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RESUMO

A inseminacgdo artificial, em suinos, empregando machos criados em centrais de
inseminacao, proporciona um melhor aproveitamento e desempenho reprodutivo, além de selecdo
geneética. Células espermaticas do ejaculado suino sdo sensiveis ao frio e calor. Este trabalho
analisou a qualidade do sémen de suinos em termos de motilidade dos espermatozoides e a
atividade antimicrobiana de diluentes empregados no setor de inseminacdo. Todos diluentes,
especialmente nas primeiras 48 horas de coleta do sémen, apresentaram manuten¢do da adequada
motilidade dos espermatozoides. Apenas diluentes adicionados de antibi6ticos foram efetivos
quanto a contaminagfes bacterianas no sémen. Boas praticas de manuseio e assepsia contribuem
para a minimizacao ou extingdo no emprego de antimicrobianos nos diluentes.

Palavras-chave: Inseminacdo, motilidade espermatozoides, atividade antimicrobiana, diluentes.

ABSTRACT

Artificial insemination, in swine, using males raised in insemination centers, provides
better utilization and reproductive performance, as well as genetic selection. Sperm cells of the
swine ejaculate are sensitive to cold and heat. This work analyzed the quality of porcine semen in
terms of sperm motility and the antimicrobial activity of diluents used in the insemination sector.
All diluents, especially in the first 48 hours of semen collection, maintain the adequate motility of
the spermatozoa. Only added diluents of antibiotics are effective for bacterial contamination in
semen. Good handling and asepsis practices contribute to the minimization or extinction of the use
of antimicrobials in the diluents.
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INTRODUCAO

A inseminacdo artificial, em suinos, € uma técnica simples e amplamente utilizada na
suinocultura. Os machos sdo criados em centrais de inseminacgdo para proporcionar um melhor
aproveitamento e consequente desempenho reprodutivo, proporcionando a selegdo genética
(ACBS,2014).

As células espermaticas do ejaculado suino sdo sensiveis ao frio e calor.Qualquer mudanca
repentina de temperatura age como tensor térmico para a consequente perda da viabilidade do
espermatozoide, fazendo com que a conservacao da dose de sémen seja comprometida. Em adicao,
a forma de armazenamento e o diluente utilizado também podem interferir na viabilidade dos
espermatozdides (BARROS et al., 2016).

Os diluentes sdo constituidos por elementos quimicos, responsaveis por manter o
espermatozoide vidvel até 0 momento da inseminacéo, estabilizando o pH, inibindo o crescimento
bacteriano e aumentando o volume do ejaculado. As Centrais de producdo de sémen suino,
normalmente, utilizam dois tipos de diluentes:os de longa duracdo, que prolongam a vida
doespermatozoide por cinco ou mais dias e o0s de curta duragdo, que preservam a
viabilidadeespermatica por até trés dias (BORTOLOZZO; WENTZ; DALLANORA, 2005).

A biota bacteriana doejaculado é variavel, pois depende da forma que é realizada a coleta,
bem como dos cuidados dispensados durante o processamento das amostras.Os microrganismos de
ocorrénciamais frequente no sémen sdo Staphylococcusspp, Proteusspp, Pseudomonassppe
Escherichia coli (BATISTA et al., 2013).

O teste de motilidade é muito importante pois 0s espermatozoides precisam estar vivos e
moveis para alcancar o ovdcito, para que aconteca a fecundagdo. E um método réapido e facil, de
baixo custo, que proporciona a selecdo do ejaculados para inseminacdo, sendo que para que nédo
haja comprometimento da fertilizagdo, a motilidade precisa ser maior de 60% (BARROS et al,
2013).Entretanto, as centrais de producdo de sémen suino costumam descartar ejaculados com
porcentagens a baixo de 80% (ABCS, 2014).

O presente estudo tem como objetivo analisar a qualidade de sémen suino sob a influéncia

de diluentes em uma central de producdo de sémen suino no interior do Rio Grande do Sul.



METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de uma Central de Produgdo de Sémen
(CPS), no municipio de Estrela/RS, utilizando ejaculados provenientes de suinos reprodutores, em
fase de treinamento, com idades entre seis e sete meses, de raca Hibrida.

Foram analisados ejaculados de oito machos, para a coleta do sémen. Utilizou-se a técnica
de méo enluvada descrita por PoulHyttel, Fred SinowatzeMortenVejlsted, (2014), utilizando-se um
copo térmico (36°C) para acondicionamento. Como critério de selecdo, o ejaculado foi submetido a
uma avaliacdo macroscopica, sendo avaliado pelo aspecto, cor e odor. Os ejaculados que
apresentaram anormalidades na cor, odor ou aspecto, foram descartados, resultando na selecdo de
cinco ejaculados viaveis.

Cada ejaculado foi diluido com trés diluentes diferentes, a fim de identificar distin¢bes de
efetividade entre os mesmos. Foi realizada a avaliacdo morfoldgica espermatica, identificando se
houve variagdo do espermatozoide, bem como a qualidade na motilidade dos mesmos.

Os diluentes utilizados foram: 1) Suidil®, 2) Minutube®e 3) Minitube® com dose extra de
antibiético + 0,5ml por litro de Enrofloxacino 10%. Cada amostra foi preparada em um tubo
eppendorf, com 810ul de diluente e 90ul de sémen in natura.

Para a avaliacdo da motilidade, foram realizadas um total de cinco amostras para cada
reprodutor, diluidas com os trés diluentes e conservadas a 16°C, sendo as amostras analisadas em
intervalos definidos como tempo 0:00horas, 24:00horas, 48:00horas, 120:00horas e 144:00horas.

A avaliacdo microscépica foi realizada mediante o emprego de camaras de contagem no
microscépio em objetiva de 10x, com o auxilio de sistema automatizado Sperm Vision®, que
disponibiliza resultados de motilidade espermaética a partir do percentual de células mdveis, bem
como a visualizagdo dos espermatozoides, para avaliacdo da morfologia espermatica. As amostras e
as camaras de contagem foram aquecidas a 36°C, por 10 minutos, evitando a interferéncia de
temperaturas inadequadas (TONIOLLI et al., 2015).

Os ejaculados foram identificados por moédulos numéricos de seis digitos, conforme
relacdo de identidade privada dos suinos reprodutores utilizados no estudo.

Para observacdo da atividade antimicrobiana dos diluentes, foram realizados testes frente
aos microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Escherichia coli (ATCC 25922),
adquiridos do American TypeCultureCollection (ATCC). Os microrganismos obtidos a partir das

culturas estoque foram transferidos para tubos contendo agar nutriente e mantidos a 37°C +/- 1°C,



por 24 horas, de modo a obter subculturas. Os indculos bacterianos foram preparados a partir das
subculturas e mantidos em condicGes Otimas de crescimento para cada microrganismo por 24 horas.

Apos o periodo de incubagdo, os indculos foram ajustados, com auxilio de uma escala de
turbidez de McFarland, de modo a apresentarem uma concentracdo aproximada de 1.5 x
108UFC/mL. O meio de cultura empregado para a manutencdo dos microrganismos e elaboracéo
das subculturas foi 0 meio N° 1 de Grove- Randall, enquanto os inéculos foram preparados
utilizando-se o meio N° 3 de Grove-Randall. As atividades antimicrobianas dos diluentes foram
avaliadas separadamente, utilizando-se o método de difusdo em &gar, como descrito por
Schapovalet al. (1988). Aliquotas de 20 mL de meio N° 11 de Groove Randall, recém preparado,
foram distribuidas em placas de Petri (20x100 mm). Porcdes de 5 mL de meio N° 11 contendo o
indculo bacteriano (0,5%) foram distribuidas diretamente sobre a superficie das placas obtidas.

As placas foram deixadas em repouso por 5 minutos e cilindros de vidro (sete por placa)
foram distribuidos, com auxilio de pinca esterilizada, sobre a superficie das placas inoculadas.
Volumes de 200 pL dos diluentes Suidil®, Minutube® e Minitube® com dose extra de antibiético
(Enrofloxacino 10%) foram aplicados em cinco cilindros de cada placa. Em todas as placas, dois
dos cilindros foram usados como controle (200 uL. de agua). No centro de cada placa, um disco de

papel contendo cloranfenicol (30ug) foi utilizado como controle positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia dos espermatozoides foi observada, levando-se em consideracdo 0s
parametros descritos na literatura. Todos os ejaculados apresentaram morfologia espermatica
adequada aos padrées da normalidade.

O ejaculado do reprodutor 102535 apresentou espermatozoides com gota proximal,
entretanto, encontra-se dentro dos padrdes da normalidade, pois de acordo com Sergi Bonet(2000),
a gota proximal pode aparecer nos casos em que 0 macho possui idade inferior a 12 meses. Este
reprodutor precisa de um acompanhamento morfoldgico.Apos 12 meses, persistindo a gota
proximal, o reprodutorperde o status de reprodutor para inseminacao, visto a consequente redugdo
da taxa de fertilizacéo.

Em relacdo a motilidade dos ejaculados, deve ser levada em consideracdo a idade dos
reprodutores, mas pode-se dizer que houve diferencas entre os diluentes. Os resultados foram

apresentados nas tabelas I, 11 e I11.



GRAFICO | — Resultados da motilidade espermatica utilizando o diluente Minitube®.
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Fonte: da autora.

O reprodutor 102524 apresentou espermatozoides com motilidade de80% (OH); 81%
(24H); 86% (48H); 80% (120H) e 76% (144H), demonstrando uma melhora, desde o momento da
coleta até 48h. Apds este periodo, é observado decréscimo, até as 144h.

O reprodutor 102534 apresentouespermatozoides com motilidade de86% (0H); 82,00%
(24H); 84% (48H); 91% (120H) e 87% (144H), demonstrando uma queda desde 0 momento da



coleta até o dia seguinte, mas obteve um pico em 120h, onde voltou a apresentar importante queda,
até 144h.

O reprodutor 102535 apresentou espermatozoides com motilidade de 90% (OH); 77%
(24H); 85% (48H); 87% (120H) e 86% (144H), demonstrandouma queda desde o momento da
coleta, até o dia seguinte. Entretanto, apés 24h, ouve uma melhora significativa do parametro
avaliado, visto que, em 48h, houve alcance de modulo com expressdo ascendente.

O reprodutor 102537 apresentou espermatozoides com motilidade de87% (OH); 84%
(24H); 82% (48H); 86% (120H) e 80% (144H), demonstrando valores de motilidade variaveis, visto
que seus valores aumentam e diminuem sem um parametro fixo. Entretanto, ele manteve-se dentro
de sua porcentagem de suficiéncia (de 80% a 89%).

O reprodutor 102598 apresentou espermatozoides motilidade de80% (OH); 71% (24H);
83% (48H); 90% (120H) e 87% (144H), demonstrando valores variaveis, também sem um
parametro, emboratenha havido melhora significativa em 120h, tendendoa diminuicdo apds este

periodo.

GRAFICO Il — Resultado da motilidade espermatica utilizando o diluente Suidil®.
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O reprodutor 102524 apresentou espermatozoides com motilidade de74% (OH); 81%
(24H); 80% (48H); 76% (120H) e 72% (144H), demonstrando uma melhora desde a coleta até
120h, seguido de uma queda até 144h.

O reprodutor 102534 apresentouespermatozoides com motilidade de89% (0H); 86%
(24H); 80% (48H); 76% (120H) e 81% (144H), demonstrando uma queda gradual até 120h, seguido
de um pico em 144h.

O reprodutor 102535 apresentou espermatozoides com motilidade de62% (OH); 76%
(24H); 77% (48H); 76% (120H) e 84% (144H), demonstrando uma melhora desde 0 momento da
coleta até 144h, mostrando uma evolugao, visto que 62% é um valor a baixo do esperado.

O reprodutor 102537 apresentou espermatozoides com motilidade de83% (OH); 78%
(24H); 77% (48H); 71% (120H) e 68% (144H), demonstrando uma queda gradativa desde a coleta
até 144h.

O reprodutor 102598 apresentouespermatozoides com motilidade de75% (0H); 53%
(24H); 71% (48H); 80% (120H) e 70% (144H), demonstrando uma queda brusca 24h ap6s a coleta,

seguido de uma melhora em 48h e uma piora em 144h.

GRAFICO |11 — Resultado da motilidade espermatica utilizando o diluente Minutube®+

antibidtico Enrofloxacino 10%o.
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Fonte: da autora.

O reprodutor 102524 apresentou espermatozoides com motilidade de84% (OH); 74%
(24H); 79% (48H); 76% (120H) e 67% (144H), demonstrando valores de motilidade variaveis, visto
que seus valores aumentam e diminuem sem um parametro.

O reprodutor 102534 apresentou espermatozoides com motilidade de92% (OH); 79%
(24H); 90% (48H); 89% (120H) e 89% (144H), demonstrando uma queda em 24h, seguido de uma
melhora significativa em 48h,outra queda em 120h, mas mantendo-se estavel até 144h.

O reprodutor 102535 apresentou espermatozoides com motilidade de90% (OH); 84%
(24H); 84% (48H); 80% (120H) e 82% (144H), demonstrando valores de motilidade variaveis, com
melhoras e pioras no decorrer dos dias.

O reprodutor 102537 apresentouespermatozoides com motilidade de85% (OH); 78%
(24H); 78% (48H); 83% (120H) e 81% (144H), demonstrando uma queda em 24h, mantendo-se
estavel até 48h, seguido de melhora em 120h e queda e, 144h.

O reprodutor 102598 apresentou espermatozoides com motilidade de88% (OH); 65%
(24H); 76% (48H); 85% (120H) e 84% (144H),demonstrando valores de motilidade variaveis,
seguido de uma piora drastica em 24h, com uma melhora em 48h até 144h.

Referente a motilidade, a diferenca entre os diluentes, apresentou mudangas néo
significativas. Estes apresentaram resultados muito semelhantes, porém pode-se dar uma atencéo no
periodo entre Oh a 48h nos trés diluentes. De acordo com as tabelas apresentadas, os reprodutores
102524 e 102534 obtiveram melhores resultados com os diluentesMinitube®e Suidil®. O reprodutor
102535 obteve melhores resultados com o diluente Minitube®+ dose extra de antibiético. Os
reprodutores 102537 e 102598 obtiveram melhores resultados com o diluente Minitube.

Os dados ratificam as observacdes de Favero et al (2003), que reporta que ainseminagao
deve acontecer durante o periodo de cio da fémea, sendo que podem ser realizadas trés
inseminacgdes por cio. A primeira dosedeve acontecer 12 horas ap6s a fémea aceitar o0 macho,
indicando que poderia ser realizada a monta. A segunda deve ser realizada até 24 horas apos a

primeira e, caso aporca ainda esteja aceitando o macho, a terceira precisa serrealizada 12 horas ap0s
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a segunda dose. Deste modo, 0 espermatozoide precisa estar com motilidade alta entre o periodo de
12h & 48h, para garantir uma fecundagéo.

A anélise dos resultados de atividade antimicrobiana dos diluentes demonstrou que
somente o diluente Minitube®com dose extra de antibiético Enrofloxacinoapresentou atividade

contra S. aureus e E. coli, em qualquer diluicdo empregada.

CONCLUSAO

Em referéncia a motilidade de espermatozoides de suinos, considerando a porcentagem de
atividade adequada para uso do diluente, os diluentes Minitube e Suidil apresentam resultados mais
satisfatoriosnas primeiras 48horas, indicando a ndo necessidade do uso de uma dose de antibiotico
no diluente Minitube®.

A atividade antimicrobiana dos diluentes apresenta suficiéncia em qualquer diluicéo
empregada, quando na adi¢do de antimicrobianos. Cabe ressaltar que as boas praticas de manuseio e
assepsia adotadas contribuem para a minimizacdo no emprego de antimicrobianos nos diluentes,
melhorando dados de garantia da qualidade do sémen de suino quanto a viabilidade global e a

motilidade particular dos espermatozoides.
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