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"De tudo ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comegando

A certeza de que € preciso continuar

E a certeza de que seremos interrompidos antes de

terminar.

Portanto, devemos fazer da interrupgdo um caminho
novo

Da gueda um passo de danga

Do medo uma escada

Do sonho uma ponte

Da procura um encontro."”

Fernando Sabino
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RESUMO

A inseminacdo artificial (I1A) na espécie suina € uma técnica ja bem estabelecida na
rotina das centrais de producdo, porém, para serem alcancados lucros é fundamental cada
vez mais seu aperfeicoamento. Assim, a pesquisa nessa area tem buscado reduzir os custos
com cobertura e potencializar o emprego dos machos geneticamente superiores, destacando-
Se pesguisas que buscam desenvolver protocolos de 1A, utilizando um reduzido nimero de
espermatozoides/fémea/ano. Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitroein
vivo 0 efeito das concentracbes de espermatozoides por dose inseminante, a fim de
determinar 0 nUmero minimo de espermatozoides por dose inseminante na inseminacao
artificial tradicional sem alterar o desempenho reprodutivo das fémeas suinas. O
experimento foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia do Sémen Suino(LRSTS),
Laboratério de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino(LTSCO) da FAVET-UECE e Granja
Regina em Maranguape/CE. O sémen de quatro reprodutores da linhagem Dalland foi
coletado uma vez por semana, durante 10 semanas consecutivas. Apds separada a parte
gelatinosa, foi realizada a avaliagdo do volume (ml), concentragdo(x10°sptz/ml), vigor(0 a5)
e motilidade espermética(%). Posteriormente, foi feita a diluicdo em BTS para producéo de
doses inseminantes (DI) nas concentracdes de 1; 2 e 3,5x10°. As amostras foram
acondicionadas por 3 dias em temperaturade 17 °C. A cada dia de conservacdo foi realizado
0 monitoramento objetivo dos parametros de motilidade espermatica (porcentagem de
moveis, VAP e LIN) usando o sistema computadorizado de andlise de sémen (CASA). Para
aetapa in vivo foram selecionadas as D.I de melhores resultados na etapain vivo. Noventa
fémeas suinas foram divididas em trés tratamentos sendo 30 fémeas inseminadas com DI de
3,5 x 109 spzt/ml usando pipeta Goldenpig (controle), 30 fémeas inseminadas com DI de 2 x
10° spzt/ml e 30 fémeas inseminadas com D.I de 3,5 x 10° spzt/ml usando pipeta Goldengilt.
Foram calculadas as taxa de ndo retorno ao estro, de paricdo e prolificidade. Observou-se na
etapa in vitro que a D.l de 1 x 10° apresentou a menor porcentagem de espermatozéides
moveis e menores valores de VAP e LIN quando comparada com os demais tratamentos.
Na etapa in vivo, observou-se ndo existir diferenca nas taxas de fertilidade quando
comparadas as DI de 2 e 35 x10° sptz. Concluiu-se que a reducd do ndmero de
espermatozdides para 1 x 10° por dose inseminante ndo teve efeito benéfico sobre a
sobrevivéncia esperméticain vitro, e parametros aceitaveis de fertilidade foram encontrados

naDl de 2 x 10°, o que possibilitaa producio de 2 a 3 vezes mais doses por ejaculado.

Palavras-chave: Dose inseminante, inseminacéo artificial, suino.
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ABSTRACT

The artificial insemination (Al) in swine is a technique already well established in
the routine of generating plants, however, to be achieved profits is increasingly important
fine tuning. Thus, the research in this area has sought to reduce costs and increase coverage
with the use of genetically superior males, especially studies that seek to develop protocols
for Al, using a small number of sperm / female / year. Thus, the objective of this study was
to evaluate in vitro and in vivo effect of the concentration of sperm per insemination to
determine the minimum number of sperm per insemination dose of artificial insemination
without changing the traditional reproductive performance of sows. The experiment was
conducted at the Laboratory of Technology Semen Suina (LRSTS), Laboratory of
Technology of Sheep and Goat Semen (LTSCO) of FAVET-UECE and Granja Regina in
maranguapé/CE. The sperm of four players to race Dalland was collected once a week for
10 consecutive weeks. After separate the jelly, was held to assess the volume (ml),
concentration (x106sptz/ml), force (0 to 5) and sperm motility (%). Later, wasthe dilution in
BTS to produce doses insemination (DI) at concentrations of 1; 2 and 3.5 x10°. The samples
were packed for 3 days at a temperature of 17 °C. Every day of conservation was the
purpose of tracking parameters of sperm motility (percentage of furniture, VAP and LIN)
using the computerized analysis of semen (CASA). To step in vivo were selected from the
best in the DI stage in vivo. Ninety females were divided into three treatments and 30
females inseminated with DI of 3.5 x 10° spzt / ml using pipette Goldenpig (control), 30
females inseminated with DI of 2 x 10° spzt / ml and 30 females inseminated with DI, 3, 5 x
10° spzt / ml Goldengilt using pipette. We calculated the rate of no return to estrus, from
birth and prolificacy.It was observed in vitro in step that the DI of 1 x 109 had the lowest
percentage of sperm and lower values of VAP and LIN when compared with other
treatments. In step in vivo, we observed no difference in fertility rates when compared to the
DI of 2 and 3.5 x10° sptz. Concluded that the reduction in the number of sperm for 1 x 10°
per dose insemination has no beneficial effect on survival sperm in vitro, and acceptable
methods of fertility parameters were found in the DI of 2 x 10°, which enables the

production of 2 to 3 times more doses per gaculate.

Keywords:. Artificial insemination, pig, dose insemination
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1- INTRODUCAO

A biotecnologia da reproducéo avaliada no rebanho suino é representada quase que
exclusivamente pelo emprego de inseminacdo artificial (IA) com sémen diluido e
conservado em refrigerador. Essa é uma prética mais econdmica trazendo beneficios pela
difusdo répida de caracteristicas desgjaveis no rebanho. Atualmente, mais de 50% do total
de fémeas em producéo no mundo sdo inseminadas artificialmente com sémen resfriado. Em
paises como EUA e Espanha, estas porcentagens ainda sdo superiores a 85% dos animais
(CORREA et al., 2001)

Na inseminacdo artificial tradicional (IAT), realizada na regido das pregas
cervicais do trato reprodutivo da fémea suina, utiliza-se a D.l com concentracdo de 2,5 a4 x
10° de espermatozdides diluidos em 80-100 ml de diluidor e ainseminacdo é repetidade 2 a
3 vezes durante o estro totalizando até 12 x 10° de espermatozéides inseminados/fémea/estro
(STEVERINK et al., 1998; WATSON e BEHAN, 2002).

A necessidade de grande volume e nimero de espermatozoides na dose deve-se,
provavelmente, as dificuldades anatbmicas da cérviz e cornos uterinos da fémea suina que
representam grandes barreiras fisiologicas a chegada das células espermédticas ao
reservatorio na juncdo Utero-tubdrica (RATH, 2002).

Na ultima década, as pesguisas com I.A confirmam a possibilidade de se reduzir o
nimero de espermatozoides com a deposicdo pos-cervical da dose inseminante (DI1) desde a
bifurcacdo dos cornos uterinos, por meio da inseminacdo artificial intra-uterina (IAIU)
(KRUEGER et al., 1999) até préximo a juncdo Utero-tubdrica por meio da inseminacéo
artificial intra-uterina profunda (IAIUP) ( MARTINEZ et al., 2002).

Porém, a deposicao pos-cervical necessita de instrumentos adequados e ndo pode
ser realizada de formarotineira. Apresentam alto custo e podem ainda aumentar a chance de
causar ou agravar injurias cervicais ou uterinas ja existentes. Dessa maneira, surge a
necessidade de solucdes técnicas que permitam areducdo do volume da D.l e o nimero total
de espermatozoides/dose e que possam ser aplicadas rotineiramente sem inviabilizar a
técnica.

Baseado nisso e considerando que nas condicdes da regido nordeste do Brasil, a
IAT com sémen suino resfriado € uma alternativa mais viavel e possivel de ser difundidaem
relacdo a IAIU por laparoscopia, por exemplo, o objetivo deste trabalho foi determinar a

concentracdo minima de espermatozoides por dose inseminante para a utilizacdo na
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inseminacdo artificial sem prejudicar o desempenho reprodutivo das fémeas suinas,
modificando apenas a pipeta utilizada tradicionalmente.

A reducdo do nimero de espermatozodides por dose de sémen possibilitara inseminar um
efetivo maior de fémeas sem perdas de fertilidade e prolificidade, otimizando, desse modo, o uso
de gjaculados de machos nos rebanhos, sendo possivel ainda reduzir o volume total das doses,
resultando na economia da quantidade de diluidor consumido, 0 que pode ser direcionada a

aquisicdo de diluidores de maior qualidade e maior periodo de armazenamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O sémen suino

O gjaculado do varréo € uma suspensdo de espermatozoides em um fluido (plasma
seminal) composto de uma mistura de contelidos da cauda do ducto epididimal e secreces das
glandulas acessdrias. O egjaculado é entdo composto de uma série de fragBes usualmente
chamada pré-esperma (dominada pela secrecdo uretral, das glandulas bulbouretrais bem como
da préstata), fragdo rica (no qual contém grande quantidade de espermatozoides) e fracéo pos-
rica (que contém menos espermatozoides). A fracéo gelatinosa que coagula o plasma seminal
como observado apds a gjaculacdo serve in vivo para reter o gaculado no Utero também
minimizando o refluxo através da cérviz (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2005).

2.1.1 Plasma seminal

O plasma seminal é a porc¢ao fluida do sémen, incorporada durante a ejaculacéo e
formada por uma mistura de liquidos secretados pelas glandulas sexuais acessorias
(vesiculares, bulbo-uretrais, prostata) pelo epididimo e ducto deferente. Atua como veiculo
para 0s espermatozoides serem transportados do trato genital masculino, ativa sua
motilidade e proporciona um meio rico em nutrientes e tamponado, necessario para manter a
sobrevivéncia dos espermatozoides apds sua deposicdo no trato genital feminino (BRAZ,
2003).

Numerosos componentes inorganicos e organicos estdo em solugdo no plasma
seminal. Os fons CI, Na' e K* estdo diretamente relacionados com a manutencio da
excitabilidade dos espermatozoides, pH ideal do sémen e pressdo osmatica constante dentro
e fora das células esperméticas.

Entre os componentes inorganicos estdo: acucares lipidios, minerais e proteinas
especiais incluindo enzimas, horménios, fatores de crescimento, inibidores e inibina dentre
outros. A presenca ou auséncia de muitos desses componentes podem estar envolvida com a
fertilidade. As proteinas do plasma seminal exercem multiplos efeitos sobre a funcéo
espermética e desempenham um importante papel na capacitacdo dos espermatozoides,
traduzido por um complexo processo que habilita a célula espermética a penetrar, através da
zona pellcida, por meio dareacdo acrossdmica.

Alguns compostos organicos servem como substancias energéticas para 0S

espermatozoides a exemplo da frutose, do sorbitol. Outros componentes presentes e que ndo



20

sdo fontes de energia sdo o0 acido citrico e inositol. A frutose € a principal fonte de energia
do sémen, podendo ser metabolizada em condicBes anaerdbicas (durante a conservacédo do
semen) ou aerdbicas (no trato genital feminino). A utilizagcdo anaerdbica da frutose produz
acido latico o qual se acumula quando o sémen é conservado e provoca reducdo do pH
seminal, afetando negativamente a viabilidade dos espermatozdides.

Embora ndo existam duavidas que o plasma seminal influencie a fisiologia
espermética, aumenta a motilidade na ejaculacdo e estabilize a membrana, outras fracoes
como as secregdes das glandulas bulbouretrais tem mostrado ser capaz de reduzir a
fertilidade do sémen. O fato que o plasma seminal ndo acompanha o espermatozoéide durante
sua ascensdo para o sitio da fertilizagdo no trato reprodutivo feminino sugere que sua
remocdo € necessaria para a aguisicdo da capacidade de fertilizacdo e pode ser um
importante fator no processo de capacitacdo (MAXWELL e JOHNSON, 1999 citado por
BRAZ, 2003).

Por essa razéo a remocao do plasma seminal (por centrifugacéo ou diluicdo) é uma
pratica comum durante a manipulacdo do sémen para preservacao, sendo considerada critica
garantindo a maxima viabilidade espermética, mas esse efeito pode variar dependendo da
presenca, auséncia ou concentracdo critica de certos componentes (RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2005).

2.1.2 Viabilidade e morfologia espermatica

Para que o espermatozdide exerca sua funcdo deve estar qualitativamente viavel e
potencialmente fértil, para isso a morfologia, atividade metabolica e membrana plasmética
precisam estd adequadas. A presenca de uma membrana integra € um pré requisito ao
processo de fertilizagdo. Uma importante indicacdo das alteraces que ocorrem nessa
estrutura € a mudanca da permeabilidade dessa membrana, ocorrendo um aumento da
permebeabilidade para corantes (JOHNSON et al., 2000).

O exame de morfologia espermética faz parte da avaliagéo qualitativa do ejaculado e
permite a determinacdo da fregiiéncia de cada uma das anormalidades esperméticas e do
percentual total de alteragbes na amostra do sémen armazenado. E utilizado como indicativo
de potencial fecundante do eaculado, pois as alteraces interferem na capacidade de
movimentacao e fecundacéo do espermatozoide de acordo com o local do defeito.

O exame morfolégico € uma ferramenta para o descarte do gjaculado e até mesmo do

reprodutor e deve ser efetuado em todos os reprodutores do plantel periodicamente, sempre



21

gue um macho for introduzido, quando houver queda da motilidade dentre outras coisas. Um
alto percentual de alteracbes morfoldgicas pode indicar problemas durante a espermatogénese,
no transito espermético, na maturacdo do epididimo ou durante o processamento do sémen.
Para 0 sémen ser considerado normal, as alteraces morfoldgicas totais devem ser inferiores a
20% (BORTOLOZZO et d., 2005).

As alteragbes na morfologia espermética podem ser classificadas de acordo com sua
origem ou localizagdo. As anormalidades estruturais dos espermatozéides podem afetar
isoladamente ou simultaneamente as diferentes partes que o formam: cabega, colo, peca
intermediéria e parte da cauda. Segundo HAFEZ et a. (2004) as anormalidades podem ser :

* Primarias. que séo devido a falhas na espermatogénese;
* Secundaria: que ocorre durante a passagem dos espermatozoéides pelo epididimo;
» Terciariaz exdgena ou externas que se produzem durante a gjaculacédo, depois

desta ou por manipulacéo inadequada da amostra.

2.2 Tecnologia do sémen suino

2.2.1 Inseminacdo artificial

A |.A é definida como o ato de depositar por meios instrumentais 0 sémen no
sistema genital da fémea, em condicbes que favorecam o0s espermatozéides encontrar o
odcito e fecundé-lo. E assim, uma técnica que permite a aceleraco dos beneficios advindos
do melhoramento genético, ja que o patriménio genético dos melhores machos pode ser
utilizado de forma mais eficiente se difundindo para um maior nimero de fémeas (BRAZ,
2003).

A |.A tem mostrado grande viabilidade em seu emprego comercial em diversas
espécies incluindo, bovino, suino, ovelha e bufalo (SUKHATO et al., 2001). Na espécie
suina, aprimeiralA, com sémen resfriado foi realizada por volta da década de 30, na RUssia,
e sua evolucdo ocorreu de forma lenta e gradativa (JOHNSON, 2000).

No Brasil, os relatos sobre a utilizagdo dessa técnica para essa espécie, datam do
final da década de 40, mas essas primeiras tentativas estavam restritas a um plano
experimental. Somente na década de 70, € que foram implantados 0s primeiros programas
comerciais, restritos aregido Sul (BORTOLOZZO e WENTZ, 1997).
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Um dos objetivos da |.A € potencializar a concep¢do com um menor volume e um
numero reduzido de espermatozodides e sua meta é obter células suficientes para a juncédo Utero-
tubaria, para que seja estabelecido um adequado e funcional reservatorio espermético no istmo
do oviducto (RATH, 2002).

Dessa forma, al.A surge como uma alternativa para melhorar a eficiéncia reprodutiva,
trazendo como vantagem a reducdo do nimero de machos necessarios para atender o plantel, a
reducdo dos custos com cobertura, a potencializacdo do uso de machos geneticamente
superiores, a obtencdo de uma maior seguranca sanitaria e a eliminagcdo dos €jaculados
considerados improprios entre outros (CORREA et al., 2001).

A utilizacdo dessa técnica tem permitido ainda, a administracdo de volume de sémen
por volta de 80 — 100 ml, valor menor ao utilizado na monta natural (MN) que gira em torna de
300 ml. Além disso, a dose inseminante contendo cerca de 3 x 10 ° de espermatozoides tem
substituido com éxito o nimero de espermatozoides depositados no trato genital da fémea durante
aM.N, que chega a ser de 50 a 70 x 10 ° de espermatozdides, permitindo assim um melhor
aproveitamento do gjaculado.

Mesmo com indimeras vantagens, a utilizacdo da |.A esta limitada por fatores como o
curto tempo de armazenamento da dose inseminante, além de outros fatores relacionados a
logistica como o transporte das doses entre a central produtora e a granja nos casos de centrais
abertas e estrutura laboratorial minima (BORTOLOZZO et al., 2005).

Mesmo assim, ja se percebe um aumento significativo do emprego da I.A no rebanho
nacional (SCHEID, 1991). Em 1990, apenas 2% do rebanho do pais era inseminado
artificialmente e nos Ultimos anos, estima-se que o mercado nacional insemina cerca de 50% do
plantel (CORREA et al., 2001) sendo ainda, bastante inferior a dos paises europeus onde
estima-se que essa biotecnologia alcanga 80% (JOHNSON et al., 2000).

Considerando a necessidade de alternativas para a inseminacdo artificial suina,

desenvolvimento de técnicas e solugdes que permitam a utilizagdo do sémen dessa espécie,

atualmente, estudos sdo desenvolvidos para permitir uma melhor utilizacdo do sémen.

2.2.2 Aspectos fisiol6gicos do transporte esper matico

Para compreender as novas estratégias de |A € importante compreender 0s aspectos
fisiolégicos de transporte do espermatozoide, que é um mecanismo complexo que envolve
atividades e secrecOes do trato genital feminino, horménios e fatores imunogenéticos dentre
outros (RATH, 2002).
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Apbs duas horas da deposicio do sémen no canal cervical, a maioria dos
espermatozoides é eliminada do Utero com excecdo de uma pequena subpopulacéo de células que
sd0 transportadas rapidamente pela contracdo do miométrio através do corpo do Utero e corno
uterino paraajuncdo Utero-tubarica no oviduto, onde séo estocados.

Na juncdo Utero-tubaria, assim como na parte distal do istmo do oviducto € feito o
reservatorio espermético, este por sua vez, € um importante local para manter a viabilidade e
integridade espermética por um periodo de 24 a 42 horas, aém de preparar 0 espermatozoide
seletivamente para sua migracao final parafertilizar o o6cito no oviducto (RATH, 2002).

Enquanto estdo no reservatorio, o metabolismo e motilidade espermética reduzem
significativamente. Uma vez ocorrida a ovulagdo, eles sdo liberados e transportados para a juncéo
da ampola e istmo, onde a fertilizacgo ocorrera( POPWELL et al., 2004).

Na monta natural (MN), um volume de aproximadamente 300 ml de sémen, contendo
cerca de 60 x 10° espermatozdides é depositado no trato genital feminino, mais especificamente
na cérviz. Esse grande volume facilita o deslocamento de parte do gaculado para a regido da
juncéo Utero-tubdria (STEVERINK et al., 1998).

A partir dai e apos 15 a 20 minutos, apenas um pequeno nimero de espermatozoides,
favorecido pela contracéo uterina, alcanca a porcéo caudal de 1-2 centimetros do istmo oviductal
e estabelece nessa regido um reservatorio, isso porque essa regido oferece condicdes favoraveis
de estocagem sem que esses espermatozoides perda a habilidade de fecundar (BEHAN e
WATSON, 2006).

Vale destacar, que aproximadamente 25-30% do numero de espermatozoides
depositados e 70% do volume sdo perdidos (RATH, 2002), de forma que cerca de 90% dos
espermatozoides ndo podem ser recuperados do Utero 2 horas depois da inseminacdo, sendo que
apenas 1x10° espermatozoides alcancam a juncdo Utero-tubéria e cerca de 1x10° espermatozoides
alcancam o reservatorio espermatico na por¢do caudal do istmo (MARTINEZ et al., 2001).

Essa diminuicdo do volume e do nimero de espermatozdides no trato genital feminino,
ainda nas primeiras horas ap0s a deposi¢ao, ocorre como consequiéncia do processo de defesa do
organismo em relacdo ao material estranho depositado, mas também pode ser causada por adeséo
as células ciliares do endométrio e pela migracéo no Gtero (RATH, 2002).

Os espermatozoides que ndo alcancam o reservatério sdo eliminados principalmente por
refluxo de sémen e por intensa fagocitose por leucdcitos que invadem o Gtero 24hs apls a
deposicdo com o objetivo de preparar o local para receber o embrido (MARTINEZ et al., 2001).
Todas essas perdas de sémen sdo 0s principais motivos da reducdo do nimero de células que
chegam ao local da fecundacdo (STEVERINK et a. 1998).
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Em suinos, a perda por refluxo fica em torno de 70% do volume e 3,4% do nimero de

espermatozoides durante a |.A e 25% do volume e 1,4% do ndmero de espermatozoides apos a

inseminacd0 (STEVERINK et al., 1998). Apesar desses valores elevados, o refluxo é

considerado um evento fisiolégico que ndo tem influéncia negativa no estabelecimento do

reservatorio espermético, de forma que néo prejudica o desempenho reprodutivo (RATH, 2002).

Porém se 0 niimero de espermatozoides inseminado for menor que 1 x 10° em 10 ml, o refluxo

pode torna-se mais expressivo e afetar ataxa de fertilizacdo (STEVERINK et al., 1998).

Algo semelhante também acontece quando 0s animais sdo inseminados artificialmente

usando dose com volume de 80 a 100 ml contendo 2,5 a 4x10° espermatozoides (KRUGER e

RATH, 2000).

2.2.3 Técnicas deinseminacao artificial

Devido a crescente utilizacdo da |.A em rebanhos de interesse comercial, tanto no
nosso pais como ho mundo, surge a necessidade de compreendermos e conhecermos as
principais técnicas de inseminacdo artificial utilizadas atualmente.

Em suinos podem-se realizar dois tipos de inseminagdes que sdo denominadas
transcervical ou tradicional e intra-uterina. Na primeira, sdo utilizados aproximadamente 3
x10° de espermatozoides diluidos em cerca de 100 ml, que sdo infundidos na cérviz com
auxilio de uma pipeta, que simula a extremidade do pénis do suino. A pipeta encaixar-se na
cérviz e 0 sémen que pode ser fresco, resfriado ou congelado é entdo depositado no trato
genital dafémea (BORTOLOZZO et al., 2005).

A dose inseminante resfriada, a usualmente utilizada, pode ser armazenada por até
trés dias atemperaturade 15 °C a 18 °C (BORTOLOZZO et al., 2005) e ainseminacdo pode
ser repetida duas a trés vezes durante o estro, podendo totalizar 12 bilhdes de
espermatozoides (RATH, 2002). A necessidade de grande volume e numero de
espermatozoides na dose inseminante deve-se as caracteristicas anatémicas da cérviz e dos
cornos uterinos da fémea suina (WATSON e BEHAN, 2002).

Ja a inseminacdo artificial intra-uterina (1AIU), € uma técnica mais recente que
permite a deposicdo do sémen em uma posicao pds-cervical, diretamente no corpo uterino,
ao contrério da deposicéo intra-cervical tradicional. O corpo uterino esta localizado entre a
Cérviz e 0s cornos uterinos e tem aproximadamente 3-6 cm de comprimento (MARTINEZ et
al., 2002).
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As células so depositadas cerca de 20 cm mais profundamente no trato reprodutivo
dafémea por meio de um cateter com didmetro aproximado de 3 mm, que € introduzido pelo
interior da pipeta tradicional. Para a realizacdo da |AlU, apods a fixacdo da pipeta na cérviz,

0 cateter é introduzido lentamente, ultrapassando a cérviz, sendo o0s espermatozoides
depositados diretamente em um dos cornos uterinos e precisam transpor 0S cornos uterinos
(MARTINEZ ¢ a., 2002).

Com esta técnica € possivel reduzir o volume em até 10 vezes e 0 nimero de
espermatozoides na dose inseminante em 20 a 60 vezes, assim como 0 nUmero de barreiras
mecanicas durante o transito do espermatozoide até o oviducto, o que contribui para a
diminuicdo das perdas espermaticas, em comparacdo com a inseminacdo artificial intra
cervical (IAIC). Consequentemente, a |AlIU pode ser realizada com menores concentragoes
de espermatozoides (sptz) por dose.

Outro método de |A é ainseminacdo intra-uterina profunda (I1UP), agqui, 0 sémen é
depositado no terco final de um corno uterino (aproximadamente 25cm da juncéo Utero-
tubarica), pelainsercdo de um endoscopio de fibra ptica flexivel (MARTINEZ et al., 2001)
ou por um cateter secundario menos dispendioso, flexivel, mas sem o endoscopio de fibra
oOptica guiado por um cateter modificado (MARTINEZ et al., 2002).

O cateter flexivel é inserido dentro de uma pipeta de inseminacéo espiralada,
ultrapassa os anéis cervicais e progride para um dos cornos uterinos t&o proximos a juncao
Utero-tubérica quanto possivel (ROCA et al., 2003).

Pesquisas mostraram que quando o espermatozdide é depositado perto da juncéo
Utero-tubérica de um corno, este se torna capaz de alcancar o oviduto ipcelateral e fertilizar
0s ovOcitos. As taxas de parto apds a IlUP ndo apresentaram diferenca da observada apos a
IAT com 3x10° sptz/ml. O tamanho da leitegada também foi similar entre a IUP e IAT
(MARTINEZ ¢ a., 2002).

Porém, essa nova tecnologia tem algumas limitagcdes como a necessidade de maior
treinamento que a tradicional, aumento dos gastos no procedimento devido ao cateter,
necessidade de empregar uma tecnologia de alta precisio na contagem do numero de
espermatozoides por dose, dificuldade de inseminar leitoas e algumas primiparas devido a
anatomia desses animais, aumento dos riscos de lesdo ha cérviz ou corno uterino e alto grau de
higienizacdo (MARTINEZ et al., 2001).

Vale ressaltar, que a lAlU foi primeira realizada de forma cirlrgica, mais se trata de um

procedimento caro, inviavel para a utilizacdo sob condi¢des de campo e ainda pode causar injuria
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no trato reprodutivo da fémea, surgindo entdo, a IAIU ndo cirdrgica como uma alternativa, mas

gue como supramencionado ainda séo muitas as limitagcdes que inviabilizam seu uso.

2.2.4 Dose inseminante

O numero de espermatozoéides por dose inseminante € um ponto critico para o sucesso da
LA e nos ultimos anos, varios trabalhos tém demonstrado que o ndmero minimo de
espermatozoides por dose esta relacionado com o local de depdsito do mesmo no trato genital
feminino (KRUGER e RATH, 2000), porém os pesguisadores estdo tentando aperfeicoar a
técnica de inseminagdo para que seja possivel utilizar um reduzido nimero de células
espermaticas em um menor volume, sem que isso influencie negativamente as taxas reprodutivas.

Dessa forma, a reducdo do nimero de espermatozoides por dose inseminante tem sido
um dos principais focos da pesquisa na suinocultura. Mesmo ainda estando em fase experimental,
caso sua utilizagdo seja viabilizada, essa técnica torna-se uma importante ferramenta para a
otimizacdo dal.A em suinos (BORTOLOZZO et a., 2005).

Com areducéo da concentracdo espermética na DI, torna-se possivel a producdo de2 a3
vezes mais doses por ejaculado, o que implica na menor necessidade de machos no plantel e
diminuicdo do trabalho no setor de coleta. Por outro lado, aumenta a importancia das analises
laboratoriais e a necessidade de realizar exame morfoldgico das células espermaticas com uma
maior frequéncia (BORTOLOZZO et al., 2005).

Em 1998, STEVERINK utilizando a I.A tradicional na espécie suina percebeu que
apenas quando as fémeas eram inseminadas com 1x10° apresentavam efeitos negativos sobre a
taxa de fertilizacgdo Por outro lado, a utilizacdo de 2x10° de espermatozéides/dose mostrou
resultados semelhantes aguela inseminac&o com 3 x10° de espermatozéides/dose.

O autor notou no caso supramencionado, que a utilizagd de 1x10° de
espermatozoide/dose levou a queda da fertilidade, o que sugere que essa quantia quando
depositada na regido pogerior da cérviz é insuficiente para alcancar a juncdo Utero-tubaria e
subseguientemente o istmo do oviducto em contraste os valores demonstrados com a inseminacéo
profunda no corpo do Gtero.

Assim, a reducdo de 3x10° para 1x10° de espermatozéides/dose, ou valores inferiores a
este, na |A tradicional em suinos, pode ser desvantgjosa, isso porgue grande parte do volume
inseminado é perdida do Utero por refluxo (cerca de 70% do volume contendo 25% do numero de
espermatozoides da D.I). Embora o refluxo de sémen possa ser um processo fisiolégico normal,

quando as fémeas sdo inseminadas com 1,0 x 10°, o refluxo passa ater efeito negativo.
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BENNEMANN et al. (2000) indicaam uma dose minima de 1,5x10°
espermatozoides/ml por meio de IAT para alcancar uma taxa aceitavel de concepcdo. Entretanto,
MARTINEZ et a. (2002), mostraram que quando 0s espermatozoOides sdo depositados
diretamente no corno uterino ou proximo a juncdo tubdria, o nimero pode ser reduzido ainda
mais sem que haja prejuizo para a fertilidade, porém esses métodos requerem cirurgia ou
manipulacdo para a penetracdo no corno uterino 0 que pode causar ou potencializar injurias
(WATSON e BEHAN, 2002).

MARTINEZ et al. (2002), realizaram com sucesso a |AIU utilizando um endoscopio,
driblando assim a complexa anatomia da cérviz da fémea alcancando taxa de 87-89% de prenhez
e 9,4 a 9,8% de leitdes nascidos usando 5x10’ espermatozéides em 10ml. Posteriormente em
2002, utilizando a IAlIU ndo cirdrgica demonstraram ser possivel obter taxa hormal de concepcao
e tamanho de leitegada com doses contendo 5x10’ espermatozdides.

Com iss0, 0 sémen era depositado de forma ndo cirdrgica no corpo uterino, 0 que
diminuia 0 nUmero de barreiras durante o transito do espermatozéide até o oviducto, reduzindo
assim as perdas espermaticas em comparacdo com a lA tradicional (MARTINEZ et al., 2002).

WATSON e BEHAN (2002), confirmando os resultados de MARTINEZ et al. (2001)
demonstraram que o depdsito intra-uterino, de forma n&o cirGrgico de dose com 1x10° de
espermatozoides em volume de 50-60 ml leva a resultados semelhantes ao encontrado na 1.A
tradicional com 2 a3 x 10° e ainda com a vantagem da reduc&o de 25-30% no volume de diluidor
consumido pela central.

O beneficio da inseminacéo no corpo do Utero é que nesse sitio, as contracdes uterinas
s80 mais seguramente estabel ecidas facilitando o transporte do sémen para a juncéo Utero-tubaria,
além disso, um maior nimero de espermatozbides é transportado e alcancam o reservatério
espermético (RATH, 2002).

Com essa tecnologia € possivel reduzir o numero de células’dose em um menor volume
algo em torno de 2 - 1x10° espermatozdides/dose (MARTINEZ et al., 2002), o que corresponde a
1/3 do total de células empregadas na |A tradicional. Também podendo ser vantajosa com o
sémen congelado/descongelado (RATH, 2002) que atualmente é feito com 5-6x10° em 80-100 m
(ROCA et d., 2003).

Mesmo tendo sido bem sucedido o desempenho reprodutivo de fémeas suinas quando se
utilizou a reducdo do nuimero de espermatozéides/dose por meio da IAIU cirdrgica ou néo, a
aplicacdo dessa técnica ainda apresenta algumas limitacBes como a necessidade de alta preciséo

na contagem das células, dificuldade de inseminacéo de algumas fémeas devido a anatomia que
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dificulta a inseminacéo através da cerviz e também de mé&o de obra qualificada (MARTINEZ et
al., 2001).

2.2.5 Conservacdo do sémen

A manutencdo do sémen suino sob condigdes de refrigeracéo € uma técnica eficaz
para a difusdo do material genético por meio dos programas de IA. Quando o gaculado é
processado de forma adequada € possivel obter resultados de prenhez e tamanho de leitegada
semelhante aos obtidos na monta natural (BORTOLLOZO et al., 2005).

A estocagem de sémen diluido a baixas temperaturas tem sido um método utilizado
para prolongar a viabilidade dos espermatozdides ejaculados devido ao seu efeito de
desaceleracdo dos processos metabolicos celulares, prolongando a viabilidade espermética
pelareducdo do consumo de energia e formacao de bioproduto.

Mas para permitir a sobrevivéncia in vitro € necessario ainda a adicdo de elementos
guimicos disponiveis na forma de diluidores que agem aumentando o volume do sémen,
protegendo o sémen contra choque térmico, mantendo o pH, fornecendo substancias
necessarias a0 metabolismo dos espermatozdides e inibindo crescimento bacteriano
(CORREA et al., 2001).

Para cumprir essas fungdes, os diluidores contém basicamente: nutrientes para as
células espermaticas como glicose, antibiéticos, tampdes como citrato de sddio para prevenir
alteragdes de pH que podem ocorrer a medida que se acumulam produtos metabolicos e que os
nutrientes do sémen e do diluente sdo utilizados pelos espermatozdides (CORREA et al.,
2001). Assim a funcdo bésica do diluidor é prolongar a viabilidade dos espermatozéides,
fornecendo-1hes nutrientes e substancias crioprotetoras ou fatores de resisténcia.

Existem basicamente dois grupos de diluidores e estes grupos sdo determinados pela
capacidade de conservacdo do sémen, sendo classificado em diluentes de curta ou longa
duracéo (REIS, 1997). A escolha do diluidor deve considerar condicdes especificas em que a
A ocorre, ou sga, se 0 sémen se destina a0 uso imediato ou a0 armazenamento durante
alguns dias, se as doses serdo utilizadas na mesma unidade onde foram preparadas ou
empregadas em outra central (BORTOLLOZO et al., 2005).

Os diluidores de curta duracéo apresentam composicdo simples geralmente sdo
compostos apenas por produtos salinos como glicose, citrato de sddio, bicarbonato de sodio e
cloreto de potéssio. Esses diluidores tém a capacidade de preservar a viabilidade do sémen por

aproximadamente 4 dias, ja os diluidores classificados como de longa duragdo apresentam



29

composicdo mais complexa e tem custo superior. Em média tem a capacidade de preservar as
células por até 7 dias.

Varias formulaces de diluentes foram testadas e usadas com sémen de cachaco,
considerando-se indice de prenhez e tamanho de leitegada. Contudo foram encontrados
resultados consistentes com o0 uso de BTS o qual apenas niumero limitado de ingredientes, de
baixo custo, parecendo ser favorito na IA e na estocagem do sémen diluido durante um
nimero limitado de dias (VASCONCELOS et a., 2001).

2.2.6 Fatores que influenciam na qualidade da dose inseminante

Independente do diluidor utilizado, o sémen diluido tem uma vida relativamente
curta, pois gradativamente os espermatozoides consomem 0s nutrientes disponiveis no
diluidor, pois a temperatura de armazenamento entre 15 e 18 °C néo interrompe totalmente o
metabolismo dos espermatozoides, que continuam produzindo metabdlitos os quais se
acumulam e interfere na motilidade espermética, além disso, essa temperatura ndo impede
multiplicacéo bacteriana a qual pode afetar a qualidade espermética (HOU et al., 2002).

Consequentemente, quanto maior for o tempo de armazenamento do sémen, menor
serd a sua fertilidade, jA que ha um prejuizo de motilidade e um aumento dos danos da
membrana, relacionados a estocagem e alteracfes na permeabilidade da membrana e a
liberacdo de substancias intracelular (CORREA et al., 2001 e HOU et al., 2002). Durante a
estocagem da DI, uma reducdo no potencial de fertilidade devido ao envelhecimento
espermatico ndo pode ser evitada, porém, manejo, diluicdo e estocagem podem ser melhoradas
para minimizar a diminuicdo no potencial de fertilidade (BOE-HANSEN et al., 2005).

Outro fator que pode interferir no periodo de conservacdo e viabilidade da célula
espermética reduzindo a suafertilidade é ataxa de diluicdo. Considera-se uma taxa de diluicéo
(sémen: diluidor) boa de 1:10 ou ente 1.5 e 1:15. Entretanto essa vai depender da
concentracdo espermética do ejaculado a ser diluido. DI cuja taxa de diluicdo é pequena,
menor que 1.5 apresenta baixa viabilidade espermética devido a caréncia de substratos
energéticos e a perda da capacidade tamponante do meio (BORTOLOZZO et al., 2005).

ALEXOPOULOS et d. (1996) citado por HAUGAN et al. (2007), observaram
decréscimo significativo na motilidade espermética de DI com menor diluicdo (5x10° sptz/DI)
quando comparado com maior taxa de diluicgo ( 1x10° e 3x10° sptz/DI). Os autores atribuiram

o fato ao pobre ambiente metabdlico gerado nas doses com taxa de diluic&o menores.
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Ja arazdo pela qual ocorre uma reducdo da fertilidade e viabilidade espermética das
D.l s submetidas a uma alta taxa de diluicdo (1:15) ndo € conhecida, mas acredita-se que a
diluicdo excessiva anule a funcdo do plasma seminal e de seus congtituintes, 0s quais sdo
requeridos para a funcdo normal do espermatozoide (ALEXOPOULOS et al., 1996 citado por
HAUGAN et al., 2007).

2.2.7 Avaliacdo objetiva da qualidade esper matica

A motilidade espermatica € comumente apontada como uma das mais importantes
caracteristicas associadas com a habilidade do espermatozodide fertilizar (COX et al., 2006),
porém, quando mensurada microscopicamente, ndo é bem correlacionada com a fertilizacéo in
Vivo ou in vitro, pois além do erro humano durante a avaliacdo subjetiva desse parédmetro,
existe ainda a limitacdo do método para avaliar detalhadamente as caracteristicas do
movimento esperméatico (LI1U et al., 1991).

Tradicionalmente, a quantificacdo da qualidade espermética tem sido baseada na
avaliacdo subjetiva, usando estimativa visual de pardmetros como motilidade massal e
individual. Porém, estudos relatam existir uma variacdo de 30 a 60% na estimativa desses
parametros devido a limitacdo do ser humano em quantificar as diferentes subpopulactes
espermaticas na amostra (AMANN e HAMMERSTEDT, 1980; VERSTEGEN e IGUER-
OUADA, 2002).

Entretanto, nos Ultimos anos, os sistemas de avaliacdo automética, CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), tem mostrado ser uma ferramenta Util na avaliacdo das
propriedades kineméticas do espermatozéide individual do ejaculado, mostrando grande
potencial para predizer a fertilidade do macho, por meio da correlacdo da velocidade de
natacdo do espermatozoide com a fertilizagdo de odcito in vitro ein vivo (COX et al., 2006).

O CASA é entdo definido como um sistema automatico (hardware e software)
utilizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas de espermatozoides,
fornecendo informacdes acuradas, precisas e significativa do movimento individual de cada
célula bem como de subpopulacdes de células esperméticas (AMANN e KATZ, 2004).

Para andlise propriamente dita, primeiro a imagem dos campos do microscopio é
enviada da camera e convertida em imagem digital, para formar um filme, seqiéncia de
diversas imagens digitais. Apos a aquisicdo das imagens de diferentes campos, 0s videos
sequienciais capturados da suspensdo de espermatozdides sdo automaticamente analisados
campo a campo (MORTIMER, 2000).
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O software busca em cada campo, reconhece as células e desenha de cada

espermatozdide uma completa seqiéncia do movimento para recongtituir a trgetéria

percorrida pelo espermatozoide, classificando-o conforme os padrdes definidos como: movel

néo progressivo, linear, lento, linear rapido e imovel (MORTIMER, 2000).

Em seguida uma série de valores do aspecto de motilidade € calculada fornecendo

parametros de motilidade como: porcentagem de méveis, VCL (velocidade curvilinea), VAP

(velocidade média da trajetéria), VSL (velocidade linear progressiva), STR (retilinearidade)

e LIN (linearidade). Esses valores sdo usados para diferenciar os padrbes do movimento

esperméticos (MORTIMER, 2000).

De acordo com BOYER et al. (1989) e VERSTENGEN et a. (2002) os parametros

comumente obtidos por meio da CASA sdo: velocidade curvilinear (VCL), velocidade

média da tragjetoria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), amplitude de deslocamento
lateral da cabeca (ALH), freqiéncia de batimento cruzado (BCF), retilinearidade (STR),
linearidade (LIN), oscilagdo (WOB) (vide Quadro 1; Figura 1).

Quadro 1. Parametros da motilidade espermética obtidos por meio do CASA

Parametros Sigla | Unidade Descricao

Velocidade curvilinear VCL um/s | Velocidade da trgetoria real do
espermatozoide

Velocidade média da| VAP | um/s |Velocidade da trgetoria meédia do

trajetoria espermatozoide

Velocidade linear VSL um/s | Velocidade em fungdo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e Ultimo
ponto datrajetoria do espermatozoide

Linearidade LIN % Relacéo percentual entre VSL e VCL

Retilinearidade STR % Relacdo percentual entre VSL e VAP

Index de oscilagdo OSC % Relacéo percentual entre VAP e VCL

Amplitude de | ALH um Deslocamento meédio da cabeca do

deslocamento lateral da espermatozoide em suatrajetoriareal

cabeca

Freguéncia de batimento | BCF Hz Freqgiéncia que a cabeca do

cruzado espermatozoide atravessa a trgetéria
média
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VCL

VAP

VSL
Figura 1. Velocidades obtidas pelo sistema CASA. VAP: velocidade média da trajetoria;

VCL: velocidade curvilinear; VSL: velocidade linear progressiva.Fonte: (BOYER
et al., 1989;VERSTENGEN et al., 2002).

Na tentativa de correlacionar os parametros do CASA com a taxa de fertilizagdo,
verificou-se que os valores de VAP, VSL e VCL sdo significativamente maiores em
amostras que produzem mais de 50% de odcito fertilizados do que naguelas em que a taxa
de fertilizagcdo de o0cito € menor que 50% (VERSTEGEN et al., 2002), comprovando que
amostras com elevados valores de VAP, VCL, VSL, LIN e BCF apresentam melhor
migracéo e penetracdo no muco cervical (MORTIMER, 2000; VERSTEGEN et al., 2002).
Além disso, parametros como BCF e LIN tém revelado correlagdo positiva com a taxa de
prenhez em alguns estudos (VERSTEGEN € al., 2002).
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3 JUSTIFICATIVA

Segundo Bortolozzo e Wentz, 1997, no nordeste brasileiro, mesmo existindo um bom
nimero de criadores, 0 que constatamos é que a criacdo de suinos ainda ndo encontra bem
desenvolvida em comparacdo com outras regides, sendo especificamente nas granjas do Ceard, a
tecnificacdo muito baixo, o que tem contribuido para o lento desenvolvimento desta criagdo na
regido.

A necessidade de se encontrar alternativas para melhorar a funcdo produtiva e
reprodutiva de animais domeésticos de interesse econdbmicos como suinos tem estimulado
pesguisadores de todo o mundo a desenvolver biotecnias que permitam a eficiéncia maxima de
animais de alto padr&o genético.

A utilizacdo da reducdo do numero total de espermatozdides da dose inseminante
parece ser a solucdo para a adocéo da inseminacéo artificial pelos peguenos produtores, pois a
dose de sémen, principalmente a importada € dispendiosa. Além disso, também possibilitara
inseminar um efetivo maior de fémeas otimizando, desde modo, o uso de gjaculados de machos
nos rebanhos e possibilitara ainda uma maior economia da quantidade de diluidor consumido o
gue pode ser direcionada a aquisicdo de diluentes de maior qualidade e maior periodo de

armazenamento.



4 HIPOTESE CIENTIFICA

E possivel reduzir o nimero de espermatozéides por dose inseminante na inseminagao

artificial tradicional sem alterar o desempenho reprodutivo das fémeas suinas.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

e Determinar 0 nimero total minimo de espermatozodides de espermatozdides por dose

inseminante para a utilizag&o na inseminacéo artificial tradicional.

5.2 Obj etivos especificos

e Avadliar in vitro o efeito do nimero decrescente de espermatozoides na dose
inseminante;
* Avaliar in vivo as taxas de fertilidade e prolificidade com a reducdo do nimero total

de espermatozoides na dose inseminante.



6 CAPITULO 1

Analise computadorizada de sémen: reviso

Computer-assisted sperm analysis (CASA): A REVIEW

Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (Submetido em junho de 2008)
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ANALISE COMPUTARIZADA DE SEMEN: REVISAO
Computer-assisted sperm analysis (CASA): A REVIEW
DL Matos;+, AA Araujo,, |G Robertos, R Toniolli;.

1Programa de pos-graduacdo em ciéncias veterinarias— FAVET/UECE
Universidade Estadual do Ceara, Campus do Itaperi, Av. Paranjana, 1700,
CEP: 60700-000, Fortaleza-CE
Correspondéncia: dadamatos@hotmail.com.br

Resumo

A avaliacdo da motilidade espermatica e morfologia sdo essenciais na andlise da
gualidade do sémen. A analise desses parametros tem sido baseada na avaliacéo
subjetiva, resultando em variacfes de até 60%. Para reduzir a subjetividade, sistemas
automaticos de andlise seminal (CASA) vém sendo desenvolvidos fornecendo
confiabilidade e velocidade de obtencdo dos dados, mas seu uso € limitado devido a
necessidade de validacdo dos dados, controle de qualidade e padronizacéo das andlises.
A uniformizacdo desse instrumento permitira comparacdo de resultados e fornecera
subsidios para melhorar as biotécnias da reproducéo. Diante de sua importancia, faremos
uma breve revisdo do conhecimento dessa tecnologia, abordando o funcionamento, as

vantagens e aplicacdes do CASA.

Palavras-chaves: Andlise computadorizada de sémen, Motilidade espermética,
Morfologia espermatica

Abstract

The assessment of sperm motility and morphology are essential for
examination of sperm quality. The analysis of these parameters has been based on
subjective evaluation, resulting in variations of up to 60%. To reduce the
subjectivity, automated systems analysis of seminal (CASA) have been developed
providing reliability and speed for semen analysis, but its use is limited due the need
of validation of data, quality control and standardization. The uniformity of this
instrument will allow comparison of results and provide allowance to improve the
biotechnologies of reproduction. In view of its importance, we will make a brief
review of the knowledge of this method, approaching its function, benefits and
applications.

K ey-words: Computer-assisted sperm analysis (CASA), sperm motility, sperm
morphology
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INTRODUCAO

A andlise da motilidade espermética e morfologia tém sido apontadas por muitos
autores como importante ferramenta na selecédo de um egjaculado, sendo a determinacéo da
porcentagem de espermatozdides méveis, o teste mais utilizado para predizer a qualidade
seminal (VERSTEGEN e |IGUER-OUADA, 2002).

Tradicionalmente, a quantificacdo da qualidade espermética tem sido baseada na
avaliacdo subjetiva, usando estimativa visual de pardmetros como motilidade massal e
individual, contudo, estudos relatam existir uma variacéo de 30 a 60% na estimativa desses
parametros devido a limitacdo do ser humano em quantificar as diferentes subpopulacdes
esperméaticas na amostra (AMANN e HAMMERSTEDT, 1980; VERSTEGEN e IGUER-
OUADA, 2002).

Para reduzir a subjetividade, nos ultimos 15 anos, sistemas automaticos para analise
computadorizada de sémen (CASA) vém sendo desenvolvidos com o objetivo de fornecer
dados acurados da motilidade de cada espermatoziide e resumo estatistico das
subpopulacdes (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002). Podendo ainda ser utilizados para
mensurar 0 nimero de células por unidade de volume e ser modificado para capturar dados
aproximados para classificacdo morfométrica de cada célula examinada (AMANN e KATZ,
2004).

Os diferentes instrumentos CASA tém demonstrado altos niveis de preciséo e
confianca usando diferentes classificagbes metodolégicas que fornecem uma grande
ferramenta para melhorar nosso conhecimento e habilidade para manipular espermatozoides
(VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002). Tornando-se essencial a pesquisa, treinamento
pessoal e padronizacdo entre laboratorios (AMANN e HAMMERSTEDT, 1980).

Diante da sua importancia, faremos agui, uma breve revisdo do estado aua do
conhecimento da tecnologia CASA, abordando seu funcionamento, aplicacdes, vantagens,

limitagdes e impactos na biologia espermética e clinica.

Historico

No inicio da década de 40, estudiosos tiveram a necessidade de obter dados objetivos
na porcentagem de espermatozdides méveis e informacdes sobre a velocidade do
movimento dessas células. Acreditavam que se fossem obtidos dados precisos do

movimento espermatico, seria possivel predizer o potencial de fertilidade de um macho ou
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selecionar o melhor procedimento para preparacéo do espermatozéide (AMANN e KATZ,
2004).

Entre os varios métodos de avaliacéo idealizados, Lord Rothschild, ainda na década
de 40, introduziu o uso de fotografias em tempo real, usando iluminacdo de campo escuro
para criar imagens da trgetéria do movimento do espermatozdide e manualmente,
determinar a velocidade de deslocamento (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002;
AMANN e KATZ, 2004).

Esse sistema, assim como outros desenvolvidos na mesma época, era incapaz de
mensurar a velocidade individual das células, o que so foi possivel a partir de 1978, quando
surgiu 0 primeiro sistema automético capaz de avaliar a trgetéria do movimento
espermético baseado na avaliacdo individual (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002,
AMANN e KATZ, 2004).

Vale ressaltar que o pioneiro Expert Vision® desenvolvido pela Motion Analysis
Corporation, Santa Rosa, California, mais tarde chamado Cell Track®, ndo era um sistema
especifico para esse tipo de analise (AMANN e KATZ, 2004).

O primeiro sistema CASA para comercializagdo desenvolvido especificamente para
avaliacdo da motilidade espermética foi o CellSoft® (CRY O Resources, Montgomery, New
Y ork) comercializado por volta de 1985 para uso em laboratorio de pesquisa e laboratorios
médicos (MACK et. al.,1988). Em 1986, surgiu o HTM 2000® Hamilton-Thorn Research,
Beverly, Massachusetts, também desenvolvido especificamente para esse tipo de analise
(AMANN e KATZ, 2004).

Em 1992, apresentou-se 0 HTM-IVOS Sperm Analyzer®, um sistema integrado de
computador e microscopio que permitia a aquisicdo de imagens digitalizadas, fornecendo
classificacdo automética dos movimentos esperméticos, informando porcentagem de
moveis, média de velocidade e porcentagem de progressivos (IGUER-OUADA e
VERSTEGEN, 2001).

Atualmente a HTM disponibiliza versdes como HTM-IVOS 10® e HTM-CEROS
12.1®. A versdo HTM-1VOS 10® € proposta para avaliacdo do sémen humano, mas ja foi
validado para a espécie canina. A verséo HTM-CEROS 12.1® permite ainda avaliar
morfologia e morfometria espermética canina (IGUER-OUADA e VERSTEGEN, 2001).
Atualmente, em adicdo a0 HTM, existem outros sistemas comerciais de CASA em uso
como 0 SM-CMA®(Stromberg-Muka Band Feilnback, Germany) (DAVIS e KATZ, 1993).
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Independente do fabricante, os diferentes instrumentos sdo baseados em principios
similares, mas diferem em termos de ética usada e software para identificacdo do
espermatozoide e construcdo datragetoria (KRAEMER et al., 1998).

Nos ultimos anos, relatos utilizando esse sistema tém aumentado significativamente,
e a principal espécie no qual tem sido utilizado é a humana, principalmente em centros de
fertilidade para avaliacdo da qualidade espermética antes da aplicacdo de biotécnica da
reproducéo e para fazer correlacéo da qualidade espermética (morfologia e motilidade) com
afertilidade (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002).

Em medicina veterindria, 0 CASA ainda ndo € uma prética rotineira. Emboraja seja
verificada sua validacdo em vérias espécies como bovina, suina e eqliing, esse sistema ainda
ndo esta inteiramente padronizado para todas as espécies de animais (VERSTEGEN e
IGUER-OUADA,2002).

Definicao

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) € um sistema automatico (hardware e
software) utilizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas de
espermatozoides, fornecendo informacdes acuradas, precisas e significativa do movimento
individual de cada célula bem como de subpopulacdes de células espermaticas (AMANN e
KATZ, 2004).

Aplicagbes do sistema CASA

O CASA tem demonstrado ser uma ferramenta Util no monitoramento da qualidade
espermética de amostras submetidas a diferentes tratamentos e durante estudos metabélicos
e toxicolégicos no macho ou no esperma (FARREL et.a., 1996), na pesquisa de novos
diluidores seminais, crioprotetores ou outros tipos de processamento(AMANN e KATZ,
2004).

E também valioso na quantificagdo da hiperativacio, no estabelecimento da relacio
entre qualidade do sémen do doador e a verdadeira fertilidade da amostra e nas avaliacbes
gerais da conveniéncia do uso de machos para reproducdo (FARREL et.al., 1996;
VERSTEGEN e |GUER-OUADA, 2002).
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Vantagens x desvantagens

O sistema € adequado para quantificar um grande nimero de células com padréo de
motilidade heterogéneo em um curto periodo detempo (MACK et. al.,1988; FARREL et.al.,
1996), fornecendo dados de concentracéo de espermatozoides/ml, morfologia, motilidade e
velocidade, detectando mudancgas sutis nos parametros sob vérias condicbes experimentais
(KRAEMER et.a., 1998).

Além da execucdo do exame, 0 sistema permite a catalogacdo de pacientes num
banco de dados, assim como, o armazenamento de informagdes relevantes, criando um
ambiente de trabalho caracterizado pela confiabilidade, versatilidade, facilidade de
manuseio e de configuracdo, velocidade de obtencdo de resultados e catalogacdo,
permitindo que seja atingido alto nivel de automacdo em laboratdrios, clinicas, empresas e
universidades.

Resultados significativos tém sido obtidos em pesquisas basicas 0 que ndo teria sido
possivel sem a tecnologia CASA. Embora o sistema tenha muitas vantagens ele apresenta
algumas desvantagens que torna seu uso limitado (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002)
0 elevado custo do equipamento, a necessidade de validacdo, controle de qualidade e
padronizacdo das avaliacdes realizadas (DAVIS e KATZ, 1993).

Funcionamento do CASA

No método de andlise seminal computadorizada, a avaliacdo de motilidade em seus
diversos parametros € redlizada rigorosamente por um sistema estroboscopico de alta
precisdo totalmente controlado por computador. Utiliza-se videomicrografia que faz o
monitoramento constante e andlise seqiencial do movimento do espermatozdide
(MORTIMER, 2000).

Embora sgja o flagelo a parte do espermatozdide que causa motilidade, os sistemas
automaticos consideram como a cabeca esta se movimentando, porque € tecnicamente mais
facil acompanhar o movimento da cabeca do que do flagelo (MORTIMER, 2000).

Isso porque, afregiiéncia do batimento flagelar € muito alta, (acima de 80 batimentos
por segundo para espermatozoide humano lavado) sendo entdo necesséario pelo menos 200
observacBes por segundo para mensurar o padrdo do batimento flagelar corretamente.
Atualmente, os sistemas de video analisam 25-60 imagens/s, ou Sgja, usam uma menor

fregiiéncia que é incompativel para avaliacdo do batimento flagelar, impossibilitando a
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aquisicdo de boas imagens (MORTIMER, 2000). J4 a cabeca ndo se move t&o rapidamente
como a cauda o que possibilita a obtencdo de imagens relativamente claras utilizando a
tecnologia de video convencional. (MORTIMER, 2000).

Por meio do uso de microscopio com contraste de fase, as células esperméticas sao
visualizadas mais claras que o meio onde elas se encontram 0 que permitira a deteccéo e
rastreamento dessas células. O processo de deteccdo automatica das células, denominado
segmentacdo, € entdo realizado pelo sisstema comparando a intensidade da imagem adquirida
com um limiar de intensidade pré-estabelecido (MORTIMER, 2000).

Existe um intervalo, fornecendo o tamanho minimo e maximo aceitavel para a
cabeca do espermatozdide de cada espécie, 0 computador ira reconhecer um objeto que cair
dentro da taxa esperada como cabega espermatica. Pedacos da imagem com intensidade
abaixo deste limiar sero considerados parte do fundo (MORTIMER, 2000).

Andlise

Para andlise propriamente dita, primeiro a imagem dos campos do microscopio é
enviada da camera e convertida em imagem digital, para formar um filme, ou sgja,
sequéncia de diversas imagens digitais. ApOs a aquisi¢ao das imagens de diferentes campos,
0s videos sequénciais capturados da suspensdo de espermatozdides sdo automaticamente
analisados campo a campo (MORTIMER, 2000).

O software reconhece as células e desenha de cada espermatozdide uma completa
sequéncia do movimento para recongtituir a trajetoria percorrida pelo espermatozoide,
classificando-o conforme os padrdes definidos como: mével ndo progressivo, linear, lento,
linear rapido eimével (MORTIMER, 2000).

Em seguida, uma série de valores do aspecto de motilidade é calculada fornecendo
parametros de motilidade como: porcentagem de moéveis, VCL (velocidade curvilinea),
VAP (velocidade média da tragjetdria), VSL (velocidade linear progressiva), STR
(retilinearidade) e LIN (linearidade). Estes valores sdo usados para diferenciar os padrdes do
movimento espermaticos (MORTIMER, 2000).

Quando o CASA é usado, todos os espermatozdides em um campo de visdo e suas
trajetorias sdo reconstruidas simultaneamente. Todas as células esperméticas de um campo

sdo identificadas antes que a proxima imagem na sequiéncia seja analisada.



Parametros da motilidade espermatica avaliados pelo CASA

De acordo com Verstegen e lguer-Ouada, (2002) os parametros reportados pelo
CASA sdo:VCL, VAP, VSL, ALH, BCF, STR eLIN.
Velocidade curvilinea (VCL- umvs): E a velocidade da trajetéria real do

espermatozoide. E sempre a maior das trés velocidades e serve como elemento de célculo
paraalinearidade (MORTIMER, 2000).
Velocidade média da trajetéria (VAP- um/'s): E a velocidade da trajetoria média do

espermatozoide. Em casos onde a trgjetéria da cabega espermatica € muito regular e linear

com pouco movimento lateral da cabeca, a VAP € quase a mesma VSL, porém com
trajetorias irregulares, ndo lineares ou onde existe um alto grau de movimento lateral, aVAP
serdmaior que VSL (MORTIMER, 2000).

Velocidade linear progressiva (VSL- umv/s): E a velocidade média em funcio da

linha reta estabelecida entre o primeiro e o Gltimo ponto da trajetdria do espermatozdide. E
sempre amais baixa das trés velocidades (MORTIMER, 2000).
Amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH - um): E a amplitude do

deslocamento médio da cabeca do espermatozdide em sua trajetoria real. A mensuragéo
desse pardmetro esta relacionada com a capacidade de penetracdo na zona pellcida do
ovulo, assim, a ALH é um dos parametros que tem efeito sobre a fertilizacdo in vitro
(MORTIMER, 2000).

Fregiiéncia de batimento flagelar cruzado (BCF- HZ): E o nimero de vezes que a

cabeca do espermatozoide cruza a direcéo do movimento. Se existe mais batimento/sec que
imagens/sec entdo a BCF ird ser subestimada (MORTIMER, 2000).
Retilinearidade (STR-%): E a relacdo percentual entre VSL e VAP. Estima a

proximidade do percurso da célulaauma linhareta.

Linearidade (LIN - 9%): Relacdo percentua entre VSL e VCL, ou sga €é a

porcentagem de célula que tem index linear > 0.7, angulo absoluto menor que 25° e angulo
algébrico menor que 3° C. Quanto mais 0 espermatozoide se afasta da velocidade em linha
reta, menor sera sua linearidade (MORTIMER, 2000).

Os valores de velocidade sdo determinados como percurso relevante percorrido em
um periodo e sdo representados em pm/s enquanto os valores de LIN, e STR sdo

determinados como raio dos valores de velocidade.



Avaliacdo da hiperativacdo espermatica

A hiperativacdo € um processo que 0 espermatozdide apresenta durante o seu
progresso no oviducto da fémea, sendo descrito como um movimento vigoroso, nao
progressivo, ndo linear e esta relacionado com o processo de capacitacdo e fertilizacéo
(VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002).

Durante a hiperativacdo, o padrédo e o vigor da tragetéria do espermatozoide sdo
alterados passando a ser caracterizados por uma larga amplitude de o batimento flagelar,
aumento médio do movimento lateral da cabeca e cauda do espermatozéide associados
também com uma motilidade lenta ou ndo progressiva de baixa freguiéncia de batimento
flagelar (MORTIMER e MORTIMER, 1990; SUAREZ, 1996; KAY e ROBERTSON,
1998; VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002).

A mensuracdo objetiva desse processo fisioldgico pode ser usada como biomarcador
néo apenas na predicdo da fertilidade, mas também na avaliacdo de agentes farmacoldgicos
administrados para tratar infertilidade masculina e monitorar o efeito dos contraceptivos na
funcéo espermatica (KAY e ROBERTSON, 1998).

A avaliacdo da hiperatividade do espermatozdide utilizando o sistema CASA é
possivel a partir do uso de alta freqiéncia. O uso de 60Hz permitiu melhor discriminacéo
entre motilidade progressiva e motilidade hiperativada quando comparada a analises feitas a
30Hz (MORTIMER e SWAN, 1995 citado por CANCEL et.a., 2000).

O uso da alta frequiéncia combinado como aumento da resolucéo do sistema Optico e
de computadores melhores tornou eficiente o registro da trgjetoria dos espermatozoides com
alta velocidade e trgjetoria irregular que até entdo eram dificeis de ser analisados (CANCEL
et. al.,2000).

Em sémen humano, € caracterizado como espermatozoéide hiperativado aquele que
apresentas VCL> 70unvs, ALH> 7um, LIN< 30% e VSL < 30 um(MORTIMER e
MORTIMER, 1990; VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002).

Avaliacdo da morfometria

A classificacdo da morfologia do espermatozdide tem tornado-se uma parte integral

da rotina da andlise de sémen. A razdo disso é que a morfologia espermdtica € um

importante indicador de fertilidade tanto em homens como em animais, além de ser bom
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indicador para danos esperméticos consequentes de agentes fisicos ou quimicos
(VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002; GARCIA-HERREROS «t., al. 2006).

Segundo Hirai et.,al. (2001), a analise automatica da morfometria espermatica tem
sido aplicada em varias espécies incluindo bovino (GRAVANCE et. al.,1996b)
caprino(GRAVANCE «t., a., 1995), ovino(GRAVANCE et. a., 1998a), suino( SCHMIAT,
1997) e humanos( DAVIS e KATZ, 1993).

Esses sistemas sdo programados para classificar objetos e diferenciar imagens das
células esperméticas de detrito seminal e/ou superposicéo de células, medindo parametros
como didametro maximo, diametro minimo, area da cabega, porcentagem de acrossoma
(obtido dividindo area do acrossoma pela area da cabeca) e fator de elipse (obtido dividindo
o didmetro minimo pelo maximo), que serdo utilizados para classificar as células segundo
sua forma em: normal (formato de cabega oval), afilada, redonda, macro, micro ou amorfo
(cabegairregular).

Mesmo sendo avaliacdo objetiva, o sistema CASA apresenta variacdo entre 11 e
23%, 0 que pode ser atribuida a fatores como preparacdo da amostra incluindo técnica de
fixacdo e técnica de coloracdo, bem como fatores como correta iluminacéo, foco, aumento,
sistema de classificagdo, interpretacdo e experiéncia do profissional (HIRAI et al.,2001;
VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002).

Casa e avaliacdo da fertilidade

A habilidade do espermatozbide para migrar através do trato reprodutivo da fémea e
penetrar no o0cito depende da resisténcia exercida pela secregdo presente no trato genital
feminino e do potencial hidrodindmico conferido pela curvatura flagelar. Sua forca de
propulsdo é definida pelas propriedades cinematicas dessas células, o que pode levar a
diferente eficiéncia de migracdo entre espermatozoide de alguns machos (COX et al., 2006).

A motilidade espermatica € comumente apontada como uma das mais importantes
caracteristicas associadas com a habilidade fertilizante do espermatozoide (COX et. al.,
2006), porém, quando mensurada microscopicamente, ndo é bem correlacionada com a
fertilizacdo in vivo ou in vitro, pois além do erro humano durante a avaliacdo subjetiva desse
parametro, existe ainda a limitacdo do método para avaliar detalhadamente as caracteristicas
do movimento espermético (L1U et al., 1991).

Nos ultimos anos, o sistema de avaliagdo automatica tém mostrado ser uma

ferramenta Gtil na avaliacdo das propriedades cineméticas do espermatozoide individual do
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gjaculado, mostrando grande potencial para predizer a fertilidade do macho, por meio da
correlacdo da velocidade de natacdo do espermatozéide com a fertilizagdo de odcito in vitro
e invivo (COX & al., 2006).

Na tentativa de correlacionar os parametros do CASA com a taxa de fertilizagdo,
verificou-se que os valores de VAP, VSL e VCL sdo significativamente maiores em
amostras que produzem mais de 50% de odcito fertilizados do que naguelas onde a taxa de
fertilizacdo de oocito € menor que 50% (VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002),
comprovando que amostras com elevados valores de VAP, VCL, VSL, LIN e BCF
apresentam melhor migracdo e penetracdo no muco cervical (MORTIMER, 2000;
VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002).

Entretanto, entre os parametros cinematicos fornecidos pelo CASA, VCL e ALH tém
mostrado grande correlagcdo com taxa de fertilizacdo pela maioria dos estudos. Parametros
como BCF e LIN tém revelado correlacdo positiva com a taxa de prenhez em alguns
estudos, mas correlacdo negativa em outros (VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002).

Espermatozoides humanos com boa capacidade de penetracdo no muco cervical
apresentam um grupo de propriedades cineméaticas semelhantes a2 VAPt 25um/s e ALH+
45um(MORTIMER, 2002), enquanto, em caprinos, espermatozoides com velocidade
eficiente na migracdo do muco cervical in vitro apresentam LIN> 50% e ALH = 4,8
UM(COX et a., 2006).

Outro parametro preditivo de fertilidade € a porcentagem de espermatozoéides
moveis. Em varrbes com leitegada maior que 10, foi observado alta porcentagem de
espermatozoide moveis, cerca de 93%, enguanto que em varrdes com tamanho de leitegada
menor, a porcentagem de espermatozdide moveis registrada foi em torno de 80% ( HIRAI et
al., 2001).

Fatores que influenciam a analise automéatica

Varios fatores podem gerar uma variabilidade na estimativa dos paré@metros das
caracteristicas do sémen mensurados pelo CASA, entre os quais pode-se citar: experiéncia
do observador, identificacdo da espécie, acuracia da camara utilizada, nUmero de aliquotas,
campos e amostras utilizadas, temperatura de analise, tempo entre amostra e andlise, método
de processamento da amostra, instrumento usado, concentracdo espermética e freqiéncia de
aquisicdo(DAVIS e KATZ, 1993; FARREL et al., 1996; MORTIMER, 2000).
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Experiéncia do observador

E importante que o observador sgja treinado e experiente para reconhecer e
desconsiderar dados de velocidade de movimento resultante de alteracdes momentaneas que
porventura possam ocorrer (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002).

| dentificacdo da espécie

O sistema apresenta uma configuracéo diferente para cada espécie, assim o primeiro
passo é fazer a identificacdo correta da espécie e da amostra (VERSTEGEN e IGUER-
OUADA, 2002).

Acuracia da camara utilizada

A profundidade da camara pode afetar a estimativa da concentracdo ou influenciar a
expressao de motilidade por restringir 0 deslocamento ou por levar a interaces das células
com as paredes da camara (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002). Assim, ela deve ser
profunda o suficiente para que o padréo de motilidade seja avaliado (KAY e ROBERTSON,
1998).

Diferentes resultados foram observados com a diferenca de profundidade da camara
(L1U, 1991). Makler (1978b) citado por Amann e Hammerstedt (1980) verificou que a
percentagem de espermatozoides humanos com motilidade progressiva e sua velocidade
aumentam quando a espessura da suspensdo espermatica aumenta de 2um, 8 um e 10 um,
mas nenhuma mudanca é detectada quando a espessura € de 20 um, determinando-se, que
profundidades maiores de 20 um ndo trazem beneficios para andlise de amostras com
motilidade padréo (ESHRE 1998).

NUmero de campos e amostras analisadas

De acordo com Verstegen e Iguer-Ouada, (2002) a precisdo dos resultados aumenta
guando o nimero de campos e células analisados também aumenta. Chegaram a essa
afirmacdo quando observaram que, em geral, um maior nimero de variacdes é verificado de
analises resultante de campos diferentes, 0 mesmo ndo ocorrendo no caso de repetidas
analises de alguns campos.

Temperatura de anélise

A temperatura influencia negativamente a motilidade do espermatozoide, baseados
nisso, estudos em diferentes espécies foram realizados para determinar qual a temperatura
ideal para se realizar as andlises no sistema CASA, sendo recomendado por varios autores, a
temperatura corporal de 37 e 38°C, (VERSTEGEN e IGUER-OUADA, 2002).

Efeito da concentracéo
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A concentracdo espermética também tem influéncia nos resultados do CASA.
Estudos com 0 sémen humano e 0 sémen animal tém demonstrado que o sistema CASA néo
€ eficaz para avaliagbes de amostras espermaticas com alta ou baixa concentracdo, assim,
para uma correta andlise, a concentragdo espermética deve estar entre 20 a 50 x10°
(BUDWORTH et.al., 1987; DAVIS eKATZ, 1993).

Efeito da diluicdo e diluidores

O efeito das solucdes de rediluicdo sobre os parametros de cinética tem sido pouco
estudado, mas tem sido demonstrado afetar a andlise de motilidade. (FARREL et.a.,
1996). Por exemplo, goticulas de lipideos da gema de ovo podem ser contadas se estas
possuirem a mesma dimensdo da cabeca de um espermatozoide.

Efeito do tempo

Com relacdo a influéncia do tempo de incubacdo, FARREL et al., (1996), verificou o
declinio na velocidade espermética durante incubacdo de 2 horas, registrando reducéo de 3-
6% na porcentagem de espermatozoides méveis em amostras de sémen humano e de
camundongo. O mesmo foi observado em sémen resfriado de bovino (TARDIF et a., 1997)
e de suino (HOLT et.a.,1997) estocado por 3 dias.

Efeito da freguiéncia de aquisicao

Segundo Mortimer et al. (1988), citado por Kraemer et al. (1998), a frequéncia de
aquisicdo de imagens também € importante. Foi demonstrado que a reconstrucdo da
trajetoria pode ser influenciada pelo nimero de imagens capturadas por segundo, assim,
algumas trajetérias podem parecer simples quando reconstituidas a 30 imagens/segundo,
mas complexas quando reconstituidas a 60 imagens/segundo (MORTIMER, 2000). Isso
ocorre porque o0 aumento da freqiéncia de captura de imagens resulta em mais informactes
datragjetoria afetando o0 aspecto do movimento espermatico.

Davis e Katz (1993) demonstraram que em baixa freqiiéncia de aquisi¢&o, erros nos
valores médios de ALH, LIN, VCL e BCF eram de 0.9, 57, 33 e 33% respectivamente, mas
guando aumentada para 60 Hz os erros eram reduzidos para 0.05, 11, 9,5 e 8.9%
respectivamente, assim, uma melhora significativa na acurécia das avaliagoes foi encontrada
guando a freqiéncia de aquisicdo foi aumentada de 30 para 60Hz.

Mortimer e Swan, (1995) citado por Cancel et al., (2000), o uso de 60Hz, permite
uma melhor discriminacdo entre a motilidade progressiva e motilidade hiperativada em

espermatozoide humano quando comparado a analises feitas a 30Hz.
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Métodos de processamento

Processos como lavagem, capacitacdo, congelacdo, descongelacdo, diluicdo e
resfriamento tém efeito substancial sobre os parametros analisados. Tardif et al. (1997)
verificou 0 aumento do deslocamento lateral da cabeca espermética apos resfriamento do
sémen bovino. Mack et al. (1988), verificou melhora em todos os parametros cineméticos,
exceto LIN, apos lavagem do sémen humano.

Em estudo comparando andlises de sémen fresco e descongelado, mostrou ndo existir
diferente significativa em relacdo dos dados de ALH. BCF, STR e LIN, ap0s
criopreservacao, mas verificou queda da motilidade total de 93% para 51% e da motilidade
progressiva de 64 para 21% ap0s descongelacéo.

Controle de qualidade e validacao

Para que ocorra o desenvolvimento dessa tecnologia e seja possivel comparacédo,
interpretacé@o e reproducéo de resultados, muitos autores tém mencionado a necessidade da
padronizacdo de procedimentos para manipulacdo de sémen, embora varias modificaces no
procedimento sejam necessarias para diferentes espécies, os principios para as avaliacdes da
gualidade espermética utilizando o0 CASA sdo similares (FARREL et al., 1996).

Em geral para a determinacdo automatica do movimento espermatico as mesmas
recomendacdes sdo sugeridas para todas as espécies de mamiferos.

As amostras de sémen com concentracdes maiores do que a recomendada pelo
fabricante devem ser diluidas a concentracdes entre 20-50x 10°%/ml, mas diluidores a base de
leite ou gema de ovo, que contem particulas com tamanho similar a cabeca do
espermatozoide devem ser evitados, porque ndo sdo diferenciadas dos espermatozoides
iméveis (VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002).

Todas as andlises devem ser realizadas a temperatura fisiol6gica de cada espécie, a
camara deve ter profundidade adequada, com no minimo 10um de profundidade e
avaliaces bésicas de sémen podem ser feitas a 30Hz, mas as amostras com espermatozoides
mais rapidos devem ser avaliadas a 60Hz (DAVIS e KATZ, 1993; ESHRE, 1998).

Apoés a analise, o usuério deve verificar se todos 0s espermatozdides moveis no
campo de visdo tiveram sua trajetéria reconstruida e comparar a analise automatica com a
manual (ESHRE, 1998; VERSTEGENS e IGUER-OUADA, 2002). Mesmo com essas

recomendacdes gerais, até que seja desenvolvido um apropriado procedimento de controle
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de qualidade e métodos de calibracdo do instrumento CASA, a comparacdo de resultados
entre laboratorios sera limitada (DAVIS e KATZ, 1993).

CONCLUSAO
Nos ultimos anos, tem sido rgpido o desenvolvimento de equipamentos e
procedimentos para facilitar a andlise automatizada do sémen. O CASA permitiu uma
mensuracao objetiva de diferentes caracteristicas da célula espermatica, mostrando alto nivel
de precisdo e seguranca, sendo atualmente utilizado como uma ferramenta para melhorar
nosso conhecimento e habilidade para manipular espermatozoides, abolindo a subjetividade

das andlises feito pelo olho humano.

A futura uniformizacéo e padronizacdo desse instrumento dar&o a oportunidade de
analisar objetivamente resultados de motilidade e morfometria espermética, definindo
universalmente valores aceitos como normais, dando subsidio para melhorar a aplicacéo das

biotecnias da reproducéo.
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RESUMO
O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do nimero de espermatozoides por dose
inseminante (D) sobre a qualidade espermética, a fim de determinar um nimero minimo de
células na inseminacdo artificial (1A), sem alterar a qualidade de fertilizacdo do sémen. O
gjaculado de quatro reprodutores foi coletado e apds avaliagdo do volume, concentracao,
vigor e motilidade espermatica, foi diluido em BTS e conservado por 3 dias a 17 °C. A
sobrevivéncia e os parametros de motilidade espermética foram avaliados pelo sistema
automatizado CASA a cada 24 horas. As analises in vitro mostraram que as DI de 2 e 3,5
x10° sptz apresentaram a maior sobrevivéncia espermética e parametros de motilidade
compativeis aos padrdes de qualidade exigidos para uso na |A. Baseado nos resultados in
vitro 90 fémeas foram inseminadas, dividas em trés grupos. 30 fémeas com 3,5 x10° sptz
usando pipeta Goldenpig; 30 fémeas com 2 x10° sptz e 30 com 3,5 x10° sptz usando pipeta
Goldengilt. N&o houve diferencas significativas nas taxas de paricdo quando comparadas as
DI de 2 e 35 x10° sptz. Concluiu-se que uma reducdo limitada do nimero de
espermatozoides na DI ndo comprometeu as taxas reprodutivas, possibilitando inseminar um

maior nimero de fémeas com um mesmo ejaculado.

Palavras chave: Dose inseminante, inseminacdo artificial, Sémen suino

SUMMARY
Thiswork aimed to evaluate the effect of the number of sperm per insemination dose
(ID) on the spermatic quality, to determine the minimum number of cells in artificial
insemination (Al) without affecting the semen fertilization quality. The semen was collected
from four boars and after assessing the volume, concentration and sperm motility, it was
diluted in BTS and stored for 3 days at 17 °C. Sperm survival and parameters of sperm
motility were assessed each 24 hours for the CASA automatic. The doses of 2 and 3 x10°
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sptz showed in vitro the better results of survival and sperm motility. Based on in vitro
results, 30 sows were inseminated with 3.5 x10° sptz using pipette Goldenpig, 30 females
inseminated with 2 x10° sptz and 30 females inseminated with 3.5 x10° sptz with pipette
Goldengilt. There was no difference in fertility rates when compared the ID of 2 and 3.5
x10° sptz (93% for all doses). In conclusion, the limited reduction of the number of spermin
the ID does not affect fertility rates allowing to inseminate a greater number of sows.

Key words. Boar semen, artificial insemination, inseminating dose

INTRODUCAO

Na suinocultura moderna além do emprego de técnicas de manego e
melhoramento genético, o processo reprodutivo assume um papel fundamental por ser um
fator decisivo para a lucratividade, sendo entdo necess&io 0 desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas que permitam uma maior eficiéncia reprodutiva (Steverink et
al., 1998).

Sendo assim, vale ressaltar a importancia da inseminacdo artificial (I1A), como
uma biotécnica reprodutiva, na qual um dos principais objetivos é potencializagcdo do uso de
machos geneticamente superiores. Na espécie suina, os primeiros relatos do uso da | A datam
de 1932 na antiga URSS e desde entdo se tem registrado um constante aumento de sua
aplicacdo em todo o mundo (Bortollozo e Wentz, 1997).

Nos ultimos 30 anos, novas tecnologias tém sido desenvolvidas para a aplicacéo
na A em suinos, alcancando avancos tais como, melhores diluentes, novos métodos para
avaliacdo do ejaculado e otimizacdo do manejo dos reprodutores. Entretanto, poucas
modificagbes foram feitas com relacdo a0 nimero de espermatozdides e volume da dose
inseminante (DI) além da técnica de inseminacdo artificial propriamente dita (Martinez et
al., 2001; Bortolozzo et al., 2005).

Ao longo de 50 anos de utilizacdo da IA suina, algo em torno de 2,5 a 4 x10°
espermatozoides em um volume entre 80 a 100 ml de diluente tem sido recomendado para
alcancar 0 maximo de fertilidade, tanto na A convencional quanto na intra-cervical. Um
grande volume e nimero de espermatozoides por dose inseminante sdo necessarios, devido
as caracteristicas anatdmicas da cérviz e dos cornos uterinos da fémea suina (Steverink et
al., 1998; Watson e Behan, 2002). Porém, estudos recentes tém demonstrado que é possivel
reduzir o nimero de células esperméticas, assim como o volume da dose inseminante (DI)
sem prejuizo a fertilidade quando a deposicdo do smen é realizada apds a cérviz (Watson &
Behan, 2002).



57

Martinez et al. (2001), demonstraram que € possivel manter ataxa de concepcdo e
a prolificidade em limites aceitaveis quando as fémeas sdo inseminadas com um menor
nimero de espermatozoides depositados proximo a juncdo Utero tubaria, sendo relatado
inseminagdes intra-uterinas profundas (11UP) bem sucedidas com 200 a 500 milhfes e/ou 1
bilhdo de espermatozéides em um volume de 10 ml (Martinez et al., 2002). Krueger e Rath
(2000), relataram resultados satisfatorios, sem decréscimo no potencial de fertilizacdo com
deposicao cirtrgicade 1 x10” sptz em 0,5 ml. No entanto, a deposicao pds-cervical necessita
de instrumentos adequados e a técnica cirargica ndo pode ser realizada de forma rotineira,
apresentando em ambos 0s casos alto custo, o que inviabiliza sua aplicacéo.

Assim, é real a necessidade de solucBes técnicas ndo cirlrgicas para a IA
utilizando um reduzido nimero de espermatozoides, de forma a potencializar o emprego de
machos geneticamente superiores e reduzir os custos de producéo. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito do nimero decrescente de espermatozoides em doses de sémen

utilizadas na | A de fémeas suinas.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Suina e Tecnologia do Sémen
(LRSTS) e no Laboratorio de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino (LTSCO) da Faculdade de
Veterindria da Universidade Estadual do Ceara (FAVET/UECE) e na Granja Regina, no
municipio de Maranguape, Ceara.

Foram utilizados 4 machos Dalland com idade média de 3 anos, alojados em baias
individuais dispostas lado a lado, alimentados com 2 Kg/dia de racdo balanceada e agua ad
libitum. O sémen dos reprodutores foi coletado uma vez por semana durante 10 semanas
consecutivas por meio da técnica da méo enluvada. A colheita foi realizada em um recipiente
plastico com capacidade de 500 ml, previamente aquecido a 37 °C, coberto com gaze e
protegido em copo isotérmico. Apds separacdo da fracdo gelatinosa o ejaculado foi avaliado
quanto ao volume (ml), concentracdo (x10° sptz/ml), temperatura (°C), total de células (x10°
Sptz), vigor espermético (0 a5 — Toniolli, 1996) e motilidade espermatica (%). Para as andlises
do vigor e da motilidade espermatica, foram utilizadas aliquotas de 10 pl do sémen in natura,
colocadas entre [amina e laminula para observacdo em microscopia Optica a um aumento de
200x.

Somente os e€jaculados com valores de motilidade > 80% foram utilizados no
experimento. Apds esta andlise, 0 Smen de cada macho foi diluido a uma temperatura entre 32

a 34° C no Beltsville Thawing Solution (BTS), utilizando-se dois volumes finais diferentes para
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as dose de sémen, com um ntmero total de espermatozéide de 1 x10° sptz, 2 x10° sptz em 80 m
e 3,5 x10° sptz em 100 ml (controle), sendo envazados em garrafinhas pléasticas.

O sémen diluido e envazado foi transportado até o LRSTS em caixa térmica juntamente
com hisnagas de &cido acético congelado. O periodo maximo de transporte entre o local de
coleta e o laboratorio foi de 1 hora, onde as amostras foram mantidas sob resfrigeracéo entre 15
e 17 °C por 3 dias. Os parametros de motilidade foram avaliados nos dias DO (dia da coleta, 6
hs ap0s processamento), D1, D2 e D3 (Ultimo dia de conservacéo).

A cada dia de andlise foi retirado um volume de 5 ml de cada amostra, sendo
reaguecida por 5 minutos a 37 °C. Uma gota de 10 pul foi colocada em camara de Makler,
previamente aguecida, com 10 mm de profundidade sendo a motilidade espermética analisada
pelo o sistema CASA (SCA Microptic S.L., Barcelona, Espanha). Nesta andlise, examinaram-se
cinco imagens digitalizadas consecutivas obtidas de campos diferentes usando objetiva de 20x e
contrage de fase, sendo avaliados os parémetros de velocidade média da trgetdria dos
espermatozoides (VAP, um/s), linearidade (LIN, %) e porcentagem de méveis (%). As células
com velocidade abaixo de 10 pm/s foram consideradas como imoveis, até 25 pm/s como de
movimento local e acimade 25 punm/s com movimento retilineo progressivo.

De cada tratamento foi realizado um esfregaco de sémen, a fim de se proceder a
analise morfologica e de viabilidade espermatica. A solucéo corante foi congtituida por 0,1g de
azul de bromofenol + 0,4 g de citrato de sbdio e 10 ml de &gua destilada. A osmolaridade da
solucdo foi medida e quando necessério, ajustada com agua destilada para valores entre 300 e
310 mOsm. As amostras de sémen para esfregacos foram feitas sempre apds 10 minutos de
incubacdo, preparadas no dia da coleta (D0), dois dias apdés (D2) e no Udltimo dia de
conservacdo (D3) para andlise morfologica. Para os exames de viabilidade espermética, os
esfregacos foram feitos nos dias DO, D1 e D3. Na preparacéo do esfregaco juntou-se uma gota
de sémen com outra de corante a mesma temperatura e homogeneizou-se. Apés 30 segundos
retirou-se uma gota dessa mistura e realizou-se 0 esfregaco que permaneceu em temperatura
ambiente até antes da andlise.

Segundo a morfologia do acrossoma e vitalidade, os espermatozdides foram
classificados em 3 categorias. espermatozdides vivos com acrossoma intacto, espermatozoides
vivos com acrossoma danificado e espermatozoides mortos. Para a morfologia espermatica
avaliou-se problemas de cabeca, cauda, peca intermediéria e presenca de gota citoplasmatica
proximal. Foram avaliadas 200 células por amodtra aravés da microscopia optica a um

aumento de 400x.
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As inseminagdes artificiais foram realizadas em 90 fémeas pluriparas da variedade
Dalland, com ordem de parto variando de 1 a 9, distribuidas aleatoriamente entre os diferentes
tratamentos. Para as | A foi utilizados o sémen dos mesmos reprodutores da etapa anterior, sendo
a coleta do gjaculado e diluicdo realizadas como na etapa anterior, preparando-se doses com 2 e
3,5 x10° sptz, de acordo com os resultados in vitro.

A deteccdo do estro foi realizada 2 vezes ao dia pelo reflexo de tolerancia ao homem na
presenca do macho. As fémeas foram inseminadas trés vezes/estro com intervalos de 12 horas
entre IA, sendo a primeira |A efetuada 12 horas ap0s o diagnostico dos sintomas positivos de
cio. As fémeas foram distribuidas aleatoriamente em 3 tratamentos. 30 fémeas inseminadas com
doses de 3,5 x10° sptz / 100 mL, com pipeta Goldenpig-IMV (controle); 30 fémeas inseminadas
com doses de 3,5 x10° sptz / 100 ml, com pipeta Goldengilt-IMV e 30 fémeas inseminadas com
doses de 2 x10° sptz / 80 ml, com pipeta Goldengilt-IMV. A pipeta Goldengilt, especifica para
leitoas, consiste de um modelo padréo de um tubo de polipropileno (7 mm), que em vez da
esponja usual com extremidade de 25 mm, apresenta esponja de formato conico reduzindo a
extremidade para 17 mm, sendo um pouco mais alongada e permitindo deposicéo intra-cervical
um pouco mais profunda, cerca de 0,5 cm (Behan e Watson, 2006).

O diagndstico de gestacdo foi feito com base no ndo retorno ao estro, avaliado dos 18
aos 25 dias apbs |A. Para avaliagdo da capacidade fecundante das DI, foram coletados dados
relativos ao nimero de matrizes inseminadas, nUmero matrizes fertilizadas, nimero total de
leitGes nascidos e leitbes nascidos vivos. A partir destes dados foram calculadas as taxas de néo
retorno ao estro, paricéo e leitdes nascidos vivos.

As andlises edtatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SY STAT versdo 7.0
(1997). Foram comparados os parametros de motilidade, de vitalidade e morfologia espermatica
entre tratamentos, com avaliacdo por ANOVA utilizando o modelo GLM (General Linear
Model). Posteriormente, aplicou-se teste de Tukey para comparacdo entre médias dos diferentes
tratamentos. Considerou-se um intervalo de confianga de 5% (p < 0,05). As taxas de retorno ao

estro, paricéo e leitdes nascidos vivos foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado.

RESULTADOSE DISCUSSAO
Etapain vitro
A motilidade progressiva do espermatozoide é um indicativo de metabolismo normal
da célula espermdtica e de uma membrana intacta, sua estimativa tem fundamental
importancia no controle da qualidade diaria do sémen diluido e estocado (Johnson et al.,

2000). A avaliacéo da motilidade espermética por periodos prolongados é importante uma
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vez que as diluicbes sdo normalmente altas e a presenca de plasma seminal bastante
diminuida (Bortollozo et al., 2005).

Neste trabalho, 0 monitoramento desse parametro ao longo dos dias de conservacédo se
deu de forma objetiva. Os resultados revelaram que foi significativa (p < 0,05) areducéo da
porcentagem de espermatozéides méveis assim com da VAP e LIN. As DI de 1 x10° sptz
apresentaram os menores valores de células moveis (13+2,9), bem como de VAP (19+3,5) e
de LIN (1943,5). Quando comparados com os demais tratamentos, em doses de 2 x10° sptz
(moveis = 30+£5,0; VAP = 28+3,3 e LIN = 37+3,3) e em doses de 3,5 x10° sptz (mbveis =
4616,0; VAP = 34+2,6 e LIN = 38+2,6). Esse comportamento se repetiu ao longo dos dias
de conservacao do sémen (Tabela 1).

Por outro lado, ndo foram registradas diferencas significativas entre os parametros
anteriormente analisados dentro de um mesmo tratamento, no decorrer dos dias de
conservacdo, apesar do decréscimo dos valores ao longo do periodo deste periodo.
Entretanto este tipo de resultados ndo é uma tbnica e diferencas significativas tanto na
motilidade espermética como na VAP e LIN (Bennemann et al., 2000; Dube et al., 2004,
Tejerina et a., 2008), podem ser encontradas ao longo do periodo de estocagem das doses,

guando se utilisa diferentes diluentes para 0 sémen.

Tabelal: Avaliacdo objetiva (CASA) dos parametros de motilidade espermética do sémen

suino, com diferentes totais de espermatozdides em doses inseminantes, conservadas por 72

horas.

Par ametro Doses (spt2)
Dia 1x10° 2x10° 3,5x10°

Motilidade (%) DO 13+29aa  30+5,0ab 46 £ 6,0Ac
D1 10+26Aa 30x4,7Ab 45+ 5,6 Ac
D2 11+39Aa 3216840 49+ 6,6 Ac
D3 6+21Aaa 31+6,8Ab 47+ 6,6 Ac

VAP (um/s) DO 19+35Aa 28+33Aab 34+26Ab
D1 20+32Aa 32+28Ab 37+19Ab
D2 14+33Aa 31%28Ab 39+22Ab
D3 11+24Aa 30+29A0b 35+1,6Ab

LIN (%) DO 19+35Aa 37%33Ab 38+ 2,6 Ab
D1 19+31Aa 32+28Ab 38+1,9Ab
D2 13+33Aa 30%2,7Ab 37+1,2Ab
D3 10+24Aa 30%21Ab 35+ 1,6 Ab

ab letras diferentes, diferencas significativas entre valores na mesmalinha (p < 0,05).

AB letras diferentes, diferencas significativas entre val ores na mesma coluna (p < 0,05).
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Os resultados encontrados neste trabalho ficaram abaixo dos demonstrados pelos
referidos autores, fato este que pode ser justificado pelas condices de transporte das DI da
granja ao laboratério. Ainda assim, os achados foram consistentes, com as amostras tendo
apresentado comportamento de queda a0 longo da conservacdo semelhante aos
demonstrados por Murgas et a. (2000) que obteve motilidade espermética de 70% na
avaliacdo em Oh, 63% em 24 hs e 55% em analise com 48hs.

O fato de ndo ter sido significativa a diferenca ao longo dos dias de conservacéo, pode
ser explicado pela avaliacdo ter sido apenas até 72 hs (D3), dia ainda viavel quando utilizado
0 BTS, um diluente de curta duracdo. O sémen suino resfriado sofre diminuicdo de sua
gualidade com o tempo de conservacao e isso se deve ao fato de que 0 este processo provoca
danos aos espermatozoéides, especialmente quando a duragdo é mais prolongada. Este fato
ocorre independente da taxa de diluicdo ou condi¢es de armazenamento do sémen (Haugan
et a., 2007).

Com o decorrer da conservagéo, houve um acumulo de produtos toxicos do
metabolismo dos espermatozoides especialmente os metabolitos oxigénio-reativos que
provocam a peroxidacdo lipidica, levando a danos da célula espermética com perda da
motilidade e reducdo da capacidade de fertilizacdo em varias espécies domesticas (Cerolini
et a., 2000). O ataque oxidativo mostrou ter influencia sobre a membrana do
espermatozoide suino, assim, a reducdo dos valores de motilidade, VAP e LIN no sémen
resfriado foi provavelmente devido atais efeitos.

Apos a diluicdo do sémen (DO0), verificou-se que na relacdo entre o nimero de
células e o volume de diluente de cada dose (Tabela 1), houve um decréscimo significativo
(p < 0,05) da motilidade espermética entre as diferentes DI. Esta queda dos valores (13+2,9)
foi maior nas doses com menor nimero total de espermatozoides. Nos outros tratamentos, 0s
resultados foram melhores conforme maior foi 0 nUmero de células por DI, com 30+5,0 e 0
maior valor de motilidade (46x5,0), encontrado na DI com maior nimero de células (3,5
x10° sptz), ou seja, com a menor taxa de diluicao.

Estes resultados, diferentes dos observados por vérios autores (Araujo, 2000; Haugan
et a., 2007), demonstraram que o reduzido nimero de células esperméticas nas DI,
favorecidos por diluicdes excessivas do ejaculado do varrdo, levaram a uma consideravel
perda da viabilidade celular e da motilidade, fato este confirmado por outros trabalhos
(Ceroline et al., 2000), que verificaram uma rapida perda da qualidade espermética apos

extensa diluicdo do ejaculado, em auséncia de plasma seminal.
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Uma vez que o gaculado do varrédo jA apresenta um grande volume sendo
naturalmente mais diluido do que o de outras espécies domésticas, a inclusdo de um maior
volume de diluente e adicionalmente uma diluicdo do plasma seminal, que tem como funcéo
proteger o espermatozéide contra o choque térmico, sua acdo benéfica junto a preservacéo
da qualidade do sémen, pode estar diminuido ou mesmo anulada, 0 que em parte pode
explicar os resultados deste trabalho (Ceroline et al., 2000).

O célculo das taxas de diluicdes utilizadas, revelou variacdes de 1:18 a 1:32 (média
de 1:24) nas DI de 1 x10° sptz; de 1:9 a 1:16 (médiade 1:12) nas DI de 2 x10° sptz e de 1:6
a 1:11 (média de 1:8) nas DI de 3,5 x10° sptz. Desta forma, verificou-se que nas DI com
menor nimero de espermatozoides, aconteceu a maior taxa média de diluicdo do sémen,
bem como a maior variagdo desta taxa. A razéo pelo qual ocorre uma reducéo da fertilidade
e viabilidade espermética das DI submetidas a uma alta taxa de diluicdo (>1:15) ndo é
totalmente conhecida, podendo ser a diluico do plasma seminal uma das possiveis
explicacOes.

Ele tem um papel importante na manutencdo da viabilidade espermatica durante a
estocagem (HOU et al., 2002), uma vez que possui um complexo sistema antioxidante, que
previne os danos causados pelos radicais livres sob condicdes fisioldgicas normais. Somente
0 sistema antioxidante celular ndo € potente o bastante para prevenir a peroxidacéo lipidica,
particularmente durante a esocagem in vitro, quando a producéo de radicais livres pode ser
resultante de mudancas metabdlicas (Ceroline et al., 2000; Boe-Hansen et al., 2005). A
reducdo do volume do plasma seminal pode explicar o que se observou nas DI de 1 x10°
sptz. A excessiva diluicdo reduziu a concentracdo de proteinas, antioxidante natural, além de
outros componentes requeridos para a funcéo normal e integridade da membrana plasmética,
apresentando desta forma um efeito negativo sobre a sobrevivéncia espermaticain vitro.

Foi observado que o periodo de estocagem do sémen e numero total de
espermatozoide/dose tiveram um efeito negativo na vitalidade espermética. A porcentagem
de células vivas com acrossoma intacto diminuiu progressivamente em todas os tratamentos,
enguanto que a porcentagem de espermatozoides vivos com acrossoma danificados e
espermatozoides mortos aumentaram, no decorrer do periodo de conservacdo (Tabela 2). A
dose de 1 x10° sptz apresentou as menores percentagens de células viaveis durante todo o
periodo de conservacdo (DO = 85+1,1; D1 = 67+2,4 e D3 = 53+3,2) quando comparado
com a dose de 2 x10° sptz (DO = 87+1,2; D1 = 69+1,6 e D3 = 59+2,4), com diferencas
significativas (p < 0,05) ja a partir de D1. As doses de 3,5 x10° sptz (DO = 89+0,7; D1 =

75+1,6 e D3 = 63+£3,2), apresentou durante todo o periodo de conservacdo do sémen, as
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melhores porcentagens de células vivas com acrossoma intacto, em relacdo ao outros dois
tratamentos. Com relacéo ao nimero de células mortas (DO = 11+1,0 e D3 = 45+3,4), ele foi
significativamente menor nas doses menos diluidas, de 2 x10° sptz (DO = 10+1,2 e D3 =
36+2,3) e de 3,5 x10° sptz (DO = 10+0,6 e D3 = 32+3,0).

Com relacdo ao numero de espermatozdides vivos com acrossoma danificados ndo
foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os diferentes tratamentos ao
longo do periodo de conservacdo do sémen, apesar de uma pequena variacéo, dentro de
tratamento, ao longo dos dias de andlise (tabela 2). Esse aumento de 1% para 4,2% na DI de
1x10°% de 1% para 3,9% na DI 2x10° e de 1% para 3% na DI de 3,5 x10° era esperado, uma
vez que segundo alguns autores, 0 espermatozodides suino mantido sob refrigeracdo in vitro,
perde gradualmente seu acrossoma (Althouse et al., 1998; Hou et al., 2002).

Tabela 2. Qualidade acrossomal e vitalidade espermética no sémen suino, em amostras de

doses inseminantes com diferentes nimeros de espermatozoides.

Total de VIVO INTACTO VIVO DANIFICADO

sptz DO D1 D3 DO D1 D3
1x10° 85%1,1aA 67+2,4 bA 52+3,2cA  1+0,3aA  2+0,5abA 4,2+0,7bA
2x10° 87+1,2aA 69+1,6bAB 59+2,4cA 1+ 3aA  2+0,4abA 3,9+0,6bA
3.5x10° 89+0,72A 75+1,60B 63+3,2cB  1+0,2aA 1+ 0,3bA 3+0,7cA

ab letras diferentes, diferencas significativas entre valores na mesmalinha (p < 0,05).

AB letras diferentes, diferencas significativas entre val ores na mesma coluna (p < 0,05).

Como a célula espermatica depende de seu acrossoma para uma penetracdo bem
sucedida da zona pelUcida, o nUmero de espermatozodides danificados na DI podera afetar o
potencial de fertilizacdo do espermatozoide, porém, em porcentagem baixa o aumento de
alteragbes esperméticas ndo comprometera os resultados de fertilidade (Watherhouse et al.
2004).

Estudos recentes evidenciaram o efeito negativo do tempo de estocagem sobre a
morfologia espermatica (Watherhouse et al., 2004), entretanto, um achado interessante nesse
trabalho, foi a falta desse efeito sobre a caracteristica morfolégica do espermatozoide suino
(Tabela 3). Isso ocoreu, possivelmente, devido ao fato de que os machos utilizados eram
animais selecionados de acordo com um padréo minimo de qualidade espermética e o

periodo de conservacdo foi relativamente curto.
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As caracteristicas da morfologia espermatica ndo mudaram entre as DI testadas e nem
em uma mesma DI ao longo do periodo de conservacdo do sémen. N&o foi evidenciado
efeito do numero de células/dose sobre o aparecimento de anormalidades esperméticas
durante a conservacdo do sémen, tendo os valores ficado dentro da faixa aceitavel com
anormalidades abaixo de 20%, indicando um sémen potencialmente fértil (Hugan et al.,
2007).

Tabela 3. Morfologia esperméatica do sémen suino diluido de acordo com o nimero de

espermatozoides por dose inseminante e periodo de conservacado.

Total Normal Anormal

de sptz DO D2 D3 DO D2 D3
1x10° 83+1,58A 81+ 1,6aA 82+ 1,7aA 17+158A  19+1,6aA 18+ 2,0aA
2x10° 83+1,38A 80 3,6aA 80 2,2aA 17+2,2aA 20+ 1,2aA 20+ 2,22A
3x10° 83+1,48A 83+ 1,58A 80+ 2,18A 17+1,3aA 17+ 15aA 20+ 1,72A

ab letras diferentes, diferencas significativas entre valores na mesmalinha (p < 0,05).

AB letras diferentes, diferencas significativas entre val ores na mesma coluna (p < 0,05).

Nas diferentes amostras avaliadas, foram encontrados 0s seguintes valores percentuais
para as alteractes morfoldgicas. 1% de cabeca alterada, 8 % de acrossoma alterado, 5% de
alteragdes na peca intermediaria, 10% de alteracGes da cauda e 4% de gota citoplasmética
proximal em todos os tratamentos. Entre as alteracOes destacou-se cabeca globosa e

piriforme, acrossoma difuso, peca intermediaria dobrada na base e cauda dobrada.

Etapain vivo
Na continuidade do trabalho, a dose de 1,0 x10° sptz foi descartada da avaliaczo in
Vivo, pois os resultados com uma maior reducdo do nimero de espermatozoides para 1,0
x10° sptz/dose teve uma influéncia negativa sobre a sobrevivéncia espermética do sémen

suino, com resultados incompativeis para seu uso na inseminacdo artificial.
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Tabela 4. Resultados de fertilidade de fémeas inseminadas com doses de sémen

apresentando diferentes totais de células por dose.

Tratamento n Parto(%) Total denascidos Nascidosvivos

Goldenpig 30 93,3 11,1+1,9a 10,8t1,7a
3,5 x10%sptz/100 mL

Goldengilt 30 93,3 11,4+2,9a 10,9+2,8a
3,5 x10%sptz/100 mL

Goldengilt 30 93,3 11,3+2,4a 10,5+2,5a
2,0 x10%sptz/80 mL

ab letras diferentes, diferencas significativas entre valores na mesma coluna (p < 0,05).

As taxas de paricaéo foram iguais (93,3%) em todos o0s grupos, ndo havendo também
diferencas significativas (p > 0,05) entre tratamentos, quanto as outras caracteristicas
avaliadas: nimero de leitdes nascidos vivos e total de nascidos (Tabela 04).

Ao comparar os resultados das DI com 3,5 x10° sptz, depositadas com as duas
diferentes pipetas testadas (Goldenpig e Goldengilt), verificou-se que a taxa de paricdo, o
nimero de leitdes nascidos vivos e total de nascidos ndo diferiram do grupo controle
(Goldenpig 3,5 x10° sptz/100 mL), demonstrando que o tipo de pipeta usada nas
inseminagoes ndo influenciou nos resultados de fetilidade.

Os resultados de fertilidade e prolificidade no presente trabalho, ndo apresentaram
diferencas significativas (p > 0,05) entre tratamentos, na taxa de parto e tamanho de

leitegada de fémeas inseminadas, independentemente da DI utilizada.

CONCLUSOES

Os resultados de fertilidade, indicaram que a diminuicdo do numero de
espermatozdides da DI para 2 x10° sptz foi possivel com adequada fecundagio e sem afetar
negativamente a sobrevivéncia esperméatica e o desempenho reprodutivo das fémeas.

A reducdo do volume da dose inseminante proporcionard uma economia de diluente,
permitindo desta forma a aquisicdo de produtos de maior qualidade e que possibilitem um
maior periodo de armazenamento do sémen. Por outro lado, a reducdo do nimero total de
espermatozoides na dose, possibilitard um melhor aproveitamento do ejaculado do varréo
com uma producdo de doses 33% maior, 0 que permitira servir um maior nimero de fémeas
no plantel, otimizando e racionalizando o0 uso de ejaculados de reprodutores suinos

geneticamente superiores, bem como melhorando a relagdo custo x beneficio.
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8 CONCLUSOES

E possivel reduzir o nimero de espermatozoides para 2x10° por dose inseminante na
inseminacdo artificial tradicional a 17 °C por 3 dias, sem gerar efeito negativo para a
sobrevivéncia espermaticain vitro e sem comprometer o desempemho reprodutivo da fémea

possibilitando a producéo de 33% mais doses por ejaculado.
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Re: Artigo de revisdo CASA

De: rbra@cbra.org.br

Enviada:quinta-feira, 5 de junho de 2008 18:42:46
Para: Darlete Lima Matos (dadamatos@hotmail.com)

Prezado Dr. DL Matos,

Recebemos e agradecemos o manuscrito “Analise computarizada de sémen: Revisao’
submetido a Revista Brasileira de Reproducdo Animal. O trabalho recebeu o protocolo
RE176 e sera enviado para a analise de pelo menos dois relatores ad hoc e faremos contato
téo logo tenhamos uma posi¢éo sobre a situacdo corrente do mesmo.

Atenciosamente,

Secretariada RBRA/



deProf. Dr. Ronaldo Lopes Oliveira <rbspa@ufba.br>
paraDarlete Lima Matos <dadamatos@gmail.com>

data?1 de outubro de 2008 17:22
assunto[ RBSPA] Agradecimento pela Submissao
enviado porbarragrande4.ufba.br

ocultar detalhes 17:22 (2 horas atras) Responder

Darlete Lima Matos,

Agradecemos a submissdo do seu manuscrito "Sobrevivénciain vitro e
fertilidade do sémen suino diluido a diferentes concentractes
esperméticas e conservado a 17°C" para Revista Brasileira de Salide e
Producéo Animal.

Para que o processo de tramitacdo se inicie é preciso que o autor
principal envie, a partir do email registrado na RBSPA, o formulario de

encaminhamento (http://www.rbspa.ufba.br//forms/form_encam_artigo.doc) para

rbspa@ufba.br.

Apbs o envio do formulario de encaminhamento, por intermédio da
interface de administracéo do sistema, utilizado para a submissdo, sera
possivel acompanhar o progresso do documento dentro do processo editorial,
bastanto logar no sistema localizado em:

URL do Manuscrito:
http://revistas.ufba. br/index.php/rbspa/author/submission/1445
Login: dadamatos

Em caso de duvidas, envie suas questdes para este email. Agradecemos mais
uma vez considerar nossa revista como meio de transmitir ao publico seu
trabalho.

Prof. Dr. Ronaldo Lopes Oliveira
Revista Brasileira de Salide e Producéo Animal
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