
1992). A mumificacdo indica morte fetal
ap6s a ossificacdo com reabsor¢do dos
liquidos dos tecidos moles (Sims e
Glastonbury, 1996, citado por Borges et al.,
2005). Os fetos mumificados apresentam
elevado grau de desidratacdo e escurecem,
apresentando coloragdo variando de cinza
escuro, marrom escuro, ou quase preta; eles
sdo expulsos junto com o0s outros leitdes,
durante o parto, com a placenta
correspondente, a qual se apresenta,
também, desidratada (Dial et al., 1992).

O indice aceitavel de leitdes natimortos

estd entre 3 e 5% (Muirhead e Alexander,
1997), ndo devendo ultrapassar 7% (Dial et
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al., 1992), embora taxas que variam de 3 a
10% tenham sido relatadas (Cutler et al.,
1992; Van Der Lende et al., 2001).

Uma prevaléncia de 0,5% de mumificacéo é
considerada comum, sendo o indice de
1,5% considerado como 0 maximo
aceitavel (Dial et al.,, 1992). Entretanto,
Borges et al. (2003) registraram variagédo de
3,6 a 5,6% de mumificados quando de um
acompanhamento de mais de 500 partos,
em quatro granjas brasileiras de suinos .
Em um estudo europeu, no qual foram
acompanhados 192 partos de leitoas,
observou-se uma taxa de mumificados de
6,8% (Van der Lende e Van Rens, 2003).

Avaliando seis granjas comerciais no
Brasil, Schneider (2002) relatou valores de
mumificagdo fetal variando de 1,9 a 5,7%.
Borges et al. (2005) observaram uma
ocorréncia de 5,6% de leitdes natimortos e
3,4% de mumificados.

Borges et al. (2008) acompanhando o
nascimento de 7061 leitdes de 575 partos,
observaram a ocorréncia de 6,0% e 3,8% de
leitbes  natimortos e  mumificados,
respectivamente.

A preocupagdo com o percentual de fetos
mumificados tem aumentado nos ultimos
tempos, podendo estar associada ao
aumento do tamanho das leitegadas
observado nos ultimos anos e/ou uma
maior precisdo nos dados envolvendo fetos
mumificados (Borges et al., 2008).

Em linhas gerais, pretendeu-se com esse
experimento, desenvolver um protocolo que
facilitasse o processamento do sémen, e
transporte do mesmo a partir da central de
inseminacdo, para granjas localizadas a
diferentes distancias, inclusive para aquelas
que necessitam de transporte aéreo. Sabe-se
gue uma das grandes limitagbes no
transporte do sémen suino, é o grande
volume presente em cada dose inseminante,
necessario para realizar cada inseminagdo
artificial, ~ considerando-se  ainda a



necessidade de duas a trés inseminagGes por
ciclo de cada fémea. Diante desse desafio,
varias alternativas tém sido utilizadas na
rotina para o transporte do sémen, sendo
utilizadas principalmente caixas isotérmicas
(isopor), sem  fonte  refrigeradora
homogénea para as doses inseminantes, ou
unidades refrigeradoras industrializadas,
gue embora possibilitem a manutengéo
constante e uniforme da temperatura, sdo
muitas vezes grandes e pouco préaticas para
o0 transporte, além de necessitarem de uma
fonte de energia elétrica; assim, sdo mais
indicadas para o uso em laboratério. Sendo
assim, varios trabalhos foram
desenvolvidos nos ultimos anos, visando
desenvolver  novos  protocolos  de
resfriamento e transporte do sémen de
varrbes de forma pratica e eficiente. O
contéiner proposto por Roner et al. (2006)
mostrou-se eficiente para a manutencdo da
temperatura das doses inseminantes a 5 ou
17°C, com curvas de resfriamentos ideais, e
apresentando caracteristicas muito
importantes do ponto de vista do transporte,
pois é barato, pequeno, leve e,
possivelmente  descartavel,  requisitos
basicos, principalmente em se tratando de
transporte aéreo. Contudo, a grande
limitagdo desse contéiner, é possibilitar o
transporte de apenas 12 doses inseminantes
de cada vez, uma capacidade mediocre do
ponto de vista da verticalizagdo da
suinocultura nacional, tornando-o
insatisfatoério, do pondo de vista de
utilizacdo comercial.

Através do protocolo desenvolvido no
presente trabalho, manipulando a primeira
por¢do da fracdo rica do ejaculado, que
apresenta grande concentracdo espermatica
em um pequeno volume, grandes
possibilidades poderdo se concretizar. Os
dados apresentados aqui, demonstraram que
0s espermatozoides presentes na fracdo 1 do
ejaculado séo eficientes para o processo de
fertilizaco, e que embora apresentassem
padrdes de motilidade inferiores aos da

fracdo 2, apresentaram taxas de gestacdo e
caracteristicas de leitegadas similares as da
fragdo 2 (tabela  42), inclusive,
numericamente superiores, embora 0s
resultados ndo tenham diferido.

Diante dos dados apresentados
anteriormente, associados aos das tabelas
13, 26 e 44, verifica-se que a fragdo 1
apresentou uma média de 16,89 x 10° de
espermatozoide maéveis totais. 1sso significa
a producdo de 5,63 doses inseminantes,
considerando-se a concentracéo de 3 x 10°
de espermatozoide moveis/dose
inseminante, normalmente utilizada na
indGstria da inseminacdo artificial. No
presente experimento, imediatamente ap6s
a coleta, essa fracdo sofria uma pré-diluicéo
na proporcéo de 1:3 (sémen:diluidor), com
posterior diluicdo e preparacdo das doses
inseminantes ap6s o célculo da
concentragcdo. Entretanto, a partir do
conhecimento adquirido aqui, associado aos
resultados de  outros  experimentos
contemporaneos,  outras alternativas se
mostram promissoras.

Vale ressaltar, que como os resultados da
fragdo 2 ndo foram inferiores (tabela 42),
recomenda-se a sua utilizagdo, ou seja, do
restante do ejaculado, apds a coleta da
fragdo 1, para a preparacdo de doses
inseminantes a serem utilizadas na propria
granja, ndo sendo necessdrio o descarte
dessa fracdo, jA que o nimero médio de
espermatozoides moveis presente na mesma
(tabela 44), possibilitou a producéo de cerca
de 10 doses inseminantes por cada
ejaculado. Nesse sentido, Saravia (2008)
propds a utilizagdo da fragdo 1 para o
congelamento do sémen e da fracdo 2 para
as inseminacBes rotineiras a serem
realizadas nas granjas.

4.3 Caracteristicas fisicas do sémen e
desempenho reprodutivo dos varrdes dos
Experimentos I e 11
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Considerando- se a escassez de dados na
literatura envolvendo as caracteristicas dos
primeiros 15 mL da fracdo rica do
ejaculado, aqui denominada de fracdo 1,
pretendeu-se  nesse  capitulo  apenas
compilar os dados dos ejaculados coletados

nimero de amostras e a confiabilidade dos
dados.

Assim, a tabela 44 contém os dados das
caracteristicas fisicas e do desempenho
reprodutivo dos varrfes, submetidos a 31
coletas fracionadas do sémen.

nos dois experimentos, a fim de aumentar o

Tabela 44. Caracteristicas fisicas do sémen e desempenho reprodutivo dos varrdes utilizados nos
Experimentos | e I

Fracdo do ejaculado

Parametros avaliados Fracdo 1 (15 mL) Fracdo 2 (restante)

NuUmero de varrdes 05 05
Numero de ejaculados 31 31
Volume do sémen (mL) 15,00 199,12 + 0,01
Motilidade do sémen a fresco (%) 73,87 £ 0,86 74,35+ 0,76
Vigor do sémen a fresco (0 - 5) 4,50 £ 0,08 4,39 +£0,07
N° de sptz/mL (x10°) 1503,87 + 121,62° 220,32 +18,26"
N° de sptz méveis/mL (x10°) 1126,65 + 95,35 163,99 + 13,96°
N° de sptz totais/fracdo (x10°) 22,56 +1,82° 41,36 + 3,06
N° de sptz méveis/fracao(x10°) 16,89 + 1,43° 30,76 + 2,34°
Volume de sémen/dose inseminante (mL) 3,82+ 0,54 22,69 +2,11°
Volume de diluidor/dose inseminante (mL) 96,18 + 0,54° 77,31 +2,11°
N° potencial de fémeas inseminadas 5,63 +0,48° 10,25+ 0,78°
Tempo da colheita a pré-dilui¢ao (min) 4,23+0,14 -
Tempo da colheita a dilui¢ao (min) 17,39 +0,63° 20,61 +0,98%
Tempo da colheita ao resfriamento (min) 56,10 + 4,23 48,93 + 4,35

b Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem (p < 0,05)
\

As analises estatisticas referentes a tabela
44, estdo apresentadas no anexo |11 (paginas
215 a 217).

Na tabela 45 observa-se as caracteristicas
de cor e aspecto do sémen de acordo com a
fracdo do ejaculado, ap6s 31 coletas de
sémen.

Tabela 45. Influéncia da fragdo do ejaculado sobre a cor/aspecto do sémen in natura nos Experimentos | e

Fragdo do Cor/aspecto do sémen

ejaculado Leitoso (%) Soroso-leitoso(%) Soroso (%)
1 87,10 (27/31) 12,90 (4/31) 0,00
2 32,26 (10/31) 54,84 (17/31) 12,90 (4/31)

Finalmente, na tabela 46 esta apresentado o
numero de aglutinagdes presentes no sémen

Tabela 46. Nimero de aglutinagbes no sémen

Experimentos | e 11

in natura de acordo com a fracdo do
ejaculado, apds 31 coletas de sémen.

in natura de acordo com a fracdo do ejaculado, nos

Fragéo do Nidmero de aglutinacées

ejaculado la2 3ab >6
1 70,97 (22/31) 25,81 (8/31) 3,23 (1/31)
2 61,29 (19/31) 35,48 (11/31) 3,23 (1/31)
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5. CONCLUSOES

A coleta fracionada do sémen pode
ser realizada de maneira simples e
eficiente, ndo apresentando maiores
complicacdes durante sua
execucao;

A fracdo 1 do ejaculado (primeiros
15 mL da fracdo rica) apresentou
uma concentragdo correspondente a
cerca de 35% do nimero total de
espermatozoides do ejaculado;

As doses inseminantes diluidas no
diluidor glicina-gema de ovo
apresentaram as melhores
caracteristicas de motilidade e vigor
espermaticos, quando comparadas
as diluidas no diluidor MR-A;

Ndo houve diferengas quanto as
percentagens de espermatozoides
normais entre as duas fracbes do
gjaculado a fresco; contudo, a
fracio 1  apresentou  maior
percentagem de gotas
citoplasmaticas distais nos
espermatozoides ejaculados que a
fracdo 2;

A morfologia espermatica manteve-
se dentro de limites aceitaveis em
todos os tratamentos, ao longo da
estocagem;

O método de resfriamento do
sémen utilizando o diluidor glicina-
gema de ovo associado a
temperatura de 5°C, proporcionou
maiores percentagens de
acrossomas  lesados que o
envolvendo o diluidor MR-A a
17°C;

N&o se observaram diferengas no
que diz respeito as taxas de
gestacdo e de parto, e das

caracteristicas de leitegada entre as
duas frac6es do ejaculado;

Doses inseminantes oriundas das
fracbes 1 e 2 do ejaculado
mantiveram a  fertilidade e
prolificidade por periodo de
aproximadamente 24 horas de
estocagem;

Ndo houve diferencas entre 0s
protocolos de resfriamento do
sémen sobre as taxas de gestagdo e
de parto, contudo, o protocolo
associado ao resfriamento do sémen
a 5°C, utilizando o diluidor glicina-
gema de ovo, apresentou uma
média de leitdes nascidos vivos
inferior ao observado no protocolo
de resfriamento a 17°C, incluindo o
diluidor MR-A;

Finalmente, a utilizacdo da Fragdo
1, através da coleta fracionada do
ejaculado, possibilitara 0
surgimento de novas propostas, no
que diz respeito ao transporte do
sémen suino, enquanto a Fragdo 2
do ejaculado mostrou-se eficiente,
para utilizagdo dentro da propria
granja;

6. PROPOSTAS FUTURAS

Realizar a inseminagdo artificial
com o sémen diluido e resfriado,
armazenado por maiores periodos
de tempos em relagdo aos testados
no presente experimento;

Transportar 0 sémen resfriado para
diferentes granjas e avaliar o seu
comportamento,  quanto as taxas
de concepcao;
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e Avaliar as alteragdes morfolégicas
e de membrana espermaética apos o
resfriamento, diante das mesmas
condicBes de estocagem realizadas
nesse experimento;

e Transportar doses inseminantes
oriundas da fracdo 1, de maneira
super-concentrada, de forma a
otimizar o contéiner utilizado no
presente experimento;

e Determinar qual o nimero maximo
de células espermaticas por mL do
sémen diluido a ser transportado,
antes da rediluicdo para a
preparagéo das doses inseminantes
a serem utilizadas;

e Determinar o periodo maximo de
estocagem do sémen  super-
concentrado, sem que haja reducdo
em sua capacidade fecundante;

e Testar a inseminacao intrauterina e
intrauterina  profunda utilizando
doses oriundas da fracdo 1 do
gjaculado, de forma a otimizar a
sua utilizag&o;
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8. ANEXOS
I. Analises estatisticas referentes ao Experimento |

la — Andlises estatisticas referentes a tabela 13

Andlise 1: Comparacédo do volume de sémen entre as fragbes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrédo Erro Padrédo Variancia T DF Prob> [T]
F1 10 15,00 0,000 0,000 Desigual -16,836 9,0 0,000
F2 10 208,98 3,644 1,152 Igual -16,836 18,0 0,000

Todos os valores sdo 0s mesmos para um nivel de classe.

Anélise 2: Comparagao da motililidade espermética entre as fragdes 1 e 2 (arcsenv%)

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 10 1,04 0,043 0,013 Desigual 0,000 18,0 1,000
F2 10 1,04 0,043 0,013 Igual 0,000 18,0 1,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,00 DF=9,9 Prob>F =1,0000

Anélise 3: Comparacéo do vigor espermatico entre as fracdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrdo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 10 4,70 0,350 0,111 Desigual 2,309 17,4 0,033
F2 10 4,30 0,422 0,133 Igual 2,309 18,0 0,033

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,45 DF =99 Prob>F' = 0,5857

Anédlise 4: Comparacao do nimero de espermatozoides por mL entre as fragBes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 10 1692,00 584,861 184,949 Desigual 7,739 9,4 0,000
F2 10 246,00 83,925 26,539 Igual 7,739 18,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 48,57 DF=9,9 Prob>F =0,0000

Anélise 5: Comparagéo do nimero de espermatozoides moéveis/mL entre as fracbes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 10 1271,60 470,797 148,879 Desigual 7,211 9,4 0,000
F2 10 185,56 72,129 22,809 Igual 7,211 18,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 42,68 DF=9,9 Prob>F =0,0000

Andlise 6: Comparacdo do nimero de espermatozoides totais entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variéncia T DF Prob> [T]

F1 10 25,38 8,773 2,774 Desigual -4,761 15,4 0,000
F2 10 49,72 13,581 4,295 Igual -4,761 18,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,40 DF=9,9 Prob>F' = 0,2090

Anélise 7: Comparacéo do nimero total de espermatozdides moveis entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média  Desvio Padrdo Erro Padréo Variéncia T DF Prob> [T]
F1 10 19,08 7,070 2,236 Desigual -4,160 14,6 0,001
F2 10 37,38 11,981 3,789 Igual -4,160 18,0 0,001

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,87 DF=9,9 Prob>F'=0,1319
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Andlise 8: Comparacéo do volume de sémen utilizado por dose inseminante, entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padrdo Variéncia T DF Prob> [T]
F1 10 2,76 1,321 0,418 Desigual -7,682 9,8 0,000
F2 10 18,22 6,225 1,969 Igual -7,682 18,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 22,21 DF=99 Prob>F' = 0,0000

Anélise 9: Comparacéo do volume de diluidor utilizado por dose inseminante entre as fracbes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padrdo Variéncia T DF Prob> [T]
F1 10 97,24 1,321 0,418 Desigual 7,681 9,8 0,000
F2 10 81,78 6,225 1,969 Igual 7,681 18,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 22,20 DF=9,9 Prob>F' = 0,0000

Anélise 10: Comparagdo do numero potencial de porcas inseminadas entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrdo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 10 6,36 2,359 0,746 Desigual -4,156 14,6 0,001
F2 10 12,45 3,987 1,261 Igual -4,156 18,0 0,001

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,86 DF=9,9 Prob>F' = 0,1337

Andlise 11: Comparagdo do tempo da colheita a diluicdo do sémen entre as frages 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrdo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]

F1 10 16,50 3,028 0,957 Desigual -0,225 15,3 0,825
F2 10 16,90 4,748 1,501 Igual -0,225 18,0 0,825

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,46 DF=99 Prob>F' = 0,1962

Anélise 12: Comparacéo do tempo da colheita ao resfriamento do sémen entre as fracdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrédo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 10 45,50 8,017 2,535 Desigual 2,335 17,9 0,031
F2 10 37,40 7,486 2,367 Igual 2,335 18,0 0,031

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,15 DF=9,9 Prob>F'=0,8416

Ib — Andlises estatisticas referentes a tabela 17

Anédlise 13: Efeito da fracdo do ejaculado, do protocolo de resfriamento e do tempo de estocagem, bem como de suas

interacdes sobre a motilidade espermatica (arcsen V%)

Andlise de Variancia

FV GL SQ QM F P
Total 239 9,156

Diluidor 1 1,045 1,045 116,67 0,000
Fragdo 1 2,162 2,162 241,48 0,000
Tempo 5 2,895 0,579 64,66 0,000
Diluidor x Fragdo 1 0,000 0,000 0,00 0,100
Diluidor x Tempo 5 0,256 0,051 5,73 0,000
Fracdo x Tempo 5 0,862 0,172 19,24 0,000
Diluidor x Fra¢do x Tempo 5 0,002 0,000 0,04 0,999
Modelo 23 7,222 0,314 35,06 0,000
Erro 216 1,934 0,009

CcVv 11,093
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Andlise 14: Comparagdo da motilidade espermatica entre os tratamentos, as zero horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
FIT1 x F1T2 0,1844
FIT1 x F2T1 0,1097
F1T1 x F2T2 0,0069
F1T2 x F2T1 0,7839
F1T2 x F2T2 0,1643
F2T1 x F2T2 0,2635

Anélise 15: Comparacéo da motilidade espermética entre os tratamentos, as 12 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1T1 x F1T2 0,1438
F1T1 x F2T1 0,0675
F1T1 x F2T2 0,0005
F1T2 x F2T1 0,7115
F1T2 x F2T2 0,0399
F2T1 x F2T2 0,0912

Anélise 16: Comparacdo da motilidade espermética entre os tratamentos, as 24 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1IT1xF1T2 0,0167
F1T1x F2T1 0,0058
F1T1 x F2T2 0,0001
F1T2 x F2T1 0,7082
F1T2 x F2T2 0,0111
F2T1 x F2T2 0,0299

Andlise 17: Comparacéo da motilidade espermética entre os tratamentos, as 36 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1T1 x F1T2 0,0006
F1T1 x F2T1 0,0001
F1T1 x F2T2 0,0001
F1T2 x F2T1 0,3964
F1T2 x F2T2 0,0001
F2T1 x F2T2 0,0004
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Andlise 18: Comparacgdo da motilidade espermatica entre os tratamentos, as 48 horas de estocagem
Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
FIT1x F1T2 0,0001
F1T1x F2T1 0,0001
F1T1x F2T2 0,0001
F1T2 x F2T1 0,0123
F1T2 x F2T2 0,0001
F2T1 x F2T2 0,0001

Andlise 19: Comparacéo da motilidade espermética entre os tratamentos, as 72 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1T1 x F1T2 0,0001
F1T1 x F2T1 0,0001
F1T1 x F2T2 0,0001
F1T2 x F2T1 0,0002
F1T2 x F2T2 0,0001
F2T1 x F2T2 0,0001

Andlise 20: Comparacéo da motilidade espermatica no tratamento F1T1, entre os diferentes tempos de armazenamento

Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,7133
0x24 0,2847
0x 36 0,0001
0x48 0,0001
0x72 0,0001
12 x 24 0,1512
12 x 36 0,0001

12 x 48 0,0001

12x 72 0,0001

24 x 36 0,0009

24 x 48 0,0001

24 x72 0,0001

36 x 48 0,0001

36 x 72 0,0001

48 x 72 0,0003
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Andlise 21: Comparagdo da motilidade espermatica no tratamento F1T2, entre os diferentes tempos de armazenamento
Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,6153
0x 24 0,9928
0x 36 0,0230
0x48 0,0001
0x72 0,0001
12x24 0,6216
12 x 36 0,0057
12 x 48 0,0001
12x 72 0,0001

24 x 36 0,0225

24 x 48 0,0001

24 x72 0,0001

36 x48 0,0045

36 x 72 0,0001

48 x 72 0,0010

Anélise 22: Comparagdo da motilidade espermatica no tratamento F2T1, entre os diferentes tempos de armazenamento

Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,5498
0x24 0,9132
0x36 0,0879
0x48 0,0040
0x72 0,0001

12 x 24 0,6247

12 x 36 0,0217

12 x 48 0,0005

12x72 0,0001

24 x 36 0,0696

24 x 48 0,0028

24 x72 0,0001

36 x 48 0,2331

36 x 72 0,0014

48 x 72 0,0432
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Andlise 23: Comparagdo da motilidade espermatica no tratamento F2T2, entre os diferentes tempos de armazenamento

Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,2414
0x24 0,2414
0x36 0,4376
0x48 0,6085
0x72 0,6063

12x24 1,0000

12 x 36 0,6918

12 x 48 0,5089

12x72 0,0923

24 x 36 0,6918

24 x 48 0,5089

24 X 72 0,0923

36 x 48 0,7915

36 x72 0,1971

48 x 72 0,3046

Andlise 24: Comparagao do vigor espermatico entre os tratamentos, as zero horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1IT1xF1T2 0,0267
F1T1xF2T1 0,1730
F1T1 x F2T2 0,0028
F1T2 x F2T1 0,4035
F1T2 x F2T2 0,0620
F2T1 x F2T2 0,0240

Anélise 25: Comparagdo do vigor espermatico entre os tratamentos, as 12 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1T1x F1T2 0,1670
F1T1x F2T1 0,0148
F1T1 x F2T2 0,0005
F1T2 x F2T1 0,4515
F1T2 x F2T2 0,0077
F2T1 x F2T2 0,0151

Anélise 26: Comparagao do vigor espermatico entre os tratamentos, as 24 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1T1x F1T2 0,0575
F1T1 x F2T1 0,0852
F1T1 x F2T2 0,0006
F1T2 x F2T1 0,8703
F1T2 x F2T2 0,0077
F2T1 x F2T2 0,0076
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Andlise 27: Comparagdo do vigor espermatico entre os tratamentos, as 36 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
FIT1 x F1T2 0,0329
FIT1 x F2T1 0,0120
F1T1 x F2T2 0,0001
F1T2 x F2T1 0,6095
F1T2 x F2T2 0,0010
F2T1 x F2T2 0,0035

Anélise 28: Comparagao do vigor espermatico entre os tratamentos, as 48 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
FIT1 x F1T2 0,0114
F1T1 x F2T1 0,0012
F1T1 x F2T2 0,0001
F1T2 x F2T1 0,5217
F1T2 x F2T2 0,0003
F2T1 x F2T2 0,0013

Anélise 29: Comparagao do vigor espermatico entre os tratamentos, as 72 horas de estocagem

Teste de kruskal-Wallis

Tratamentos Valor
F1IT1xF1T2 0,0035
F1T1xF2T1 0,0010
F1T1 x F2T2 0,0001
F1T2 x F2T1 0,3796
F1T2 x F2T2 0,0006
F2T1 x F2T2 0,0023

Anélise 30: Comparacéo do vigor espermatico no tratamento F1T1, entre os diferentes tempos de armazenamento

Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,4907
0x24 0,1129
0x 36 0,0014
0x48 0,0002
0x72 0,0001
12x24 0,2136
12 x 36 0,0027
12 x 48 0,0002
12x 72 0,0001

24 x 36 0,1257

24 x 48 0,0032

24 x72 0,0004

36 x 48 0,0253

36x72 0,0011

48 x 72 0,0501
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Andlise 31: Comparagdo do vigor espermatico no tratamento F1T2, entre os diferentes tempos de armazenamento

Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,5345
0x24 0,5345
0x36 0,0054
0x48 0,0004
0x72 0,0001

12x24 1,0000

12 x 36 0,0849

12 x 48 0,0104

12x72 0,0015

24 x 36 0,0849

24 x 48 0,0104

24 X 72 0,0015

36 x 48 0,2361

36 x 72 0,0220

48 x 72 0,2029

Andlise 32: Comparacao do vigor espermatico no tratamento F2T1, entre os diferentes tempos de armazenamento

Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,3616
0x24 0,8089
0x 36 0,1334
0x48 0,0095
0x72 0,0011

12x 24 0,3583

12 x 36 0,0317

12 x 48 0,0028

12x72 0,0004

24 x 36 0,3059

24 x 48 0,0561

24 x72 0.0078

36 x 48 0,2676

36x72 0,0382

48 x 72 0,2273
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Andlise 33: Comparagdo do vigor espermatico no tratamento F2T2, entre os diferentes tempos de armazenamento

Teste de kruskal-Wallis

Tempos Valor
0x12 0,7879
0x24 0,7879
0x36 0,7372
0x48 0,1095
0x72 0,0098

12x24 1,0000

12 x 36 0,4531

12 x 48 0,0147

12x72 0,0015

24 x 36 0,4531

24 x 48 0,0147

24 X 72 0,0015

36 x 48 0,1647

36 x 72 0,0125

48 x 72 0,0839

Ic — Andlises estatisticas referentes a tabela 18
Andlise 34: Comparacio da percentagem de espermatozdides normais entre as fragdes 1 e 2 no sémen fresco (arcsen V%)

Fracdo n Média Desvio Padrédo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
1 10 1,23 0,07 0,02 Desigual 1,0596 15,8 0,3053
2 10 1,20 0,05 0,01 Igual 1,0596 18,0 0,3034
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,21 DF=9,9 Prob>F' = 0,2520

Anélise 35: Comparagdo da percentagem de espermatozdides normais entre os tratamentos no tempo 0 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2578
Modelo 3 0,1317 0,0439 12,53 0,0001
Erro 36 0,1261 0,0035

Coeficiente de Variagdo: 4,9741

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) b a b a

Teste estatistico

Anélise 36: Comparagéo da percentagem de espermatozdides normais entre os tratamentos no tempo 12 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2025
Modelo 3 0,0544 0,0181 4,40 0,0097
Erro 36 0,1482 0,0041

Coeficiente de Variacdo: 5,4809

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) b a b ab

Teste estatistico
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Anélise 37: Comparago da percentagem de espermatozdides normais entre os tratamentos no tempo 24 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,1533
Modelo 3 0,0375 0,0125 3,88 0,0167
Erro 36 0,1159 0,0032
Coeficiente de Variacdo: 4,9586
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
FiT1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) b a b ab

Andlise 38: Comparacio da percentagem de espermatozdides normais entre os tratamentos no tempo 36 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,1607
Modelo 3 0,0138 0,0046 1,12 0,3523
Erro 36 0,1469 0,0040
Coeficiente de Variagdo: 5,6480
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK a a a a

Andlise 39: Comparacio da percentagem de espermatozdides normais entre os tratamentos no tempo 48 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,1640
Modelo 3 0,0242 0,0080 2,07 0,1207

Erro 36 0,1398 0,0039

Coeficiente de Varia¢do: 5,5754

Teste estatistico Agrupamento pelo teste

FiT1 F1T2 F2T1 F2T12
SNK (P<0,05) a a a a

Anélise 40: Comparagéo da percentagem de espermatozdides normais entre os tratamentos no tempo 72 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,2399
Modelo 3 0,0165 0,0055 0,89 0,4579

Erro 36 0,2235 0,0062

Coeficiente de Varia¢do: 7,1403

Teste estatistico Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a
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Anélise 41: Comparago da percentagem de espermatozdides normais nos diferentes tempos para o tratamento F1T1 (arcsen V%)

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,3837
Modelo 6 0,1323 0,0220 5,53 0,0001

Erro 63 0,2514 0,0040

Coeficiente de variagdo: 5,5919

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A B B B B B B

Anélise 42: Comparagao da percentagem de espermatozéides normais nos diferentes tempos para o tratamento F1T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,2910
Modelo 6 0,1188 0,0198 7,24 0,0001

Erro 63 0,1722 0,0027

Coeficiente de variagdo: 4,3996

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A AB ABC BCD CD D

Andlise 43: Comparacio da percentagem de espermatozdides normais nos diferentes tempos para o tratamento F2T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,4678
Modelo 6 0,1032 0,0172 2,97 0,0128

Erro 63 0,3646 0,0058

Coeficiente de variagdo: 6,7500

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A AB AB AB AB B B

Anélise 44: Comparago da percentagem de espermatozdides normais nos diferentes tempos para o tratamento F2T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacéo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,3775
Modelo 6 0,1448 0,0241 6,53 0,0001

Erro 63 0,2327 0,0037

Coeficiente de variagdo: 5,1993

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) AB A ABC BC BC BC C

Id — Analises estatisticas referentes a tabela 19

Anélise 45: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cabega entre as fragdes 1 e 2 no sémen
fresco (arcsen V%)

Fracdo n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variéncia T DF Prob> [T]
1 10 0,08 0,05 0,01 Desigual -1,8117 16,5 0,0882
2 10 0,13 0,06 0,02 Igual -1,8117 18.0 0,0868
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,84 DF=9,9 Prob>F' = 0,3766
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Andlise 46: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabeca entre os tratamentos no tempo
0 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,0668
Modelo 3 0,0174 0,0058 4,22 0,0118
Erro 36 0,0494 0,0014

Coeficiente de Varia¢do: 27,4292

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) b ab ab a

Teste estatistico

Anélise 47: Comparacéo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabeca entre os tratamentos no tempo de
12 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,1958
Modelo 3 0,0090 0,0030 0,58 0,6312

Erro 36 0,1868 0,0052

Coeficiente de Varia¢do: 56,3518

Teste estatistico Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Anélise 48: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabeca entre os tratamentos no tempo de
24 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,1908
Modelo 3 0,0105 0,0035 0,70 0,5570

Erro 36 0,1803 0,0050

Coeficiente de Varia¢do: 54,2936

Teste estatistico Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Andlise 49: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cabeca entre os tratamentos no tempo de
36 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,1280
Modelo 3 0,0072 0,0024 0,72 0,5492

Erro 36 0,1208 0,0033

Coeficiente de Variagdo: 38,7254

Teste estatistico Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a
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Andlise 50: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabeca entre os tratamentos no tempo de
48 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,1281
Modelo 3 0,0034 0,0011 0,33 0,8029

Erro 36 0,1247 0,0035

Coeficiente de Varia¢do: 39,5946

Teste estatistico Agrupamento pelo teste

FiT1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Anélise 51: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabeca entre os tratamentos no tempo de
72 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,1562
Modelo 3 0,0108 0,0036 0,89 0,4533

Erro 36 0,1453 0,0040

Coeficiente de Varia¢do: 40,5903

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Andlise 52: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabega nos diferentes tempos para o
tratamento F1T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,2556
Modelo 6 0,0673 0,0112 3,75 0,0029

Erro 63 0,1883 0,0030

Coeficiente de variagdo: 39,1630

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) C BC ABC ABC AB AB A

Andlise 53: Comparagéao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabega nos diferentes tempos para o
tratamento F1T2 (arcsen V%)

Fonte de Variagao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,2815
Modelo 6 0,0242 0,0040 0,99 0,4405

Erro 63 0,2573 0,0041

Coeficiente de variagdo: 50,4406

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A
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Andlise 54: Comparagdo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cabega nos diferentes tempos para o
tratamento F2T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,2894
Modelo 6 0,0264 0,0044 1,06 0,3987
Erro 63 0,2629 0,0042
Coeficiente de variagdo: 45,4781
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Anélise 55: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cabeca nos diferentes tempos para o
tratamento F2T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,2283
Modelo 6 0,0198 0,0033 1,00 0,4349
Erro 63 0,2085 0,0033
Coeficiente de variagdo: 41,9271
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

le — Andlises estatisticas referentes a tabela 20

Anélise 56: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de peca intermediaria entre as fragdes 1 e 2
no sémen fresco (arcsen V%)

Fragdo n Média Desvio Padrdo Erro Padrdo Variancia T DF Prob> [T]
1 10 0,12 0,07 0,02 Desigual -0,3506 17,3 0,7302
2 10 0,13 0,06 0,02 Igual -0,3506 18,0 0,7300
Para HO: Variancias sdo iguais, F'= 1,50 DF=9,9 Prob>F'= 0,5531

Andlise 57: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de peca intermediaria entre os tratamentos
no tempo de 0 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2267
Modelo 3 0,0109 0,0036 0,61 0,6153
Erro 36 0,2158 0,0060

Coeficiente de Varia¢do: 61,0418

Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico
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Andlise 58: Comparacdo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de peca intermediaria entre os tratamentos
no tempo de 12 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,1772
Modelo 3 0,0147 0,0049 1,08 0,3684
Erro 36 0,1625 0,0045

Coeficiente de Varia¢do: 46,4787

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 59: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de peca intermediaria entre os tratamentos
no tempo de 24 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2136
Modelo 3 0,0303 0,0100 1,98 0,1342
Erro 36 0,1833 0,0050

Coeficiente de Varia¢do: 48,0628

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 60: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de peca intermediaria entre os tratamentos
no tempo de 36 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2535
Modelo 3 0,0343 0,0115 1,88 0,1502
Erro 36 0,2192 0,0060

Coeficiente de Varia¢do: 49,8776

Agrupamento pelo teste

Teste estatistico FIT1 FIT2 F2T1 F2T2

SNK (P<0,05) a a a a

Anélise 61: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de peca intermediaria entre os tratamentos
no tempo de 48 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2507
Modelo 3 0,0159 0,0053 0,81 0,4957
Erro 36 0,2348 0,0065

Coeficiente de Varia¢do: 46,3132

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico
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Andlise 62: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de peca intermediaria entre os tratamentos
no tempo de 72 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2196
Modelo 3 0,0020 0,0007 0,11 0,9525
Erro 36 0,2176 0,0060

Coeficiente de Varia¢do: 45,9712

Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 63: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de pega intermedidria nos diferentes tempos
para o tratamento F1T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,3098
Modelo 6 0,0432 0,0072 1,70 0,1356
Erro 63 0,2666 0,0042
Coeficiente de variagdo: 39,5179
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Andlise 64: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de peca intermediaria nos diferentes tempos
para o tratamento F1T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,4063
Modelo 6 0,0340 0,0057 0,96 0,4600
Erro 63 0,3723 0,0059
Coeficiente de variagdo: 50,4646
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Anélise 65: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de peca intermediaria nos diferentes tempos
para o tratamento F2T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,4500
Modelo 6 0,0297 0,0049 0,74 0,6183
Erro 63 0,4203 0,0067
Coeficiente de variagdo: 61,2483
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A
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Andlise 66: Comparacdo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de pega intermediaria nos diferentes tempos
para o tratamento F2T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,3894
Modelo 6 0,0545 0,0090 1,71 0,1334

Erro 63 0,3349 0,0053

Coeficiente de variagdo: 49,6741

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

If — Andlises estatisticas referentes a tabela 21

Andlise 67: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cauda entre as fragdes 1 € 2 no sémen
fresco (arcsen V%)

Fragdo n Média Desvio Padrdo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
1 10 0,19 0,09 0,03 Desigual -2,0750 17,4 0,0531
2 10 0,27 0,07 0,02 Igual -2,0750 18,0 0,0526
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,44 DF=19,9 Prob>F' = 0,5948

Anélise 68: Comparacgao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cauda entre os tratamentos no tempo de
0 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,4336
Modelo 3 0,2809 0,0936 22,06 0,0001
Erro 36 0,1528 0,0042

Coeficiente de Varia¢do: 26,2668

Agrupamento pelo teste

FIT1 FIT2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b a b

Teste estatistico

Andlise 69: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cauda entre os tratamentos no tempo de
12 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,4433
Modelo 3 0,1010 0,0337 3,54 0,0241
Erro 36 0,3423 0,0095

Coeficiente de Varia¢do: 37,4070

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) ab b a ab

Teste estatistico
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Andlise 70: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cauda entre os tratamentos no tempo de
24 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,4883
Modelo 3 0,1572 0,0524 5,70 0,0027
Erro 36 0,3311 0,0092

Coeficiente de Varia¢do: 34,1032

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b a a

Teste estatistico

Anélise 71: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cauda entre os tratamentos no tempo de
36 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,3498
Modelo 3 0,0410 0,0137 1,59 0,2078
Erro 36 0,3088 0,0086

Coeficiente de Varia¢do: 33,5237

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 72: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cauda entre os tratamentos no tempo de
48 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,5177
Modelo 3 0,1129 0,0377 3,35 0,0297
Erro 36 0,4049 0,0112

Coeficiente de Varia¢do: 37,3364

Agrupamento pelo teste

Teste estatistico FIT1 FIT2 F2T1 F2T2

SNK (P<0,05) ab b a b

Anélise 73: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cauda entre os tratamentos no tempo de
72 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,4680
Modelo 3 0,0994 0,0331 3,24 0,0334
Erro 36 0,3686 0,0102

Coeficiente de Variagdo: 35,4706

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) ab ab a b

Teste estatistico

183



Andlise 74: Comparacdo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de cauda nos diferentes tempos para o
tratamento F1T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,4911
Modelo 6 0,1037 0,0173 2,81 0,0173

Erro 63 0,3874 0,0061

Coeficiente de variagdo: 27,7761

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) B A A A A A A

Anédlise 75: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cauda nos diferentes tempos para o
tratamento F1T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,4791
Modelo 6 0,0788 0,0131 2,07 0,0697

Erro 63 0,4003 0,0064

Coeficiente de variagdo: 38,1150

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Anédlise 76: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cauda nos diferentes tempos para o
tratamento F2T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacéo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,8547
Modelo 6 0,0655 0,0109 0,87 0,5211

Erro 63 0,7892 0,0125

Coeficiente de variacdo: 33,4921

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Anédlise 77: Comparagao da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de cauda nos diferentes tempos para o
tratamento F2T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacéo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,6516
Modelo 6 0,0898 0,0150 1,68 0,1409

Erro 63 0,5618 0,0089

Coeficiente de variagdo: 39,2402

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco 0Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A
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Ig — Analises estatisticas referentes a tabela 22

Anélise 78: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma entre as fragdes 1 e 2 no
sémen fresco (arcsen V%)

Fracdo n Média Desvio Padréo Erro Padrdo Variéncia T DF Prob> [T]
1 10 0,01 0,03 0,01 Desigual 0,0000 18,0 1,0000
2 10 0,01 0,03 0,01 Igual 0,0000 18,0 1,0000
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,00 DF=9,9 Prob>F'= 1,0000

Anélise 79: Comparacéo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma entre os tratamentos no
tempo de 0 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,1260
Modelo 3 0,0344 0,0115 4,50 0,0088
Erro 36 0,0916 0,0025

Coeficiente de Variacdo: 150,2799

Agrupamento pelo teste
Teste estatistico FIT1 F1T2 F2T1 F2T2

SNK (P<0,05) b ab b a

Anélise 80: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma entre os tratamentos no
tempo de 12 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2522
Modelo 3 0,0503 0,0168 2,99 0,0438
Erro 36 0,2020 0,0056

Coeficiente de Variagdo: 92,3751

Agrupamento pelo teste
Teste estatistico FIT1 F1T2 F2T1 F2T2

SNK (P<0,05) b ab ab a

Anélise 81: Comparacéo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma entre os tratamentos no
tempo de 24 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2696
Modelo 3 0,1389 0,0463 12,75 0,0001
Erro 36 0,1307 0,0036

Coeficiente de Varia¢do: 55,0379

Agrupamento pelo teste
Teste estatistico FIT1 F1T2 F2T1 F2T2

SNK (P<0,05) b a b a
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Andlise 82: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma entre os tratamentos no

tempo de 36 horas (arcsen V%)
Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2772
Modelo 3 0,1454 0,0485 13,24 0,0001
Erro 36 0,1318 0,0037

Coeficiente de Varia¢do: 47,9974

Agrupamento pelo teste

Teste estatistico F1T1

SNK (P<0,05) b

F2T1 F2T2
b a

F1T2
a

Andlise 83: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma entre os tratamentos no

tempo de 48 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P

Total 39 0,3816
Modelo 3 0,1622 0,0541 8,87 0,0002

Erro 36 0,2194 0,0061

Coeficiente de Varia¢do: 57,4490

Agrupamento pelo teste
Teste estatistico FITL FIT2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) b a b a

Anélise 84: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma entre os tratamentos no

tempo de 72 horas (arcsen V%)
Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,4853
Modelo 3 0,2656 0,0885 14,51 0,0001
Erro 36 0,2197 0,0061

Coeficiente de Varia¢do: 52,5103

Agrupamento pelo teste

Teste estatistico 171

SNK (P<0,05) b

F2T1 F2T12

b a

F1T2

a

Andlise 85: Comparagdo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma nos diferentes tempos para o

tratamento F1T1 (arcsen V%)
Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,2208
Modelo 6 0,0245 0,0041 1,31 0,2661
Erro 63 0,1963 0,0031
Coeficiente de variagdo: 146,8478
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A
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Andlise 86: Comparacdo da percentagem de espermatozdides apresentando defeito de acrossoma nos diferentes tempos para o
tratamento F1T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,5624
Modelo 6 0,3378 0,0563 15,79 0,0001

Erro 63 0,2246 0,0036

Coeficiente de variagdo: 47,1528

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) D CD BC AB AB A A

Andlise 87: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de acrossoma nos diferentes tempos para o
tratamento F2T1 (arcsen V%)

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,3215
Modelo 6 0,0820 0,0137 3,60 0,0039
Erro 63 0,2394 0,0038
Coeficiente de variagdo: 111,7847
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) BC C ABC ABC A A AB

Anélise 88: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando defeito de acrossoma nos diferentes tempos para o
tratamento F2T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacéo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,7899
Modelo 6 0,4189 0,0698 11,85 0,0001

Erro 63 0,3710 0,0059

Coeficiente de variagdo: 51,6039

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) D CD BC AB AB AB A

Ih — Analises estatisticas referentes a tabela 23

Anélise 89: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando gota proximal entre as fragdes 1 e 2 no sémen fresco
(arcsen V%)

Fracdo n Média Desvio Padrédo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
1 10 0,05 0,06 0,02 Desigual 0,5743 17,7 0,5730
2 10 0,04 0,05 0,02 Igual 0,5743 18,0 0,5729
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,28 DF=9,9 Prob>F'= 0,7190
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Andlise 90: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal entre os tratamentos no tempo de 0
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,0919
Modelo 3 0,0078 0,0026 1,12 0,3549
Erro 36 0,0841 0,0023

Coeficiente de Varia¢do: 155,3592

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 91: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal entre os tratamentos no tempo de 12
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,0809
Modelo 3 0,0099 0,0033 1,67 0,1906
Erro 36 0,0710 0,0020

Coeficiente de Varia¢do: 200,7819

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Andlise 92: Comparacao da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal entre os tratamentos no tempo de 24
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,0753
Modelo 3 0,0010 0,0003 0,16 0,9211
Erro 36 0,0743 0,0021

Coeficiente de Varia¢do: 181,3529

Agrupamento pelo teste

Teste estatistico FIT1 FIT2 F2T1 F2T2

SNK (P<0,05) a a a a

Anélise 93: Comparacao da percentagem de espermatozoides apresentando gota proximal entre os tratamentos no tempo de 36
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,0914
Modelo 3 0,0050 0,0017 0,70 0,5596
Erro 36 0,0863 0,0024

Coeficiente de Varia¢do: 139,6465

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico
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Andlise 94: Comparacdo da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal entre os tratamentos no tempo de 48
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,0361
Modelo 3 0,0040 0,0013 1,50 0,2310
Erro 36 0,0321 0,0009

Coeficiente de Variagdo: 298,1424

Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 95: Comparacéao da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal entre os tratamentos no tempo de 72
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,0726
Modelo 3 0,0030 0,0010 0,51 0,6764
Erro 36 0,0697 0,0020

Coeficiente de Varia¢do: 208,6544

Agrupamento pelo teste

F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 96: Comparacdo da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal nos diferentes tempos para o
tratamento F1T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,1587
Modelo 6 0,0187 0,0031 1,41 0,2264
Erro 63 0,1400 0,0022
Coeficiente de variagdo: 158,0829
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A

Andlise 97: Comparacdo da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal nos diferentes tempos para o
tratamento F1T2 (arcsen V%)

Fonte de Variagao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P
Total 69 0,1627
Modelo 6 0,0160 0,0027 1,14 0,3480
Erro 63 0,1467 0,0023
Coeficiente de variagdo: 154,4048
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A
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Andlise 98: Comparagdo da percentagem de espermatozdides apresentando gota proximal nos diferentes tempos para o
tratamento F2T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,1500
Modelo 6 0,0147 0,0025 1,14 0,3475

Erro 63 0,1353 0,0021

Coeficiente de variagdo: 171,9106

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Anélise 99: Comparacdo da percentagem de espermatozoides apresentando gota proximal nos diferentes tempos para o
tratamento F2T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,1183
Modelo 6 0,0130 0,0021 1,29 0,2768

Erro 63 0,1054 0,0017

Coeficiente de variagdo: 190,5159

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

li — Analises estatisticas referentes a tabela 24

Anélise 100: Comparagdo da percentagem de espermatozdides apresentando gota distal entre as fragoes 1 e 2 no sémen fresco
(arcsen V%)

Fragdo n Média Desvio Padrdo Erro Padrdo Variancia T DF Prob> [T]
1 10 0,18 0,05 0,02 Desigual 3,7135 15,3 0,0020
2 10 0,07 0,08 0,03 Igual 3,7135 18,0 0,0016
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,46 DF= 9,9 Prob>F' = 0,1969

Andlise 101: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando gota dital entre os tratamentos no tempo de 0
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,3071
Modelo 3 0,0914 0,0305 5,09 0,0049
Erro 36 0,2158 0,0060

Coeficiente de Varia¢do: 59,4478

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a ab bc c

Teste estatistico
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Andlise 102: Comparagdo da percentagem de espermatozéides apresentando gota distal entre os tratamentos no tempo de 12
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2603
Modelo 3 0,0995 0,0332 7,42 0,0005
Erro 36 0,1608 0,0045

Coeficiente de Varia¢do: 61,0642

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b b b

Teste estatistico

Anélise 103: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando gota distal entre os tratamentos no tempo de 24
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2748
Modelo 3 0,1532 0,0511 15,13 0,0001
Erro 36 0,1216 0,0034

Coeficiente de Varia¢do: 57,0956

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b bc c

Teste estatistico

Anélise 104: Comparagdoda percentagem de espermatozoides apresentando gota distal entre os tratamentos no tempo de 36
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2991
Modelo 3 0,0945 0,0315 5,55 0,0031
Erro 36 0,2045 0,0057

Coeficiente de Varia¢do: 65,1637

Agrupamento pelo teste

Teste estatistico FIT1 FIT2 F2T1 F2T2

SNK (P<0,05) a b b b

Anélise 105: Comparagdo da percentagem de espermatozoides apresentando gota distal entre os tratamentos no tempo de 48
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2374
Modelo 3 0,1219 0,0406 12,65 0,0001
Erro 36 0,1156 0,0032

Coeficiente de Varia¢do: 58,1750

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b b c

Teste estatistico
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Andlise 106: Comparagao da percentagem de espermatozéides apresentando gota distal entre os tratamentos no tempo de 72
horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2290
Modelo 3 0,0989 0,0330 9,13 0,0001
Erro 36 0,1300 0,0036

Coeficiente de Varia¢do: 49,0127

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b b b

Teste estatistico

Anélise 107: Comparagao da percentagem de espermatozdides apresentando gota distal nos diferentes tempos para o tratamento
F1T1 (arcsen \%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,2875
Modelo 6 0,0033 0,0006 0,12 0,9933

Erro 63 0,2842 0,0045

Coeficiente de variagdo: 34,7491

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Andlise 108: Comparacdo da percentagem de espermatozoides apresentando gota distal nos diferentes tempos para o tratamento
F1T2 (arcsen \%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,3313
Modelo 6 0,1066 0,0178 4,98 0,0003

Erro 63 0,2247 0,0036

Coeficiente de variagdo: 52,6215

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A AB BC BC BC BC C

Anélise 109: Comparagéo da percentagem de espermatozoides apresentando gota distal nos diferentes tempos para o tratamento
F2T1 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,3741
Modelo 6 0,0254 0,0042 0,77 0,5992

Erro 63 0,3487 0,0055

Coeficiente de variagdo: 83,5876

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A
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Andlise 110: Comparagao da percentagem de espermatozéides apresentando gota distal nos diferentes tempos para o tratamento
F2T2 (arcsen V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,2920
Modelo 6 0,0361 0,0060 1,48 0,1999

Erro 63 0,2560 0,0041

Coeficiente de variagdo: 98,6889

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) A A A A A A A

Ij — Andlises estatisticas referentes a tabela 25

Andlise 111: Comparagdo da percentagem de defeitos esperméticos totais entre as fragdes 1 e 2 no sémen fresco (arcsen V%)

Fracdo n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
1 10 0,34 0,07 0,02 Desigual -1,0599 15,8 0,3052
2 10 0,37 0,05 0,01 Igual -1,0599 18,0 0,3032
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,21 DF= 19,9 Prob>F'= 0,2519

Andlise 112: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaticos totais entre os tratamentos no tempo de 0 horas (arcsen

V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2578
Modelo 3 0,1317 0,0439 12,53 0,0001
Erro 36 0,1261 0,0035

Coeficiente de Varia¢do: 15,5403

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b a b

Teste estatistico

Andlise 113: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaticos totais entre os tratamentos no tempo de 12 horas (arcsen

V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2025
Modelo 3 0,0544 0,0181 4,40 0,0097
Erro 36 0,1481 0,0041

Coeficiente de Varia¢do: 16,0248

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b a ab

Teste estatistico
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Anélise 114: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaéticos totais entre os tratamentos no tempo de 24 horas (arcsen V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,1533
Modelo 3 0,0374 0,0125 3,88 0,0168
Erro 36 0,1158 0,0032

Coeficiente de Variagdo: 13,2946

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a b a ab

Teste estatistico

Anédlise 115: Comparacdo da percentagem de defeitos espermaticos totais entre os tratamentos no tempo de 36 horas (arcsen
V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,1607
Modelo 3 0,0138 0,0046 1,12 0,3524
Erro 36 0,1469 0,0041

Coeficiente de Variacdo: 14,5286

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Anélise 116: Comparacdo da percentagem de defeitos espermaticos totais entre os tratamentos no tempo de 48 horas (arcsen

V%)

Fonte de

Variacdo GL Soma de Quadrados  Quadrado Médio F P
Total 39 0,1640

Modelo 3 0,0242 0,0081 2,07 0,1208
Erro 36 0,1398 0,0039

Coeficiente de Variagdo: 13,7542

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico

Andlise 117: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaticos totais entre os tratamentos no tempo de 72 horas (arcsen

V%)

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,2400
Modelo 3 0,0165 0,0055 0,88 0,4581
Erro 36 0,2235 0,0062

Coeficiente de Varia¢do: 16,8582

Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F212
SNK (P<0,05) a a a a

Teste estatistico
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Anélise 118: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaticos totais nos diferentes tempos para o tratamento F1T1 (arcsen

V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,3837
Modelo 6 0,1323 0,0220 5,53 0,0001

Erro 63 0,2514 0,0040

Coeficiente de variagdo: 14,3199

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) B A A A A A A

Anélise 119: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaticos totais nos diferentes tempos para o tratamento F1T2 (arcsen

V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,2910
Modelo 6 0,1188 0,0198 7,25 0,0001

Erro 63 0,1722 0,0027

Coeficiente de variagdo: 13,6719

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco 0Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) D D CD BCD ABC AB A

Anélise 120: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaticos totais nos diferentes tempos para o tratamento F2T1 (arcsen

V%)

Fonte de Variacao GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,4677
Modelo 6 0,1032 0,0172 2,97 0,0128

Erro 63 0,3646 0,0058

Coeficiente de variagdo: 17,1397

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) B AB AB AB AB A A

Andlise 121: Comparagdo da percentagem de defeitos espermaticos totais nos diferentes tempos para o tratamento F2T2 (arcsen

V%)

Fonte de Variacéo GL Soma de quadrados Quadrado médio F P

Total 69 0,3774
Modelo 6 0,1447 0,0241 6,53 0,0001

Erro 63 0,2327 0,0037

Coeficiente de variagdo: 15,1204

Teste estatistico Agrupamento pelo teste
fresco Oh 12h 24h 36h 48h 72h
SNK (P<0,05) BC C ABC AB AB AB A
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I1. Andlises estatisticas referentes ao Experimento 11
Ila. Andlises estatisticas referentes a tabela 8 (Material e métodos)

Anélise 122: Comparagdao da distribui¢do das fémeas por ordem de parto dentro de cada tratamento

3*OP 4°0D Total

FiT1 4/10 6/10 10/10
F1T2 5/10 5/10 10/10
F2T1 3/10 7/10 10/10
F2T2 4/10 6/10 10/10
Total 16/40 24/40 40/40

Teste estatistico valor GL p>

Qui-quadrado 0,833 3 0,841

I1b. Anélises estatisticas referentes a tabela 9 (Material e métodos)

Anélise 123: Comparagdo da frequéncia de utilizagdo dos reprodutores suinos nas matrizes, por tratamento

134 17787 22334 38498 38531 Total
F1T1 4/32 9/32 4/32 7/32 8/32 32/32
F1T2 5/32 6/32 7/32 5/32 9/32 32/32
F2T1 7/33 8/33 6/33 6/33 6/33 33/33
F2T12 5/33 7/33 8/33 6/33 7/33 33/33
Total 21/130 30/130 25/130 24/130 30/130 130/130
Teste estatistico valor GL p>
Qui-quadrado 3,957 12 0,984

Ilc. Andlises estatisticas referentes a tabela 26

Andlise 124: Comparac¢do do volume de sémen entre as fracdes 1 e 2 do ejaculado

Tratamento n Média Desvio Padrédo Erro Padrédo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 15,00 0,000 0,000 Desigual -13,443 20,0 0,000
F2 21 194,43 6,117 1,335 Igual -13,443 40,0 0,000

Todos os valores sdo 0s mesmos para um nivel de classe.

Anélise 125: Comparagéo da motililidade esperméatica do sémen a fresco (arcsen V%) entre as fragées 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrdo Erro Padréo Variéncia T DF Prob> [T]
F1 21 1,03 0,061 0,013 Desigual -0,443 39,3 0,660
F2 21 1,04 0,053 0,012 Igual -0,443 40,0 0,660
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,30 DF =20,20 Prob>F' =0,5662

Anélise 126: Comparagdo do vigor espermatico do sémen a fresco entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrédo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 4,40 0,436 0,095 Desigual -0,192 38,7 0,849
F2 21 4,43 0,364 0,079 Igual -0,192 40,0 0,849
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,44 DF=20,20 Prob>F' =0,4207
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Andlise 127: Comparagdo da concentragdo espermatica por mL entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padrdo Variancia T DF Prob> [T]

F1 21 141429 712,549 155,491 Desigual 7,668 20,9 0,000
F2 21 208,10 108,820 23,746 Igual 7,668 40,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 42,88 DF =20,20 Prob >F'=0,0000

Anélise 128: Comparagdo do nimero de espermatozdides mdveis/mL entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrédo Erro Padrédo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 1057,62 554,543 121,011 Desigual 7,393 20,8 0,000
F2 21 153,71 79,890 17,433 Igual 7,393 40,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 48,18 DF =20,20 Prob>F'=0,0000

Anélise 129: Comparagdo do nimero de espermatozoides totais do ejaculado entre as fragbes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 21,21 10,688 2,332 Desigual -3,631 332 0,001
F2 21 37,38 17,383 3,793 Igual -3,631 40,0 0,001

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,65 DF =20,20 Prob>F'=0,0350

Anélise 130: Comparagdo do nimero total de espermatozoides moveis entre as fracdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrdo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 15,85 8,312 1,814 Desigual -3,587 34,8 0,001
F2 21 27,61 12,525 2,733 Igual -3,587 40,0 0,001

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,27 DF=20,20 Prob>F'=0,0739

Anélise 131: Comparagdo do volume de sémen por dose inseminante entre as fracoes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 4,32 3,486 0,761 Desigual -6,887 22,8 0,000
F2 21 24,82 13,192 2,879 Igual -6,887 40,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 14,32 DF =20,20 Prob>F'=0,0000

Anélise 132: Comparagdo do volume de diluidor por dose inseminante entre as fracdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrédo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 95,68 3,486 0,761 Desigual 6,887 22,8 0,000
F2 21 75,18 13,192 2,879 Igual 6,887 40,0 0,000

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 14,32 DF=20,20 Prob>F' =0,0000

Anélise 133: Comparagdo do nimero potencial de fémeas inseminadas entre as fracdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padréo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 5,28 2,770 0,605 Desigual -3,588 34,7 0,001
F2 21 9,20 4,175 0,911 Igual -3,588 40,0 0,001

Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,27 DF =20,20 Prob>F'=0,0738
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Andlise 134: Comparagao do nimero real de fémeas inseminadas entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrdo Erro Padrdo Variéncia T DF Prob> [T]
F1 21 3,05 2,179 0,475 Desigual -0,134 39,6 0,894
F2 21 3,14 2,414 0,527 Igual -0,134 40,0 0,894
Para HO: Variancias sao iguais, F' = 1,23 DF =20,20 Prob>F' =0,6508

Anélise 135: Comparagdo do tempo da colheita do sémen a diluigdo entre as fracdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrao Erro Padrédo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 17,81 3,723 0,812 Desigual -3,762 34,1 0,001
F2 18 22,67 4,256 1,003 Igual -3,802 37,0 0,001
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,31 DF=17,20 Prob>F'=0,5619

Anélise 136: Comparagdo doo tempo da colheita do sémen ao resfriamento entre as fragdes 1 e 2

Tratamento n Média Desvio Padrdo Erro Padréo Variancia T DF Prob> [T]
F1 21 61,14 26,865 5,862 Desigual 0,681 36,3 0,500
F2 18 55,33 26,272 6,192 Igual 0,681 37,0 0,501
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,05 DF =20,17  Prob>F'=0,9350
I1d. Analises estatisticas referentes a tabela 30
Andlise 137: Comparacéo da motilidade espermatica (arcsen V%) entre os tratamentos para a primeira inseminagéo
Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado Médio F P
Total 39 0,3820
Modelo 3 0,2680 0,0893 28,21 0,001
Erro 36 0,1140 0,0032
Coeficiente de Variagdo: 5,9759
Teste estatistico Agrupamento pelo teste
F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
SNK (P<0,05) c b ab a
Andlise 138: Comparagdo da motilidade espermatica entre os diluidores para a primeira inseminagao
Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina 20 69,500 6,0481 1,3523 Desigual ~ 3,2773 30,7 0,0026
MR-A 20 60,750 10,2950 2,3020 Igual 3,2773 38,0 0,0022
Para Ho: varidncias sdo iguais, F’= 2,90 GL=19,19 Prob>F’=0,0252
Anélise 139: Comparagdo da motilidade espermatica entre as fragdes do ejaculado para a primeira inseminagao
Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 59,000 8,8257 1,9735 Desigual -5,3750 30,4 0,0001
2 20 71,150 5,0977 1,1398 Igual -5,3750 38,0 0,0000
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 3,00 GL=19,19 Prob>F’=0,0211
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Andlise 140: Comparagdo do vigor espermatico entre tratamentos para a primeira inseminagao

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 8,6937
Modelo 3 3,7188 1,2396 8,97 0,0001
Erro 36 4,9750 0,1382
CV: 10,1500

Andlise 141: Comparagdo do vigor espermatico entre as fragdes do ejaculado para a primeira inseminagao (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 3,47 0,47 0,11 Desigual -2,7079 37,0 0,0102
2 20 3,85 0,40 0,09 Igual -2,7079 38,0 0,0101
Para Ho: variancias sdo iguais, F’=1,39 GL=(19, 19) Prob>F’=(,4803

Andlise 142: Comparagdo vigor espermatico entre os diluidores para a primeira inseminacdo (Teste t)

Diluidor N Média  Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina-gema 20 3,87 0,36 0,08 Desigual 3,1568 35,0 0,0033
MR-A 20 3,45 0,48 0,11 Igual 3,1568 35,0 0,0031
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,83 GL=19,19 Prob>F’=0,1987

Ile. Andlises estatisticas referentes a tabela 31

Anélise 143:Comparaco da motilidade espermatica (arcsen V%) entre os tratamentos para a segunda inseminagio

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 0,2949
Modelo 3 0,1570 0,0523 13,68 0,0001
Erro 36 0,1378 0,0038
CV: 6,5918

Andlise 144: Comparacdo da motilidade espermatica entre as fragdes do ejaculado para a segunda inseminagao (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 0,90 0,08 0,02 Desigual ~ -3,3561 37,7 0,0018
2 20 0,98 0,07 0,02 Igual -3,3561 38,0 0,0018
Para Ho: varidncias sdo iguais, F’= 1,19 GL= (19, 19) Prob>F’= 0,7040
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Fracéo 1 Fracdo 2
Teste t B A

Andlise 145: Comparagdo da motilidade espermatica entre os diluidores para a segunda inseminagdo (Teste t)

Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina 20 0,98 0,06 0,01 Desigual ~ 3,9299 35,8 0,0004
MR-A 20 0,89 0,08 0,02 Igual 3,9299 38,0 0,0003
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,67 GL= (19, 19) Prob>F’= 0,2737
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Glicina-gema de ovo MR-A
Teste t a b

Andlise 146: Comparagdo do vigor espermatico entre os tratamentos para a segunda inseminacao

Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 9,2750
Modelo 3 3,8250 1,2750 8,42 0,002
Erro 36 5,4500 0,1514
CV: 10,5874
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Andlise 147: Comparagdo do vigor espermatico entre as fragdes do ejaculado para a segunda inseminagéo

Fracdo Vigor espermatico- 2 IA
Média Erro padréo
1 3,58 0,09
2 3,78 0,09
P=0,1128

Andlise 148: Comparagdo do vigor espermatico entre os diluidores para a segunda inseminagéo

Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina 20 3,95 0,39 0,09 Desigual  4,2886 37,9 0,0001
MR-A 20 3,40 0,42 0,09 Igual 4,2886 38,0 0,0001

Para Ho: variancias sdo iguais, F’=1,12 GL=(19,19) Prob>F’= 0,8095
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Glicina-gema de ovo MR-A
Teste t c d

I1f. Andlises estatisticas referentes a tabela 32

Anélise 149: Comparagio da motilidade espermética (arcsen V%) entre os tratamentos para a terceira inseminagéo

Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 38 0,1539
Modelo 3 0,0461 0,0154 5,00 0,0055
Erro 35 0,1078 0,0030
CV: 5,7843

Andlise 150: Comparacdo da motilidade espermatica entre as fragdes do ejaculado para a terceira inseminagdo (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 19 0,94 0,06 0,01 Desigual ~ -2,3426 359 0,0248
2 20 0,98 0,06 0,01 Igual -2,3503 37,0 0,0242
Para Ho: variancias sao iguais, F’= 1,28 GL= (18, 19) Prob>F’= 0,5930
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Fracéo 1 Fracdo 2
Teste t B A

Andlise 151: Comparagdo da motilidade espermatica entre os diluidores para a terceira inseminagao (Teste t)

Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina 20 0,98 0,04 0,01 Desigual  2,5883 274 0,0153
MR-A 19 0,93 0,07 0,02 Igual 2,6260 37,0 0,0125
Para Ho: varidncias sfo iguais, F’= 3,43 GL= (18, 19) Prob>F’= 0,0107
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Glicina-gema de ovo MR-A
Teste t a b

Andlise 152: Comparagdo do vigor espermatico entre os tratamentos para a terceira inseminagao

Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 38 8,3590
Modelo 3 1,7590 0,5863 3,11 0,0387
Erro 35 6,6000 0,1886
CV: 11,7202
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Andlise 153: Comparagdo do vigor espermatico entre as fragdes do ejaculado para a terceira inseminagao

Fracdo Vigor espermatico- 3% IA
Média Erro padréo
1 3,66 0,10
2 3,75 0,11
P =0,5470

Andlise 154: Comparagao do vigor espermatico entre os diluidores para a terceira inseminagao

Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina 20 3,90 0,42 0,09 Desigual ~ 2,9082 36,6 0,0061
MR-A 19 3,50 0,44 0,10 Igual 2,9125 37,0 0,0060

Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,12 GL= (18, 19) Prob>F’= 0,8074
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Glicina-gema de ovo MR-A
Teste t c d

I1g. Andlises estatisticas referentes a tabela 33

Andlise 155: Comparacéo da motilidade espermatica (arcsen V%) entre os tratamentos para a quarta inseminagdo

Fonte de Variagdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 10 0,1059
Modelo 3 0,0789 0,0263 6,81 0,0175
Erro 7 0,0270 0,0039
CV: 6,8889

Andlise 156: Comparacdo da motilidade espermatica entre as fragdes do ejaculado para quarta inseminacao (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 5 0,83 0,08 0,03 Desigual -3,0648 8,7 0,0141
2 6 0,97 0,08 0,03 Igual -3,0598 9,0 0,0136
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,03 GL=(4,5) Prob>F’= 1,0000
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Fracdo 1 Fracdo 2
Teste t B A

Andlise 157: Comparagdo da motilidade espermatica entre os diluidores para a quarta inseminagdo (Teste t)

Diluidor Motilidade na 4%1A
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 67,00 4,06
MR-A 56,67 3,33
P =0,0781

Andlise 158: Comparagdo do vigor espermatico entre os tratamentos para a quarta inseminagao

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 10 3,9090
Modelo 3 1,6174 0,5391 1,65 0,2638
Erro 7 2,2917 0,3274
CV: 16,7837
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Andlise 159: Comparagdo do vigor espermatico entre as fragdes do ejaculado para a quarta inseminagao

Fragio Vigor na 4°lA
Média Erro padréo
1 3,13 0,26
2 3,67 0,23
P =0,1660
Anélise 160: Comparagdo do vigor espermatico entre os diluidores para a quarta inseminagéo
Diluidor Vigora na 4*1A
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 3,63 0,26
MR-A 3,17 0,23
P =0,2322

I1h. Analises estatisticas referentes a tabela 34

Tabela 47. Dados referentes aos parametros de controle de fémeas suinas, inseminadas com sémen diluido
e resfriado a 5° ou 17°C, em contéiner especial

Variavei F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
artaveis Média Erropadrdio Média  Erro padrdo Média  Erro padrdo  Média  Erro padrdo

Ordem de parto 3,60 0,16 3,50 0,16 3,70 0,16 3,60 0,16
IDC 76,07 5,33 85,74 5,33 86,21 5,33 87,77 5,33
Durag&o do cio 58,13 2,89 63,85 2,89 63,99 2,89 60,82 2,89
Cio—-1%IA 18,62 0,71 18,72 0,71 19,31 0,71 18,87 0,71
Colheita— 1% 1A 21,70 2,34 17,86 2,34 18,44 2,34 16,37 2,34
Duragéo da 1%1A 5,33 0,53 6,62 0,53 4,54 0,53 6,77 0,53
Cio-2%1A 30,33 0,76 30,85 0,76 31,05 0,76 31,22 0,76
Colheita — 2%1A 16,62 1,99 16,58 1,99 26,40 1,99 17,89 1,99
Duragéo da 2°1A 6,54 0,68 6,26 0,68 4,86 0,68 7,88 0,68
Intervalo 122 1A 11,71 0,47 12,14 0,47 11,74 0,47 12,36 0,47
Cio—3%A 42,04 1,18 43,39 1,12 43,56 1,12 42,88 1,12
Colheita — 3%IA 14,97 2,89 17,01 2,74 22,18 2,74 23,79 2,74
Duragéo da 3%1A 7,49 0,60 6,13 0,57 5,50 0,57 6,91 0,57
Intervalo 2°-3* IA 11,90 0,96 12,65 0,91 12,51 0,91 11,66 0,91
Cio - 41A 66,98 1,46 65,60 1,78 67,11 1,46 66,35 1,46
Colheita — 4%IA 26,37 4,75 25,42 5,82 22,63 4,75 28,51 4,75
Duragéo da 4*1A 5,92 0,99 6,40 1,21 5,81 0,99 5,07 0,99
Intervalo 3*-4%1A 24,96 0,71 24,53 0,87 23,94 0,71 23,75 0,71
Ultima IA-fim cio 9,61 2,10 15,45 2,10 13,25 2,10 10,82 2,10
N° Inseminagdes 3,20 0,16 3,20 0,16 3,30 0,16 3,30 0,16

Andlise 161: Comparagdo da ordem de parto das fémeas distribuidas entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 9,6000
Modelo 3 0,2000 0,0667 0,26 0,8570
Erro 36 9,4000 0,2611
CV: 14,194

Anélise 162: Comparagdo do intervalo desmame-cio das fémeas entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 849,4576
Modelo 3 10226,8394 283,1525 1,00 0,4054
Erro 36 11076,2970 284,0789
CV: 20,077
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Andlise 163: Comparagdo da duragdo do cio das fémeas entre 0s tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 3230,9100
Modelo 3 234,0649 78,0216 0,94 0,4328
Erro 36 2996.8451 83,2456
CV: 14,788

Anélise 164: Comparagdo do intervalo do inicio do cio & primeira inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 182,5995
Modelo 3 2,7609 0,9203 0,18 0,9064
Erro 36 179,8386 4,9955
CV: 11,8398

Andlise 165: Comparacdo do intervalo da colheita do sémen a primeira inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 2121,6763
Modelo 3 151,4936 50,4978 0,92 0,4397
Erro 36 1970,1828 54,7273
CV: 39,7848

Andlise 166: Comparacdo da duracdo da primeira inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 134,9940
Modelo 3 34,0402 11,3467 4,05 0,0141
Erro 36 100,9538 2,8043
ICV: 28,8016|

Andlise 167: Comparagdo do intervalo do inicio do cio & segunda inseminacdo entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 211,5474
Modelo 3 4,5340 1,5114 0,26 0,8517
Erro 36 207,0133 5,7504
CV: 7,7701

Analise 168: Comparagdo do intervalo da colheita do sémen & segunda inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 2090,4272
Modelo 3 670,4809 223,4936 5,67 0,0028
Erro 36 1419,9462 39,4430
CV: 32,4223

Teste estatistico

LSM (p<0,05)

Tratamentos Valor

F1T1 x F1T2 0,9893

F1T1 x F2T1 0,0013

F1T1 x F2T2 0,6541

F1T2 x F2T1 0,0013

F1T2 x F2T2 0,6445

F2T1 x F2T2 0,0045

Agrupamento pelo teste
LSM (p<0,05) FIT1 F1T2 F2T1 F2T2
b b a b
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Andlise 169: Comparagdo da duragdo da segunda inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 211,0812
Modelo 3 46,0143 15,3381 3,35 0,0297
Erro 36 165,0669 4,5852
CV: 33,5313

Teste estatistico

LSM (p<0,05)

Tratamentos Valor

F1T1x F1T2 0,7685

F1T1x F2T1 0,0875

F1T1 x F2T2 0,1709

F1T2 x F2T1 0,1530

F1T2 x F2T2 0,0989

F2T1 x F2T2 0,0032

Agrupamento pelo teste
LSM (p<0,05) F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
cd cd d c

Andlise 170: Comparagdo do intervalo entre a primeira e segunda inseminacdes entre os tratamentos

Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 84,1110
Modelo 3 2,9685 0,9895 0,44 0,7265
Erro 36 81,1425 2,2540
CV: 12,5274

Andlise 171: Comparagdo do intervalo do inicio cio & terceira inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 38 453,9926
Modelo 3 13,1294 4,3765 0,35 0,7912
Erro 35 440,8632 12,5961
CV: 8,2555

Andlise 172: Comparagdo do intervalo da colheita do sémen a terceira inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 38 3128,4661
Modelo 3 502,2918 167,4306 2,23 0,1018
Erro 35 2626,1743 75,0335
CV: 44,1891
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Andlise 173: Comparagao da duracdo da terceira inseminacdo entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 38 135,2363
Modelo 3 21,8674 7,2891 2,25 0,0997
Erro 35 113,3689 3,2391
CV: 27,7674
Teste estatistico
LSM (p<0,05)
Tratamentos Valor
F1T1x F1T2 0,1080
F1T1x F2T1 0,0216
F1T1 x F2T2 0,4877
F1T2 x F2T1 0,4427
F1T2 x F2T2 0,3367
F2T1 x F2T2 0,0888
Agrupamento pelo teste
LSM (p<0,05) F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
a ab b ab
Andlise 174: Comparacdo do intervalo entre a segunda e terceira inseminagdes entre os tratamentos
Fonte de Variagdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 38 294,2890
Modelo 3 6,7531 2,2510 0,27 0,8437
Erro 35 287,5359 8,2153
CV: 23,5224
Andlise 175: Comparagdo do intervalo do inicio do cio & quarta inseminacéo entre os tratamentos
Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 10 479114
Modelo 3 3,4157 1,1386 0,18 0,9072
Erro 7 44,4957 6,3565
CV: 3,7860
Andlise 176: Comparag¢do do intervalo da colheita do sémen & quarta inseminag8o entre os tratamentos
Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 10 528,2154
Modelo 3 53,531 17,8437 0,26 0,8500
Erro 7 474,6842 67,8120
CV: 31,9674
Andlise 177: Comparagdo da duragdo da quarta inseminagao entre 0s tratamentos
Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 10 22,9097
Modelo 3 2,3278 0,7759 0,26 0,8494
Erro 7 20,5819 2,9403
CV: 29,8543
Andlise 178: Comparagdo do intervalo da terceira e quarta inseminagdes entre 0s tratamentos
Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 10 13,1894
Modelo 3 2,6996 0,8999 0,60 0,6349
Erro 7 10,4899 1,4986
CV: 5,0439
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Andlise 179: Comparagdo do intervalo da Ultima inseminagdo ao final do cio entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 1791,4935
Modelo 3 202,4393 67,4798 1,53 0,2237
Erro 36 1589,0542 44,1404
CV: 54,096

Anélise 180: Comparagdo do nimero de inseminagdes realizadas por fémea/estro dentro de cada tratamento

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 9,5000
Modelo 3 0,1000 0,0333 0,13 0,9431
Erro 36 9,4000 0,2611
CV: 15,723

I1i. Analises estatisticas referentes a tabela 35

Anédlise 181: Comparacdo da ordem de parto das fémeas entre os diluidores, independentemente da fragdo do
ejaculado

Diluidor Ordem de parto
Média Erro padréo
Glicina-gema de ovo 3,55 0,11
MR-A 3,65 0,11
P =0,5399

Andlise 182: Comparacdo do intervalo desmame-cio entre os diluidores, independentemente da fracdo do ejaculado

Diluidor IDC
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 86,76 3,77
MR-A 81,14 3,77
P =0,2991
Anélise 183: Comparagdo da duragdo do cio das fémeas por diluidor, independentemente da fragéo do ejaculado
Diluidor Duracéo do cio
Média Erro padrdo
Glicina-gema de ovo 62,34 2,04
MR-A 61,06 2,04
P =0,6612

Anélise 184: Comparagdo do intervalo do inicio cio a primeira inseminagdo por diluidor, independentemente da
fracdo do ejaculado

Diluidor intervalo cio-1A
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 18,79 0,50
MR-A 18,96 0,50
P =0,8102

Anélise 185: Comparagdo do intervalo da colheita do sémen a primeira inseminag&o por diluidor,
independenntemente da fracdo do ejaculado

Diluidor intervalo coleta-1A
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 17,12 1,65
MR-A 20,07 1,65
P =0,2147
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Andlise 186: Comparagao da duragdo da primeira inseminag&o por diluidor, independentemente da fracéo do

ejaculado
Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina 20 6,69 1,8223 0,4074 Desigual  3,3553 36,4 0,0019
MR-A 20 4,94 1,4697 0,3286 Igual 3,3553 38,0 0,0018
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 2,90 GL=19,19 Prob>F’=0,0252

Anélise 187: Comparagao do intervalo do inicio do cio a segunda inseminagao por diluidor, independentemente da

fracdo do ejaculado

Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
Glicina 20 6,69 1,8223 0,4074 Desigual  3,3553 36,4 0,0019
MR-A 20 4,94 1,4697 0,3286 Igual 3,3553 38,0 0,0018

Para Ho: variancias sdo iguais, F’=2,90 GL=19,19 Prob>F’=0,0252

Anélise 188: Comparagdo do intervalo entre a primeira e segunda inseminacdes por diluidor, independentemente

da fracdo do ejaculado

Diluidor Intervalo 1% — 2°1A
Média Erro padrdo
Glicina-gema de ovo 12,25 0,34
MR-A 11,72 0,34
P =0,2793

Anélise 189: Comparagdo do intervalo do inicio do cio a terceira inseminagdo por diluidor, independentemente da

fracdo do ejaculado

Diluidor Intervalo cio — 3%IA
Média Erro padrdo
Glicina-gema de ovo 43,14 0,79
MR-A 42,80 0,82
P =0,7691

Anélise 190: Comparagao do intervalo da colheita do sémen & terceira inseminagao por diluidor,

independentemente da fragdo do ejaculado

Diluidor Intervalo colheita — 3%1A
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 20,40 2,33
MR-A 18,77 1,75
P =0,5819

Andlise 191: Comparacdo do intervalo entre a segunda e terceira inseminagdes por diluidor,

independentemente da fragdo do ejaculado

Diluidor Intervalo 2% — 3%1A
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 12,15 0,64
MR-A 12,20 0,66
P =0,9553

Anélise 192: Comparagdo do intervalo do inicio do cio a quarta inseminagao por diluidor, independentemente da

fracdo do ejaculado

Diluidor Intervalo cio — 4%A
Média Erro padréo
Glicina-gema de ovo 65,97 1,15
MR-A 67,05 1,03
P =0,5093
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Andlise 193: Comparagdo do intervalo da colheita do sémen a quarta inseminagdo por diluidor,
independentemente da fracdo do ejaculado

Diluidor Intervalo colheita do sémen — 4*1A
Média Erro padréo
Glicina-gema de ovo 26,97 3,76
MR-A 24,50 3,36
P =0,6392
Anélise 194: Comparacdo da duragdo da quarta inseminagdo por diluidor, independetemente da fracéo do ejaculado
Diluidor Duragéo da 4%1A
Média Erro padrao
Glicina-gema de ovo 5,73 0,78
MR-A 5,87 0,70
P =0,9019

Andlise 195: Comparagdo do intervalo entre a terceira e quarta inseminacdes por diluidor, independentemente da
fracdo do ejaculado

Diluidor Intervalo 3% — 4%1A
Média Erro padréo
Glicina-gema de ovo 24,14 0,56
MR-A 24,45 0,50
P =0,6908

Anélise 196: Comparagdo do intervalo da Gltima inseminag&o ao final do cio por diluidor, independentemente da
fracdo do ejaculado

Diluidor Ultima IA final do cio
Média Erro padrdo
Glicina-gema de ovo 13,13 1,49
MR-A 11,43 1,49
P =0,4235

Andlise 197: Comparagdo do nimero de inseminagdes em cada fémea/estro, por diluidor, independentemente da
fracdo do ejaculado

Diluidor numero de inseminacdes
Média Erro padréo
Glicina-gema de ovo 3,25 0,11
MR-A 3,25 0,11
P =1,0000

11j. Anélises estatisticas referentes a tabela 36

Andlise 198: Comparacdo da ordem de parto das fémeas por fracdo do ejaculado, independentemente do diluidor

Fracdo Ordem de parto
Média Erro padrao
1 3,55 0,11
2 3,65 0,11
P =0,5399

Andlise 199: Comparagao do intervalo desmame-cio por fragdo, independentemente do diluidor

Fracdo IDC
Média Erro padrao
1 80,91 3,77
2 86,99 3,77
P =0,2614
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Andlise 200: Comparagao na duracdo do cio das fémeas por fragdo do ejaculado, independentemente do diluidor

Fracdo Duracdo do cio
Média Erro padréo
1 60,99 2,04
2 62,41 2,04
p =0,6266

Andlise 201: Comparagao do intervalo do inicio do cio a primeira inseminagdo por fragdo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo intervalo cio-1A
Média Erro padrdo
1 18,67 0,50
2 19,09 0,50
P =0,5570

Anélise 202: Comparagdo do intervalo da colheita do sémen a primeira inseminacéo por fragdo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo intervalo coleta-1A
Média Erro padrdo
1 19,78 1,65
2 17,41 1,65
P =0,3170

Anélise 203: Comparagdo da duracdo da primeira inseminag&o por fracdo do ejaculado,independentemente do
diluidor

Fracdo Duracéo da IA
Média Erro padrdo
1 5,97 0,37
2 5,66 0,37
P =0,5538

Anélise 204: Comparagdo do intervalo do inicio do cio a segunda inseminagéo por fracdo do eaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo Intervalo cio- 2% IA
Média Erro padrao
1 30,59 0,54
2 31,14 0,54
P =0,4750

Andlise 205: Comparagéo do intervalo entre a primeira e segunda inseminagdes por fragao do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo Intervalo 1* — 2°1A
Média Erro padrao
1 11,92 0,34
2 12,05 0,34
P =0,7882

Andlise 206: Comparagdo do intervalo do inicio do cio a terceira inseminagdo por fracdo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fragdo Intervalo cio — 3%A
Média Erro padréo
1 42,71 0,81
2 43,22 0,79
P =0,6601
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Andlise 207: Comparagao do intervalo da colheita do sémen a terceira inseminagdo por fragéo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 19 16,04 9,33 2,14 Desigual -2,5433 34,7 0,0156
2 20 22,99 7,58 1,69 Igual -2,5570 37,0 0,0148
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,52 GL= (18, 19) Prob>F’=0,3764
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico Fragdo 1 Fragdo 2
Teste t b a

Anélise 208: Comparagdo do intervalo entre a segunda e terceira inseminagdes por fracdo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo Intervalo 2% — 3%1A
Média Erro padrdo
1 12,27 0,66
2 12,08 0,64
P =0,8384

Anélise 209: Comparagdo do intervalo do inicio do cio a quarta inseminagdo por fracdo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo Intervalo cio — 4%1A
Média Erro padrdo
1 66,29 1,15
2 66,73 1,03
P =0,7839

Anélise 210: Comparagdo do intervalo da colheita do sémen a quarta inseminagao por fracdo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo Intervalo colheita do sémen — 4%1A
Média Erro padrdo
1 25,89 3,76
2 25,57 3,36
P =0,9507

Andlise 211: Comparagdo da duracdo da quarta inseminacdo por fracéo do ejaculado, independentemente do diluidor

Fracdo Duragéo da 4%1A
Média Erro padréo
1 6,16 0,78
2 5,44 0,70
P=0,5173

Andlise 212: Comparagdo do intervalo entre a terceira e quarta unseminagéo por fragéo do ejaculado,
independentemente do diluidor

Fracdo Intervalo 3 — 4*1A
Média Erro padrao
1 24,74 0,56
2 23,84 0,50
P =0,2694
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Andlise 213: Comparagdo do intervalo da Gltima inseminagao ao final do cio por fragao do ejaculado,
independentemente do diluidor

Frago Ultima 1A final do cio
Média Erro padrao
1 12,53 1,49
2 12,03 1,49
P =0,8154

Anélise 214: Comparagdo do numero de inseminagdes por fémea/estro por fracdo do ejaculado, independentemente
do diluidor

Fracdo nlimero de inseminagoes
Média Erro padréo
1 3,20 0,11
2 3,30 0,11
P =0,5399

L. Andlises estatisticas referentes a tabela 37
Analise 215: Comparagdo do intervalo da colheita do sémen & segunda inseminagdo entre os tratamentos

Fonte de Variagdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 2090,4272
Modelo 3 670,4809 223,4936 5,67 0,0028
Erro 36 1419,9462 39,4430
CV: 32,4223

Teste estatistico

LSM (p<0,05)

Tratamentos Valor
FIT1x F1T2 0,9893
F1T1 x F2T1 0,0013
F1T1 x F2T2 0,6541
F1T2 x F2T1 0,0013
F1T2 x F2T2 0,6445
F2T1 x F2T2 0,0045
Agrupamento pelo teste
LSM (p<0,05) F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
b b a b
Andlise 216: Comparacdo da dura¢do da segunda inseminacao entre os tratamentos
Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 211,0812
Modelo 3 46,0143 15,3381 3,35 0,0297
Erro 36 165,0669 4,5852
CV: 33,5313

Teste estatistico

LSM (p<0,05)

Tratamentos Valor

F1T1 x F1T2 0,7685

F1T1 x F2T1 0,0875

F1T1 x F2T2 0,1709

F1T2 x F2T1 0,1530

F1T2 x F2T2 0,0989

F2T1 x F2T2 0,0032

Agrupamento pelo teste
LSM (p<0,05) F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
cd cd d c
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Andlise 217: Comparacéo da duracgdo da terceira inseminagao entre os tratamentos

Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 38 135,2363
Modelo 3 21,8674 7,2891 2,25 0,0997
Erro 35 113,3689 3,2391
CV: 27,7674
Teste estatistico
LSM (p<0,05)
Tratamentos Valor
F1T1 x F1T2 0,1080
F1T1 x F2T1 0,0216
F1T1 x F2T2 0,4877
F1T2 x F2T1 0,4427
F1T2 X F2T2 0,3367
F2T1 x F2T2 0,0888
Agrupamento pelo teste
LSM (p<0,05) F1T1 F1T2 F2T1 F2T2
a ab b ab
IIm. Andlises estatisticas referentes a tabela 38
Anélise 218: Comparagdo do periodo de manifestacdo do cio das porcas ao longo do dia, por tratamento
manha tarde noite total
F1T1 4/10 4/10 2/10 10/10
F1T2 4/10 3/10 3/10 10/10
F2T1 3/10 5/10 2/10 10/10
F2T2 6/10 2/10 2/10 10/10
Total 17/40 14/40 9/40 40/40
Teste estatistico valor GL P>
Qui-quadrado 2,880 6 0,824

IIn. Analises estatisticas referentes a tabela 39

Andlise 219: Comparagéo da distribui¢do do nimero de inseminacdes realizadas por fémea e por tratamento

2 1A 31A 41A Total
F1T1 1/10 6/10 3/10 10/10
F1T2 0/10 8/10 2/10 10/10
F2T1 0/10 7/10 3/10 10/10
F2T2 0/10 7/10 3/10 10/10
Total 1/40 28/10 11/40 40/40

Teste estatistico valor GL p>
Qui-quadrado 3,558 6 0,736
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I1o. Analises estatisticas referentes a tabela 41

Andlise 220: Comparagdo da ordem de parto das fémeas utilizadas, entre os tratamentos

Fonte de Variagdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 39 9,3750
Modelo 3 0,2750 0,0917 0,36 0,7803
Erro 36 9,1000 0,2528
CV: 13,8696
Andlise 221: Comparagdo das taxas de gestacdo entre os tratamentos
Frequéncia F1T1 F1T2 F2T1 F2T2 Total
Gestacdo + 10 10 10 8 38
Gestacdo - 0 0 0 2 2
Total 10 10 10 10 40
Teste Estatistico Valor GL P>
Qui-quadrado 6,316 3 0,097
Andlise 222: Comparagdo do nimero de leitdes nascidos totais entre os tratamentos
Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 37 561,3947
Modelo 3 63,9197 21,3066 1,46 0,2438
Erro 34 497,4750 14,6316
CV: 26,2848
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico F1T1 F1T2 F2T2
SNK a a a
Andlise 223: Comparagdo do nimero de leitdes nascidos vivos entre os tratamentos
Fonte de Variacao GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 36 436,3243
Modelo 3 66,5672 22,1891 1,98 0,1361
Erro 33 369,7571 11,2048
CV: 25,4840
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico F1T1 F1T2 F2T2
SNK a a a
Andlise 224: Comparagdo do nimero de leitdes natimortos entre os tratamentos
Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 36 31,6757
Modelo 3 3,7757 1,2586 1,49 0,2357
Erro 33 27,9000 0,8454
CV:113,4033
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico F1T1 F1T2 F2T2
SNK a a a
Andlise 225: Comparac¢do do nimero de leitdes mumificados entre os tratamentos
Fonte de Variacdo GL Soma de Quadrados Quadrado médio F P
Total 37 33,3947
Modelo 3 3,3197 1,1066 1,25 0,3066
Erro 34 30,0750 0,8846
CV:170,1875
Agrupamento pelo teste
Teste estatistico F1T1 F1T2 F2T2
SNK a a a
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I1p. Andlises estatisticas referentes a tabela 42

Andlise 226: Comparagao da ordem de parto das fémeas utilizadas, entre as fragcdes do ejaculado, independentemente
do diluidor (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 3,55 0,52 0,11 Desigual ~ -0,9667 37,7 0,3399
2 20 3,70 0,47 0,11 Igual -0,9667 38,0 0,3398
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,18 GL=(19, 19) Prob>F’=0,7239

Andlise 227: Comparagdo das taxas de gestacdo entre as fracdes do ejaculado, independentemente do diluidor

Frequéncia Fracdo 1 Fracdo 2 Total
Gestacdo + 20 18 38
Gestacéo - 0 2 2
Total 20 20 40
Teste Estatistico Valor GL P>

Qui-quadrado 2,105 1 0,147

Anélise 228:Comparacdo do nimero de leitdes nascidos totais, entre as fragdes do ejaculado, independentemente do
diluidor (Teste t)

Fragdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 14,55 4,05 0,90 Desigual ~ -0,0043 35,9 0,9966
2 18 14,56 3,84 0,90 Igual -0,0043 36,0 0,9966
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,11 GL= (19, 17) Prob>F’= 0,8332

Anélise 229:Comparacdo do numero de leitdes nascidos vivos, entre as fragdes do ejaculado, independentemente do
diluidor (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 13,30 3,67 0,82 Desigual 0,3109 34,8 0,7577
2 17 12,94 3,34 0,81 Igual 0,3085 35,0 0,7595
Para Ho: varidncias sdo iguais, F’= 1,21 GL= (19, 16) Prob>F’= 0,7120

Anélise 230: Comparagdo do nimero de leitdes natimortos, entre as fragdes do ejaculado, independentemente do
diluidor (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 0,60 0,75 0,17 Desigual -1,4652 27,8 0,1541
2 17 1,06 1,09 0,26 Igual -1,5088 35,0 0,1403
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 2,08 GL= (16, 19) Prob>F’=0,1285

Andlise 231: Comparagdo do namero de leitdes mumificados, entre as fragdes do ejaculado, independentemente do
diluidor (Teste t)

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 20 0,65 1,18 0,26 Desigual 0,6817 29,2 0,5008
2 18 0,44 0,62 0,15 Igual 0,6609 36,0 0,5129
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 3,69 GL= (19,17) Prob>F’= 0,0093

11g. Anélises estatisticas referentes a tabela 43

Anélise 232: Comparacdo da ordem de parto das fémeas utilizadas, entre os diluidores, independentemente da fragao
do ejaculado (Teste t)

Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
MR-A 20 3,65 0,49 0,11 Desigual 0,3188 38,0 0,7517
Glicina 20 3,60 0,50 0,11 Igual 0,3188 38,0 0,7517
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,05 GL= (19, 19) Prob>F’= 0,9084
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Andlise 233: Comparagdo das taxas de gestagdo entre os diluidores, independentemente da fragdo do ejaculado

Frequéncia MR-A Glicina-gema de ovo Total
Gestagédo + 20 18 38
Gestacéo - 0 2 2
Total 20 20 40
Teste Estatistico Valor GL p>

Qui-quadrado 2,105 1 0,147

Andlise 234: Comparagdo do nimero de leitdes nascidos totais, entre os diluidores, independentemente da fragdo do
ejaculado (Teste t)

Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
MR-A 20 15,60 3,93 0,88 Desigual 1,8072 36,0 0,0791
Glicina 18 13,39 3,62 0,85 Igual 1,7992 36,0 0,0804
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,18 GL= (19, 17) Prob>F’= 0,7386

Anélise 235: Comparagdo do nimero de leitdes nascidos vivos, entre os diluidores, independentemente da fragdo do
ejaculado (Teste t)

Diluidor N Média Desvio Padrdo Erro Padrdo  Varidncia T GL Prob>[T]
MR-A 20 14,25 3,54 0,79 Desigual 2,2560 35,0 0,0304
Glicina 17 11,82 3,00 0,73 Igual 2,2258 35,0 0,0326
Para Ho: variancias sdo iguais, F’=1,39 GL= (19, 16) Prob>F’= 0,5144
Anélise 236: Comparagdo do nimero de natimortos, entre os diluidores, independentemente da fracéo do ejaculado
(Teste t)
Diluidor N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
MR-A 20 0,70 1,03 0,23 Desigual ~ -0,7892 34,9 0,4353
Glicina 17 0,94 0,83 0,20 Igual -0,7751 35,0 0,4435
Para Ho: variancias sdo iguais, F’=1,55 GL=(19, 16) Prob>F’= 0,3769

Anélise 237: Comparagdo do nimero de mumificados, entre os diluidores, independentemente da fragdo do ejaculado

(Teste t)
Diluidor N Média Desvio Padrdo Erro Padrdo  Varidncia T GL Prob>[T]
MR-A 20 0,65 1,18 0,26 Desigual 0,6817 29,2 0,5008
Glicina 18 0,44 0,62 0,15 Igual 0,6609 36,0 0,5129
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 3,69 GL= (19, 17) Prob>F’= 0,0093

I11. Analises estatisticas referentes a tabela 44

Anélise 238: Comparagédo do volume do ejaculado entre as fragbes 1 e 2

Fracdo n Média Desvio Padrao Erro Padréo Minimo Maéaximo  Variancia T DF Prob> [T]
1 31 15,00 0,00 0,00 15,000 15,000 Desigual -18,906 30,0 0,001
2 31 199,12 5,42 0,01 102,000 313,000 Igual -18,906 60,0 0,000

Todos os valores sdo os mesmos para um nivel de classe.

Anélise 239: Comparagao da motililidade espermética no sémen fresco entre as fragdes 1 e 2 (arcsen V%)

Fracdo n Média Desvio Padrdo  Erro Padrao Minimo Maximo  Variancia T DF  Prob>[T]
1 31 1,04 0,05 0,01 0,886 1,173 Desigual -0,399 59,3 0,691
2 31 1,04 0,05 0,01 0,938 1,173 Igual -0,399 60,0 0,691
Para HO: Variancias sao iguais, F' = 1,24 DF = 30,30 Prob>F' = 0,5598
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Andlise 240: Comparacéo do vigor espermatico no sémen fresco entre as fragoes 1 e 2

Fracdo N Média Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Variancia T GL Prob>[T]
1 31 4,50 0,43 0,08 Desigual 1,0968 59,2 0,2772
2 31 4,39 0,38 0,07 Igual 1,0968 60,0 0,2771
Para Ho: variancias sdo iguais, F’= 1,26 GL= (30, 30) Prob>F’= 0,5265

Andlise 241: Comparagdo da concentragdo espermatica por mL entre as fragdes 1 e 2

Fragdo n Média  Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Minimo Maximo Variancia T DF Prob>
[T]
1 31 1503,87 677,14 121,62 340,00 2900,00 Desigual 10,4370 314 0,0001
2 31 220,32 101,65 18,26 57,00 505,00 Igual 10,4370 60,0 0,0000
Para HO: Variancias séo iguais, F' = 44,38 DF = (30, 30) Prob>F' = 0,0000

Analise 242: Comparagdo do numero de espermatozdides moveis/mL entre as fragBes 1 e 2

Fragdo n Média  Desvio Padrdo  Erro Padrdo Minimo Maximo  Variancia T DF Prob> [T]
1 31 1126,65 530,89 95,35 238,000 2175,000 Desigual 9,989 31,3 0,001
2 31 163,99 77,75 13,96 46,000 378,700 Igual 9,989 60,0 0,000
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 46,63 DF = 30,30 Prob>F' = 0,0000

Andlise 243: Comparagdo do nimero de espermatozoides totais entre as fracbes 1 e 2

Fragdo n Média  Desvio Padrdo  Erro Padréo Minimo Maximo  Variancia T DF Prob> [T]
1 31 22,56 10,16 1,82 5,100 43,500 Desigual ~ -5,272 48,9 0,001
2 31 41,36 17,06 3,06 12,900 76,500 Igual -5,272 60,0 0,000
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,82 DF = 30,30 Prob>F' = 0,0058

Andlise 244: Comparagdo do nimero total de espermatozoides moveis entre as fragdes 1 e 2

Fracdo n Média  Desvio Padrdo Erro Padréo Minimo Méaximo Variancia T DF  Prob>[T]
1 31 16,89 7,96 1,43 3,600 32,600 Desigual  -5,065 49,7 0,001
2 31 30,76 13,01 2,34 10,300 61,200 Igual -5,065 60,0 0,000
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,67 DF =30,30 Prob>F' = 0,0089

Andlise 245: Comparagdo do volume de sémen utilizado por dose inseminante, entre as fracdes 1 e 2

Fracdo n Média Desvio Padréo  Erro Padréo Minimo Méaximo  Variancia T DF  Prob>[T]
1 31 3,82 3,03 0,54 1,400 12,600 Desigual -8,679 34,0 0,001
2 31 22,69 11,73 2,11 7,900 65,200 Igual -8,679 60,0 0,000
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 14,99 DF =30,30 Prob>F' = 0,0000

Andlise 246: Comparagdo do volume de diluidor utilizado por dose inseminante entre as fracdes 1 e 2

Fragdo n Média  Desvio Padrdo  Erro Padréo Minimo Maximo  Variancia T DF  Prob>[T]
1 31 96,18 3,03 0,54 87,400 98,600 Desigual 8,679 34,0 0,001
2 31 77,31 11,73 2,11 34,800 92,100 Igual 8,679 60,0 0,000
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 14,99 DF = 30,30 Prob>F' = 0,0000

Anélise 247: Comparagdo do numero potencial de fémeas inseminadas entre as fracdes 1 e 2

Fragdo n  Média  Desvio Padrdo ErroPadrdio  Minimo  Maximo Variancia T DF Prob> [T]
1 31 5,63 2,66 0,48 1,2 10,87 Desigual  -5,0632 49,7 0,0001
2 31 10,25 4,33 0,78 3,43 20,40 Igual -5,0632 60,0 0,0000
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,66 DF = (30, 30) Prob>F' = 10,0090
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Andlise 248: Comparagao do tempo da colheita do sémen a dilui¢do entre as fragdes 1 e 2

Fragdo n Média  Desvio Padrdo  Erro Padrao ~ Minimo Maximo  Variancia T DF  Prob>[T]
1 31 17,39 3,52 0,63 12,00 27,00 Desigual ~ -2,7633 46,9 0,0082
2 28 20,61 5,18 0,98 9,00 28,00 Igual -2,8166 57,0 0,0067
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 2,17 DF = (27, 30) Prob>F' = 0,0413
Andlise 249: Comparagao do tempo da colheita do sémen ao resfriamento entre as fragdes 1 e 2
Fragdo n Média  Desvio Padrdo  Erro Padrdo  Minimo Maximo  Variancia T DF  Prob>[T]
1 31 56,10 23,57 4,23 30,00 137,00 Desigual 1,1809 56,6 0,2426
2 28 48,93 23,02 4,35 21,00 129,00 Igual 1,1794 57,0 0,2431
Para HO: Variancias sdo iguais, F' = 1,05 DF = (30, 27) Prob>F' = 0,9051

217



Anexo 1V: Ficha de controle do sémen dos varroes, oriundos da Fracdo 1 do ejaculado

FICHA PARA AVALIACAO DO SEMEN

Varrédo/n® ejaculado: Fracéo utilizada:
Raca: Volume:
Data da coleta: Cor/aspecto:
Horério: Motilidade:
N° de montas: Vigor:
Duracéo da ejaculacgéo: Concentracgéo:
CONCENTRACAO ESPERMATICA
1. + = = X 40 x10°= sptz/mL
1% contagem 2% contagem 2 média contagens
2.Total espermatozéides/fracdo = X = x 10°
Sptz
sptz/mL volume
3.Moéveis/fragéo = X = x 10° sptz
total sptz motilidade

4.Numero de doses/fracdo = _moveis/fracdo =

3x10°
5.Horario da diluicéo: 6. Horario do resfriamento:
7. Temperatura: 8. Diluidor:
PORCAS INSEMINADAS
Numero Tratamento | N°dalA Data Horario Obs
OBS:
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Anexo V: Ficha de controle do sémen dos varrdes, oriundos da Fracdo 2 do ejaculado

FICHA PARA AVALIACAO DO SEMEN

Varrédo/n® ejaculado: Fracéo utilizada:
Raca: Volume:

Data da coleta: Cor/aspecto:
Horario: Motilidade:

N° de montas: Vigor:

Duracéo da ejaculagéo: Concentragéo:

CONCENTRACAO ESPERMATICA

1. + = = x 5 x10°= sptz/mL

1% contagem  2° contagem 2 média contagens
2.Total espermatozdides/fracédo = X = x 10° sptz

sptz/mL volume
3.Méveis/fracéo = X = x 10° sptz
total sptz motilidade
4.Numero de doses/fracdo = _mdéveis/fracdo =
3x10°
5.Horério da diluicao: 6. Horério do resfriamento:
7. Temperatura: 8. Diluidor:
PORCAS INSEMINADAS
Numero Tratamento | N°dalA Data Horério Obs

OBS:
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Anexo VI: Ficha de avaliagcdo do sémen dos varrdes, nos diferentes periodos de estocagem

FICHA PARA AVALIACAO DO SEMEN

Varrédo/n° ejaculado: Cor/aspecto:

Raca: Volume 1% fracao: 2% fracao:
Data da coleta: Motilidade 1% fracéo: 2° fracdo:
N° de montas: Vigor 1% fracdo: 2% fracdo:
Duracéo da ejaculacéo: Concentracdo | 1°fracdo: 2% fracdo:
Hora da coleta: Hora do resfriamento:

AVALIAC;AO DO SEMEN/TEMPO
TEMPO 0 12 24 36 48 72
HORA
TRATAMENTO | mot |vigor | mot | vigor | mot | vigor | mot | vigor | mot | vigor | mot | vigor
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Anexo VII: Ficha de controle reprodutivo individual das porcas inseminadas

FICHA PARA AVALIACAO DA FEMEA
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Numero da porca: Raca: Ordem de parto: Tratamento:
Data da desmama: Inicio do cio: Término do cio: 1IA: 2°1A: 3IA: A1A:
CONTROLE DO CIO
DATA MANHA MEIO DIA TARDE
OBS: DIAGNOSTICO DE GESTACAO
DATA ACHADOQOS




Anexo VIII: Ficha utilizada para o controle dos partos

FICHA DE PARTOS

N° Porca: Ordem parto: Tratam.: Data parto:

Nasc. Totais Nasc. Vivos Natimorto Mumificado
OBS:
N° Porca: Ordem parto: Tratam.: Data parto:

Nasc. Totais Nasc. Vivos Natimorto Mumificado
OBS:
N° Porca: Ordem parto: Tratam.: Data parto:

Nasc. Totais Nasc. Vivos Natimorto Mumificado
OBS:
N° Porca: Ordem parto: Tratam.: Data parto:

Nasc. Totais Nasc. Vivos Natimorto Mumificado
OBS:
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Anexo IX. Contéiner utilizado
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Anexo X. Coleta das duas fragdes do ejaculado

Recipiente para

, coletada Fracdo 1

| J 7

-

ColetadaFragao 1 do T N S
ejaculado ') Coletada Fragdo
do ejac‘ulado

15 mL dafra¢3do 1 do ejaculado
apresentando aspecto leitoso
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Anexo XI. Manejo das fémeas e inseminacao artificial

‘\“ “1‘?\1*#\*"

Identificacao das
fémeas utilizadasno
experimento

Rufiacdo das fémeas

Etapas da inseminacéo
artificial
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Anexo XII. Morfologia espermatica
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