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Resumo

O objetivo deste experimento foi avaliar o e-
feito de um diluente para acondicionamento de sémen
suino & 5°C (PIGPEL-5), sobre a taxa de penetracdo
espermatica in vitro, comparado com o sémen diluido
com BTS e acondicionado a 17°C. Foram utilizados
ejaculados de 4 machos suinos, coletados por duas ve-
zes (Coleta 1 e 2). Os ejaculados foram coletados pelo
método da mio enluvada. Apds a coleta do sémen,
foram registradas as informagdes quanto ao volume,
aspecto, motilidade, vigor e concentragdo, para cada
ejaculado. Foram produzidas doses inseminantes hete-
rospérmicas, provenientes de 2 machos, de maneira
que cada dose contivesse 4 x 10° espermatozoides. As
doses com o diluente BTS foram acondicionadas a
17°C e com o diluente PIGPEL-5 a 5°C. Nas tempera-
turas especificas para cada diluente, as doses insemi-
nantes ficaram acondicionadas por 48 horas, sendo
avaliadas apods a coleta e a cada 24 horas quanto ao
nimero médio de espermatozoéides que penetraram por
ovocito e quanto a taxa de fertilizacdo in vitro. Todas
as analises foram realizadas através do programa
STATISTIX®. Foram utilizados 1.168 ovécitos, com
uma taxa de penetracdio geral de 77%. Para o teste de
penetragdo in vitro (PEVI) realizado apds a coleta do
sémen, foram penetrados 315 ovocitos, as 24 horas
302 ovocitos e as 48 horas 282 ovocitos. Para a coleta
1, a média de espermatozoides que penetraram por
ovocito (EPO) apds a coleta, com 24 e 48 horas de
acondicionamento foi de 4,4 + 4,6, 3,7 +49¢ 3,4 +
3,5, respectivamente. Ja para a coleta 2, a média foi de
4,0+3,6,3,1 £3,9¢2,6+3,9,acada 24 horas. Para o
PEVI apo6s 24 e 48 horas de acondicionamento, nao foi
observada diferencga estatistica (P > 0,05), porém, foi
observada diferenga (P < 0,05) apds a coleta. As mé-
dias de EPO, a cada periodo (apos a coleta, 24 ¢ 48
horas de acondicionamento), ndo foram diferentes (P >
0,05) para o sémen diluido com o PIGPEL-5 ou com o
BTS. Para o diluente PIGPEL-5, a média de EPO ap6-
sa coleta, 24 e 48 horas de acondicionamento foi de 4,3
+42,3,7+5,0e 2,8 3,4, respectivamente. Ja para o
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diluente BTS foi de 4,1 +4,1,3,6 £3,9e¢2,8+4,0,a
cada 24 horas. As freqiiéncias para taxa de penetragao
in vitro para sémen proveniente da coleta 1 e 2, logo
apos a coleta e as 24 e 48 horas de acondicionamento
ndo foram diferentes (P > 0,05), sendo de, respectiva-
mente, 55,6%, 48,3% e 46,5%, enquanto que para a
coleta 2 foi de 53,5%, 51,7% e 44,4%, a cada 24 horas.
Ja as freqliéncias para taxa de penetragdo in vitro para
sémen diluido com PIGPEL-5 e com BTS, apds a cole-
ta e as 24 e 48 horas de acondicionamento foram, res-
pectivamente: (54,6%, 53,3% e 52,9%) e (63,8%,
55,3% e 45,4%), ndo sendo diferentes entre si (P >
0,05). A partir dos resultados deste experimento, pode-
se concluir que o diluente PIGPEL-5 ¢ capaz de pro-
duzir adequadas taxas de penetracdo in vitro apds o
acondicionamento, comparado com o diluente BTS.

Palavra-chave: sémen suino, diluente, penetragdo es-
permatica, fertilizagao.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the ef-
fect of diluent to swine semen conditioning at 5°C
(PIGPEL-5) in the spermatozoa penetrating capacity
rate, compared with the diluted semen with BTS at
17°C conditioning. Ejaculates from four boars that
were collected twice (Collect 1 and 2) were utilized.
The ejaculates were collected through hand-gloved
method. After the semen collected records were taken
about the volume, aspect, motility, vigor and concen-
tration to each one of the ejaculates. Heterospermic
doses, from two boars, both including 4 x 10° sper-
matozoas per dose were produced. The doses with
BTS were conditioned at 17°C and with PIGPEL-5 at
5°C. In the temperatures to each one diluent, insemi-
nantion doses were conditioned per 48 h and were
evaluated after collecting and each 24 h, the average
number of spermatozoas that penetrated per oocytes
(SPO) and the spermatozoa penetrating capacity rate.
All the statistical analysis were conducted using the
STATISTIX® program. A total of 1.168 oocytes, with
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77% global penetration rate were used. To the sper-
matozoa penetrating capacity test conducted after the
semen collected penetrated 315, at 24 h 302 and at 48
h 288 oocytes. In the collecting 1, the SPO media after
the semen collected, with 24 and 48 h conditioning
was the 4.4 + 4.6, 3.7 £ 4.9 e 3.4 + 3.5, respectively.
But in the collect 2, the media was 4.0 + 3.6, 3.1 + 3.9
e 2.6 £ 3.9, each 24 h. To the spermatozoa penetrating
capacity test, after 24 and 48 h conditioning, no differ-
ences was observed (P > 0.05), but was observed after
the collection (P < 0.05). The SPO medias (after the
collect, 24 e 48 h conditioning) was not differents (P >
0.05) to the diluted semen with PIGPEL-5 or BTS. To
the PIGPEL-5, the SPO media after the collect, 24 ¢ 48
h conditioning was 4.3 + 4.2, 3.7 £ 5.0 ¢ 2.8 £ 3.4,
respectively. To the BTS was 4.1 £4.1,3.6 £3.9¢ 2.8
+ 4.0, each 24 h. The frequencies for spermatozoa
penetrating capacity rate to semen collect 1 and 2, after
the collecting and 24 and 48 h conditioning were not
different (P > 0.05), were 55.6%, 48.3% and 46.5%, to
the collect 1 and 53.5%, 51.7% and 44.4%, to the col-
lect 2, each 24 h. The frequencies for spermatozoa
penetrating capacity rate to diluted semen with
PIGPEL-5 and with BTS after the collect and 24 ¢ 48 h
conditioning were, respectively: (54.6%, 53.3% e
52.9%) e (63.8%, 55.3% ¢ 45.4%), and no odifferences
were observed between treatments (P > 0.05). These
results indicate that the PIGPEL-5 diluent is capable to
produce great spermatozoa penetrating capacity rates
after conditioning, as compared to BTS diluent.

Keywords: swine, diluent, spermatozoa penetrating,
fertilization.

Introducio

O uso da inseminacao artificial (IA) em gran-
jas de suinos tem aumentado marcadamente nos ulti-
mos anos, com conseqiiente aumento no volume de
produgdo das centrais que comercializam sémen, em
funcdo de beneficios sanitarios, genéticos e economi-
cos. Assim, com a evolugao e crescente tecnificagdo da
suinocultura, a IA se consolida como um importante
instrumento capaz de auxiliar o produtor e a agroindus-
tria, a colocarem no mercado produtos cada vez mais
qualificados e saudaveis (Almond et al., 1998; Althou-
se et al., 1998; Deschamps et al., 1998).

Para a inseminagdo artificial em suinos cos-
tuma-se utilizar sémen acondicionado no estado liqui-
do, devido aos maus resultados de fertilidade, com a
utilizagdo de sémen congelado (Johnson, 1985). A
temperatura utilizada para o acondicionamento ¢ de
15-18°C, com os diluentes capazes de preservar a ca-
pacidade fertilizante dos espermatozdides, dos quais o
mais utilizado é o Beltsville Thawing Solution (BTS)
(Pursel & Johnson 1975; Johnson et al., 2000).

O acondicionamento das doses inseminantes
entre 15 e 18°C determina que sejam utilizadas caixas
acondicionadoras, que costumam ter dificuldade em
estabilizar nessa faixa de temperatura, além de terem
um custo elevado principalmente para granjas de me-
nor porte. Sendo assim, uma importante alternativa ¢ a
de utilizar refrigeradores domésticos com temperatura
média de 5°C, o que permitiria uma maior dissemina-
¢do da IA, pela possibilidade da utilizagdo da técnica
por todos os sistemas de producdo, mesmo em unida-
des com menor disponibilidade de recursos financei-
ros. Com isso, unidades de produgdo de qualquer porte
poderiam desfrutar dos beneficios da IA (Pursel ef al.,
1973; Bortolozzo & Wentz, 1997; Deschamps et al.,
1998). Afora estas questdes, basicamente relacionadas a
maximizar a utilizagdo da IA, ¢ importante considerar
que a proliferagdo de bactérias ¢ reduzida em temperatura
de 5°C, o que colabora para a qualificacdo da dose in-
seminante, além de, através da reducdo da atividade me-
tabolica ocorrida nesta temperatura, permitir um acon-
dicionamento mais prolongado (Mies Filho, 1982).

O uso de sémen suino resfriado a 5°C é, em
geral, limitado por estar associado a menor fertilidade
e prolificidade, se comparado ao s€men resfriado a 15-
18°C, principalmente, devido a reduzida motilidade e
perda da integridade de membrana apds o acondicio-
namento (Dziuk & Henshaw, 1958; First et al., 1963;
De Leeuw et al., 1990). Por este motivo, o acondicio-
namento de sémen suino a esta temperatura nio vem
sendo utilizado, sendo necessario o desenvolvimento
de diluentes capazes de acondicionar um sémen manti-
do a 5°C, sem perda da qualidade no que diz respeito
principalmente a sobrevivéncia espermatica e quanto a
caracteristicas morfo-estruturais (Pursel et al., 1973;
Deschamps et al., 2000).

Os métodos normalmente utilizados para ava-
liar a qualidade espermatica, baseados na avaliagdo das
caracteristicas de qualidade do sémen, como, motilida-
de, concentracdo e morfologia espermatica (Almond et
al., 1998; Tardif et al. 1999; Gadea & Matas, 2000;
Corréa et al., 2001), ndo estimam com precisdo a real
capacidade fecundante do espermatozoide, pois os seus
resultados nem sempre sdo correlacionados com ferti-
lidade (Barth, 1992).

A técnica de fertilizacdo in vitro (FIV) seria o
método mais adequado para avaliar a qualidade semi-
nal e a fertilidade de um macho suino (Abeydeera et
al., 1998; Xu et al., 1998), uma vez que avalia, sob
condi¢des controladas de laboratério, as etapas do pro-
cesso de fertilizagdo, fornecendo informagdes detalha-
das sobre todos os estagios da penetracdo espermatica
(Bavister, 1990; Martinez et al., 1993). No entanto, o
uso da FIV exige o dominio dos complexos e onerosos
mecanismos de maturacdo ovocitaria e capacitagdo
espermatica, além do cultivo do presumivel zigoto.
Sendo assim, € necessario que a metodologia da FIV
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seja simplificada, a fim de facilitar a sua execugdo e
diminuir o efeito particular de cada ejaculado ou ma-
cho, como a relagdo espermatozoide-ovodcito, para ob-
ter os melhores indices com relagdo a sua capacidade
fecundante.

Uma vez que, para avaliar a capacidade fe-
cundante de um ejaculado ou dose inseminante, ndo ¢
preciso ocorrer a producdo de embrides, ¢ possivel
utilizar o teste de penetragdo espermatica in vitro
(PEVI) em ovécitos homdlogos, pois este método exi-
ge uma metodologia menos complexa, mas que assim
como a FIV consegue diferenciar machos ou doses
inseminantes com diferentes potenciais fecundantes
(Berger et al., 1996; Larsson & Rodriguez-Martinez,
2000). Assim, o PEVI é menos complexo e exige me-
nor tempo na sua execu¢do, uma vez que elimina as
etapas de matura¢do ovocitaria e cultivo dos zigotos,
que necessitam de meios de cultivo complexos. Outra
vantagem do PEVI é que os ovocitos utilizados ndo
necessitam ser oriundos de fémeas suinas recém abati-
das podendo-se usar ovarios previamente congelados e
descongelados (Lynham & Harrison, 1998) ou ovarios
que foram processados e armazenados em solugdo sa-
lina hipersaturada (Gadea ef al., 1998). Também ¢ pos-
sivel a utilizagdo de ovdcitos suinos imaturos
criopreservados, evitando-se assim a necessidade de
buscar ovarios diariamente em abatedouros.

O objetivo deste experimento foi avaliar o e-
feito de um diluente para acondicionamento de sémen
suino & 5°C (PIGPEL-5), sobre a taxa de penetracdo
espermatica in vitro, comparado com o sémen diluido
com BTS e acondicionado a 17°C.

Material e Métodos

Para realizacdo deste estudo foram utilizados
ejaculados de 4 machos suinos, provenientes do cru-
zamento entre as ragas Landrace e Large White, sendo
realizadas duas coletas com intervalo de 20 dias (Cole-
ta 1 e 2). Todos os machos estavam alojados na Fazen-
da da Palma (Universidade Federal de Pelotas-RS),
sendo manejados sob as mesmas condi¢gdes ambientais,
com arragoamento realizado duas vezes ao dia, com 2
Kg de racdo, contendo 3000 Kcal/kg de energia meta-
bolizavel e 14% de proteina bruta (NRC, 1998).

Os ejaculados foram coletados pelo método
da mao enluvada, em um frasco pré-aquecido e coberto
com uma tripla camada de gaze, a fim de separar a fra-
¢do gelatinosa do sémen (Hancock & Hovell, 1959).
Apbds a coleta do sémen, foram registradas as informa-
¢des quanto a volume, aspecto, motilidade, vigor e
concentragdo para cada ejaculado. A avaliacdo da mo-
tilidade se deu pela deposi¢do de uma aliquota de sé-
men (10 pl), em uma ldmina coberta por uma laminula,
ambas, previamente aquecidas a 37°C. A motilidade
foi determinada por um técnico treinado, entre 0 e
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100%, com intervalos de 5%, em microscopio de con-
traste de fases com aumento de 200 vezes. Nesta mes-
ma observagdo, era avaliado o vigor numa escala de 1
a 5 (Almond et al., 1998).

Apbs a coleta foram produzidas doses insemi-
nantes heterospérmicas, ou seja, os ejaculados foram
misturados formando um pool, de maneira que cada
dose contivesse células espermaticas de 2 machos. As-
sim foram elaborados 2 pools que foram avaliados
quanto a motilidade, vigor e concentracao (Almond et
al., 1998; Corréa et al., 2001).

Para elaboracdo da dose inseminante, o niime-
ro de células espermaticas foi determinado através do
espermiodensimetro (Busch et al., 1991), de maneira
que em cada dose houvesse em torno de 4 x 10° es-
permatozoides. A avaliagdo no espermiodensiometro
consistiu em observar o grau de turvagdo de uma sus-
pensdo de espermatozoides. O procedimento iniciava
com a preparacdo, no densimetro, de uma suspensio de
9 mL de uma solugédo salina a 1%, na qual era adicio-
nado 1 mL do sémen a ser examinado. Esta amostra
era homogeneizada completamente, com movimentos
suaves. Para ejaculados muito densos, em que a escala
ndo era legivel era feita uma pré-diluigdo com BTS
(ex: 1:1). Para determinar o valor correspondente a um
determinado ejaculado, colocava-se uma tira de papel
branco atras da superficie com a escala de leitura do
densimetro, fixando-o entre o dedo polegar ¢ o indica-
dor. A leitura era efetuada com luz natural, sendo rea-
lizada com o brago esticado e na altura dos olhos. Ini-
cialmente, fazia-se a leitura da decimal inteira da esca-
la (ex: 60, 70, 80), a qual era ainda visivel como niime-
ro. Em uma leitura correta o niimero seguinte (ordem
crescente) era visto somente como uma sombra difusa
e o nimero inferior lido com clareza. Posteriormente,
fazia-se a verifica¢do se o traco indicativo do meio
decimal da escala (ex: 65, 75, 85), podia ser visualiza-
do. Em caso positivo, o meio decimal passava a ser a
leitura valida. Em caso negativo, considerava-se como
valor do densimetro a leitura decimal inteira imediata-
mente inferior. Para a leitura do valor, usava-se uma
tabela fornecida pela empresa que revende o espermio-
densimetro, cujos valores expressam a densidade do
ejaculado em milhGes de espermatozodides por mililitro.
Por exemplo, para uma leitura no densimetro de 70,
encontrava-se na tabela o numero 210, o que significa-
va que o ejaculado examinado possuia uma densidade
de 210 milhdes de espermatozoides/mL. Caso tivesse
sido realizada uma diluigdo 1:1 na preparacdo inicial
da suspensdo, levava-se em consideracdo ao calcular o
numero total de espermatozoides.

Os e¢jaculados foram diluidos, em condigdes
isotérmicas, com dois diferentes diluentes, sendo: BTS
(Pursel & Johnson, 1975) e PIGPEL-5. Foram despre-
zados ejaculados que apresentassem motilidade inferi-
or a 60% antes da dilui¢do (Almond et al., 1998). Apos
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a diluicdo, as doses foram expostas a seguinte curva de
resfriamento: 3 horas a 22-24°C, sendo ap6s acondi-
cionadas de acordo com a temperatura especifica para
cada diluente. As doses com o diluente BTS, foram
acondicionadas em caixa térmica a temperatura de
17°C, seguindo a recomendacdo para este diluente
(Johnson et al., 2000). Ja as doses de sémen diluido
com PIGPEL-5, foram acondicionadas em uma gela-
deira com termostato regulado para a temperatura de
5°C. Tanto a caixa acondicionadora (17°C), como a
geladeira (5°C), tiveram a temperatura aferida para o
periodo de acondicionamento, através de um termome-
tro digital de alta precisdo’.

Nas correspondentes temperaturas especificas
para cada diluente, as doses inseminantes ficaram a-
condicionadas por 48 horas. Antes de serem processa-
das para a realizagdo do PEVI, as doses inseminantes
eram avaliadas quanto a motilidade, o vigor e a morfo-
logia espermatica (Pursel et al., 1972); teste do estresse
térmico (Fiser et al., 1991); teste do choque hipoosmo-
tico (Vazquez et al., 1997). Os resultados obtidos se
encontravam dentro dos padrdes minimos recomenda-
dos para a espécie suina (Almond et al., 1998; Corréa
et al., 2001). Como se tratavam de 2 pools, coletados e
processados sob as mesmas condi¢des e em duas datas
de coleta, os resultados da avaliagdo da qualidade es-
permatica ndo foram submetidos a analise estatistica,
para verificagdo dos efeitos e associagdes com os
resultados obtidos pelo PEVI.

Para a avaliacdo da capacidade de penetragdo
espermatica in vitro do sémen diluido com BTS e
PIGPEL-5, foram inseminados ovoécitos suinos apds a
coleta, 24 e 48 horas apds o acondicionamento a 17°C
e a 5°C, respectivamente. Foram utilizados 1.168 ovo-
citos previamente vitrificados e posteriormente utiliza-
dos para o PEVI.

Abaixo descreve-se a seqiiéncia dos procedi-
mentos para a realizagdo do PEVIL.

Coleta dos ovocitos

Para a realizagdo do PEVI, foram utilizados
ovocitos puncionados de foliculos ovarianos de 3 a 6
mm de didmetro (Xu et al,, 1996) de leitoas pré-
puberes, coletados em abatedouro. Os ovarios foram
transportados até o laboratério em solugdo salina a
0,9%, acrescida de 100 mg de sulfato de kanamicina, a
temperatura 30°C. Apos a pungdo, foi executada a pro-
cura e selec¢@o dos ovocitos com o auxilio de lupa este-
reomicroscopica. Posteriormente, foram realizadas
lavagens em PBS (phosphate buffered saline) acrescido
de 0,4% de albumina sérica bovina (BSA) e os ovdcitos
sofreram a retirada das células do cummulus oophorus,

1 Temp Record for Windows, Version 3.14. 1997. Temp Record
Software by Applied Digital Research Ltda.

eliminando possiveis diferencas em funcdo do numero
de camadas de células existentes em cada ovocito, sem
afetar a penetrabilidade dos espermatozdides (Matas et
al., 1996), e facilitando a técnica de vitrificagio.

Vitrificagdo e desvitrificagdo dos ovocitos

Nas solucdes de vitrificagdo, foi adicionado
1% de um copolimero de alcool vinil, o qual tem capa-
cidade de se ligar e inativar as impurezas que causam a
formacao de gelo em 4gua ou solugdes aquosas (Wowk
et al., 2000). Grupos de 10 ovocitos, previamente sele-
cionados e desnudados, foram lavados em 5 gotas de
PBS acrescido de 0,4% de BSA ¢ equilibrados por 3
minutos em solugdo de vitrificagdo (VS1), constituida
de 1,4M de DMSO (Dimetil sulféxido), 1,8M de EG
(Etilenoglicol) ¢ 1% de copolimero de alcool vinil
diluido em PBS acrescido de 0,4% de BSA. Apos, os
ovocitos foram lavados em 3 gotas contendo 100% da
solugdo de vitrificagdo VS2 (2,8 DMSO + 3,6 M EG +
0,6 M de sacarose + 1% de copolimero de alcool vinil)
por um minuto ¢ envasados em palhetas pelo sistema
OPS (open pulled straw) e entdo imergidos em nitro-
génio liquido (adaptado de Bertholot ef al., 2000).

No descongelamento, as palhetas foram ex-
postas ao ar por 5 segundos ¢ apds a extremidade que
continha os ovoécitos foi imersa em solucdo de re-
hidratac¢do constituida de 0,5M de sacarose em PBS,
por 5 minutos e na seqiiéncia eles passaram por solu-
¢oes de 0,25M e 0,125M de sacarose ¢ PBS com 0,4%
de BSA, também por 5 minutos.

Preparagdo dos espermatozdides

Na preparagdo dos espermatozdides para a re-
alizagdo do PEVI foram utilizadas aliquotas de 12 mL
de sémen que foram centrifugadas por 3 minutos a 60
G. Apoés, o sobrenadante foi transferido para outro
frasco e novamente centrifugado por 3 minutos a 1200
G. Depois o pellet foi resuspenso em 10 mL de solugdo
de PBS acrescido de 0,4% de BSA, 0,11g de cloreto de
calcio, 0,005g de Estreptomicina, 0,0075g de Penicili-
na e centrifugado por 3 minutos a 1200 G, este proce-
dimento foi repetido por mais 2 vezes. Os espermato-
zo6ides lavados foram diluidos a uma concentragio de 2 x
108 espermatozdides/mL. em meio de pré-incubagio
constituido de TCM 199, com pH 7,8, suplementado com
12% de SFB e pré-incubados por 40 minutos a 38,5°C,
em tubos conicos de 15 mL (Martinez et al., 1993).

Inseminagdo dos ovocitos

Para célculo da concentracdo das doses inse-
minantes apos a coleta, 24 e 48 horas apos o acondi-
cionamento, avaliava-se a motilidade ¢ o vigor das
amostras, considerando-se o nimero de células vivas
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para compor a dose inseminante.

Os espermatozoides pré-incubados foram adi-
cionados a gota de fecundagdo (300 pl), sob 6leo mi-
neral em placas de cultivo celular de 35 mm, em uma
concentragdo de 1 x 10° espermatozéides/mL (adapta-
do de Grupen et al., 1997), onde ja estavam os ovoci-
tos previamente vitrificados/desvitrificados.

Grupos de 35 ovocitos foram incubados com os
espermatozéides por 18 horas em estufa de CO2, em
meio de fertilizagdo constituido de TCM 199, com pH
7,4, com os mesmos aditivos do meio ao qual os esper-
matozoides foram pré-incubados, porém, acrescido de 2
mM de cafeina (adaptado de Martinez et al., 1993).

Avaliagdo da capacidade de penetragdo espermdatica

Ao término do periodo de inseminagdo, os
ovocitos foram pipetados repetidamente para a retirada
dos espermatozodides que estivessem aderidos a zona
pelicida. A contagem do niimero de espermatozodides
penetrados foi realizada com o corante Hoescht 33342
(Ivanova & Mollova, 1993), em microscopio otico de
fluorescéncia com aumento de 400 vezes. Os ovocitos
foram considerados penetrados quando a cabega do
espermatozdide foi observada no interior do citoplas-
ma ovocitario (Matas et al., 1996).

Analise estatistica

Estatisticas descritivas foram calculadas para
o percentual de ovoécitos utilizados para o sémen dilui-
do com o PIGPEL-5 ¢ com o BTS, para os dois pools ¢
também para o niimero e o percentual de ovdcitos pe-
netrados em cada periodo (apds a coleta e 24 ¢ 48 ho-
ras de acondicionamento).

O ntmero médio de espermatozoides que pe-
netraram por ovocito foi considerado como variavel
dependente, sendo conduzidas analises de varidncia
(ANOVA de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétri-

cos) para estimar os efeitos dos diluentes ¢ das datas de
coletas (Coleta 1 e 2) sobre esta variavel. Foram gera-
das médias do niimero de espermatozoides que pene-
traram por ovocito ¢ um ranking médio que foi subme-
tido & comparagdo para cada diluente e data de coleta.

Como variaveis independentes para as varia-
ves anteriormente descritas, considerou-se o diluente, o
pool e o periodo de acondicionamento.

Variagdes na taxa de penetragdo in vitro entre
as duas datas de coleta e os dois diluentes, na coleta,
24 e 48 apds o acondicionamento, foram analisadas
através do teste do qui-quadrado (2), sendo geradas
distribui¢des de freqiiéncias.

Todas as andlises foram realizadas através do
programa STATISTIX® (Statistix, 2000).

Resultados e Discussao

Do total de ovocitos utilizados neste experi-
mento (1.168), 51,9% (607) foram inseminados com
sémen da primeira coleta e 48,0% (561) com sémen da
segunda coleta.

O percentual de ovdcitos utilizados para cada
tratamento e pool ¢é citado na Tab. 1, demonstrando
uma distribui¢do homogénea para cada variavel. Este
fato fortalece possiveis inferéncias a partir dos resulta-
dos do experimento a medida que, em especial, o efeito
dos diluentes tenha sido testado em condigdes simila-
res quanto ao numero de ovoécitos. No PEVI apos a
coleta, dos ovdcitos utilizados 40,8% foram insemina-
dos com sémen acondicionado com o PIGPEL-5 e
59,2% com BTS. Apds 24 e 48 horas de acondiciona-
mento o nimero de ovocitos utilizados foi, para o dilu-
ente PIGPEL-5 e BTS, respectivamente, 45,6% e
54,4%, 53,7% e 46,3%. Em relacdo a distribuigdo de
ovocitos para cada pool utilizado teve-se apds a coleta,
40,5% ¢ 59,5%, ap6s 24 horas, 40,9% e 59,1%, apods
48 horas, 43,5% e 56,5%, para o pool 1 e 2, respecti-
vamente.

Tabela 1. Percentual de ovocitos utilizados para o sémen diluido com o PIGPEL-5 e com o BTS e também para os

dois pools, em cada periodo (0, 24 ¢ 48 horas)

Periodo Tratamento Pool
PIGPEL-5 BTS 1 2
Apds a coleta 40,8 59,2 40,5 59,5
24 horas 45,6 54,4 40,9 59,1
48 horas 53,7 46,3 43,5 56,5

Do total de ovdcitos utilizados, 77% (899) fo-
ram penetrados por pelo menos 1 espermatozodide. Na
Tab. 2 sdo descritos o nimero e o percentual de ovoci-
tos penetrados em cada periodo. Para o PEVI realizado
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apos a coleta do sémen, foram penetrados 315 ovoéci-
tos, as 24 horas 302 ovocitos e as 48 horas 282 ovoci-
tos, correspondendo, respectivamente, a 89%, 73,4% e
71,2%.
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Tabela 2. Numero e percentual de ovocitos penetrados em cada periodo (ap6s a coleta, 24 e 48 horas de acondi-

cionamento)
Periodo Ovdcitos penetrados
N Percentual
Ap0s a coleta 315 89,0
24 horas 302 73,4
48 horas 282 71,2
Total 899 77,0

Da mesma maneira, que ¢ reduzido o nimero
de publicagdes cientificas com sémen resfriado a 5°C,
ndo se dispde de informagdes a respeito do uso do teste
de penetragdo espermatica in vitro para avaliar a capa-
cidade fecundante de espermatozoides acondicionados
a 5°C. Porém, como alguns dos problemas, tais como
redugdo da motilidade e lesdes do acrossoma, associa-
dos ao congelamento do sémen suino podem ser tam-
bém observados apos o resfriamento a 5°C (Dziuk &
Henshaw, 1958; First et al., 1963; De Leeuw et al.,
1990), pode-se tragar um paralelo de comparagéo, uti-
lizando resultados de experimentos que utilizaram o
PEVI para testar a capacidade fecundante de esperma-

28
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tozdides submetidos ao congelamento. Cérdova et al.,
(1997) apos realizar fertilizagdo in vitro para diagnos-
ticar a capacidade fecundante de sémen congelado sui-
no, obteve uma taxa de fertilizagdo apds a coleta de
85%, que foi similar a taxa de penetragdo de 89% ob-
servada neste experimento, também apods a coleta. Em
outros estudos, foram encontradas taxas de penetracdo
que variaram de 84,2% a 93,5%. (Martinez et al.,
1993) e de 73,0% a 97,9% (Xu et al., 1998).

Na Fig. 1 observa-se a distribui¢do do numero
minimo ¢ maximo de EPO para cada periodo (apds a co-
leta, 24 e 48 horas de acondicionamento), o que concorda
com o elevado desvio padrdo das médias de EPO.

26

24 4
20 4
S 16
84 12 -
8-
4 - 1 1

— —

20

O EPO minimo
B EPO maximo

0 T
Apos coleta

24h

48h

Periodo

Figura 1. Niimero minimo e maximo de espermatozodides que penetraram por ovocito (EPO) para cada periodo de

acondicionamento (apds a coleta, 24 ¢ 48 horas).

Na Tab. 3 sdo descritas as médias do nimero
de espermatozoides que penetraram por ovocito (EPO)
para cada uma das duas coletas de sémen, bem como o
ranking médio. Para coleta 1, a média de EPO apo6s a
coleta, 24 e 48 horas de acondicionamento foi de 4,4 +
4,6, 3,7 £ 49 e 3,4 + 3,5, respectivamente. Ja para a
coleta 2, a média foi de 4,0 £3,6,3,1 £3,9¢ 2,6 £3,9,
a cada 24 horas. Para o PEVI ap6s 24 e 48 horas de

acondicionamento ndo foi observada diferenca (P >
0,05) do ranking sendo, porém, observada diferenga (P
< 0,05) apds a coleta. E possivel que esta diferenca
seja conseqiiéncia de algum efeito associado ao pro-
cessamento do sémen nesta coleta em especifico, ainda
que o sémen utilizado estivesse de acordo com as re-
comendagdes minimas de qualidade para a dilui¢do e
posterior acondicionamento (Almond et al., 1998).

Tabela 3. Ranking médio e médias de espermatozdides que penetraram por ovocito (EPO) em cada periodo (apos
a coleta, 24 ¢ 48 horas de acondicionamento) em cada coleta de sémen.

Periodo Coleta 1 Coleta 2
Ranking EPO + DP* Ranking EPO + DP*
Apds a coleta 207,2 a 44+46 177,8 b 40+3,6
24 horas 183,8 ¢ 3,7+49 176,9 ¢ 3,1+39
48 horas 178,1d 3,4+3,5 165,0d 2,6 +3,9

Valores para o ranking com expoentes diferentes na mesma linha diferiram por pelo menos P < 0,05

* DP = Desvio Padrao
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As médias de EPO e o ranking médio, a ca-
da periodo (ap6s a coleta, 24 e¢ 48 horas de acondi-
cionamento), por tratamento sdo descritas na Tab. 4,
ndo sendo observadas diferencas (P > 0,05) para o
sémen diluido com o PIGPEL-5 ou com o BTS. Para
o diluente PIGPEL-5 a média de EPO apos a coleta,
24 e 48 horas de acondicionamento foi de 4,3 + 4,2,
3,7+ 5,0 e 2,8 £ 3,4, respectivamente. J& para o di-
luente BTS foi de 4,1 £4,1,3,6+3,9e2,8+40,a
cada 24 horas. Em outro estudo, Martinez et al.,
(1993) observaram, utilizando sémen apos a coleta,
uma média de EPO de 7,4, sendo, portanto, superior
as encontradas neste experimento. Porém, o fato des-
te trabalho ter utilizado um namero inferior de ovo-
citos (n = 170) em relagdo ao presente experimento

(1.168), pode ter provocado alguma influéncia nos
resultados obtidos. Ja Xu et al, (1998) obtiveram
um numero de EPO que variou de 3,3 a 18,7, o que
se aproxima dos achados deste estudo que obteve
médias de EPO apos a coleta de 4,3 (PIGPEL-5) e
4,1 (BTS) com um elevado desvio padrdo para cada
média (Tab. 4). No estudo de Xu et al., (1998) esta
variagdo foi atribuida a capacidade fertilizante dos
diferentes machos utilizados. J& no presente experi-
mento, ndo foram observados efeitos (P > 0,05) do
pool utilizado sobre o nimero de EPO em nenhum
dos trés periodos, bem como para a taxa de penetra-
¢do in vitro, ndo se podendo relacionar, portanto, os
resultados com a capacidade fecundante dos diferentes
pools utilizados.

Tabela 4. Ranking médio e médias de espermatozoides que penetraram por ovocito (EPO) em cada periodo (apos
a coleta, 24 ¢ 48 horas de acondicionamento) para o tratamento PIGPEL-5 ¢ BTS.

Periodo PIGPEL-5 BTS
Ranking EPO + DP* Ranking EPO + DP*
Apos a coleta 203,3 43142 185,3 4,1£4,1
24 horas 179,8 3,7£5,0 184,5 3,6£39
48 horas 157,6 28+3,4 174,8 2,8+4,0

Valores para o ranking na mesma linha néo diferiram por pelo menos P > 0,05

* DP = Desvio Padrao

As freqiiéncias para taxa de penetragdo in vi-
tro para sémen proveniente da coleta 1 e 2, logo apds a
coleta e as 24 e 48 horas de acondicionamento sao de-
monstradas na Tab. 5. Diferengas ndo foram observa-
das (P > 0,05) entre a taxa de penetragdo para qualquer

dos trés periodos tanto na coleta 1, como na coleta 2. A
taxa de penetracdo para a coleta 1 ap6s a coleta, com
24 e 48 horas de acondicionamento foi de, respectiva-
mente, 55,6%, 48,3% e 46,5%, enquanto que para a
coleta 2 foi de 53,5%, 51,7% e 44,4%, a cada 24 horas.

Tabela 5. Freqiiéncias para taxa de penetragdo in vitro para a coleta de sémen 1 e 2, logo apds a coleta ¢ as 24 ¢

48 horas de acondicionamento

Coleta Periodo
Ap6s a coleta (%) 24 horas (%) 48 horas (%)
Coleta 1 55,6 48,3 46,5
Coleta 2 53,5 51,7 44 4

*Freqiiéncias na mesma coluna ndo diferiram de acordo com o teste x2 (P>0,05)

Ja para as freqiiéncias para taxa de penetragdo
in vitro para sémen diluido com PIGPEL-5 e com
BTS, apos a coleta e as 24 e 48 horas de acondicio-
namento sdo demonstradas na.Tab. 6. A taxa de pe-
netragdo para o sémen acondicionado com PIGPEL-
5 (54,6%) logo apods a coleta foi numericamente in-
ferior a do BTS (63,8%), sendo que as 24 horas de
acondicionamento esta diferenca reduziu (53,3%
para PIGPEL-5 e 55,3% para BTS), tendo-se, as 48
horas de acondicionamento, uma maior taxa de
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penetragdo para o PIGPEL-5 (52,9%) do que para
BTS (45,4%). Nao foram observadas diferengas (P >
0,05), entre os tratamentos em qualquer dos periodos.

Neste estudo, observou-se uma taxa de pene-
tracdo utilizando-se o diluente PIGPEL-5, independen-
te do pool ou periodo de acondicionamento, de 55,9%,
que mesmo sendo inferior aos 68% observados em
outro estudo utilizando sémen suino congelado (Cor-
dova et al., 1997) ¢ compativel com a taxa de penetra-
¢do geral observada neste estudo quando usado o dilu-
ente BTS (54,1%).
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Tabela 6. Freqiiéncias para taxa de penetracdo in vitro para cada tratamento (PIGPEL-5 e BTS) apos a coleta do
sémen e as 24 e 48 horas de acondicionamento apos dilui¢do

Tratamento Periodo
Apds a coleta (%) 24 horas (%) 48 horas (%)
PIGPEL-5 54,6 53,3 52,9
BTS 63,8 55,3 45,4

*Freqiiéncias na mesma coluna ndo diferiram de acordo com o teste x> (P > 0,05)

Conclusio

Os resultados deste experimento demonstram
que o diluente PIGPEL-5 produz adequadas taxas de
penetracdo in vitro apds o acondicionamento de s€émen
suino a temperatura de 5°C.
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