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Até onde é possivel reduzir o numero de espermatozdides
empregados na inseminacao artificial intra-cervical em suinos sem
comprometer a fertilidade ?

How far is it possible to reduce the number of spermatozoa after intra-
cervical insemination in swine without compromising fertility ?

Fernando Pandolfo Bortolozzo, Ana Maria Groehs Goldberg & Ivo Wentz

INTRODUCAO

O emprego da inseminacao artificial (IA) em suinos tem aumentado consideravelmente nas duas ultimas
décadas. Entretanto, comercialmente, pouca alteracao tem sido observada no nimero de doses possiveis de serem
produzidas a partir de um ejaculado. Utilizando a técnica tradicional de IA, com a deposicao intra-cervical da dose de
sémen, a industria suina tem empregado 2,5-4 bilhdes de espermatozdéides por dose, depositados duas a trés vezes
ao longo do estro. Isso limita 0 numero de doses produzidas em média por ejaculado a, aproximadamente, 20-25 [19].
Considerando que uma matriz é inseminada 2,4-2,6 vezes ao ano, com uma média de 2,2 a 2,7 doses por estro, cada
fémea necessitara ao redor de 5 a 7 doses de sémen ao ano. Nesse sentido, se forem empregadas doses entre 2,5
e 4 bilhdes de espermatozodides, cada matriz necessitaria de 12,5 a 28 bilhdes de espermatozdides ao ano. Ou seja,
utilizando o conhecimento que se tem no momento, observam-se situagées em que ha uma variagao de até 125% na
demanda necessaria de sémen. Para aumentar a eficiéncia no numero de espermatozoides de cachacgos de mérito
genético alto, varios procedimentos podem ser empregados, como altera¢des na estratégia de |IA (reduzindo o
numero de IA por estro) e redugcdes no nimero de espermatozdides por doses [7,19]. A reducao de espermatozdides
pode ser obtida empregando novas técnicas de deposi¢cdo do sémen no trato genital feminino. Segundo Krueger e
Rath [16], é possivel reduzir em até 100 vezes o numero de espermatozoides empregados em uma dose tradicional
se a deposicéao for feita de forma cirdrgica proximo a juncao Utero-tubarica. Nesse sentido, foram aprimoradas
algumas técnicas que permitem a deposicdo do sémen no interior do corpo uterino — A pds-cervical [38,42] ou no
interior do corno uterino — A intra-uterina profunda [ 20, 21,33]. Essas técnicas permitem uma consideravel reducéo
no numero de espermatozéides aplicados, entretanto apresentam algumas limitacdes que ainda impedem seu uso
comercial em larga escala. Para maiores detalhes nesse assunto é possivel consultar Vazquez et al. [34,35], Martinez
et al. [19] e Bortolozzo et al. [6]. No entanto, o objetivo da presente revisao é abordar qual o nimero minimo de
espermatozoéides que podem ser empregados em doses utilizadas na IA tradicional (com deposicao intra-cervical) e
quais os fatores que influenciam no desempenho reprodutivo advindos de varia¢cdes na quantidade de espermatozoides
empregados nessa técnica de IA.

| - DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO ESPERMATICA

A concentragao espermatica é fundamental para a determinacao do numero total de espermatozoides do
ejaculado, permitindo desta forma, o calculo do nimero de doses que podem ser obtidas do mesmo. Na espécie
suina, este parametro pode ser avaliado através da contagem direta em camara hemocitométrica, pelo
espermodensimetro de Karras, fotocolorimetria ou contagem eletronica de particulas [9].

A contagem em camara hemocitométrica é considerado o método mais preciso, estando diretamente
relacionado com o alto numero de células contadas, a diluicdo do sémen e a distribuicdo homogénea na cdmara de
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contagem [9]. Entretanto, € muito trabalhoso, requer méo-de-obra qualificada e habilidosa, sendo indicado para centrais
de IAs (ClAs) pequenas. Quando a mao-de-obra destas centrais € limitada, pode-se utilizar o espermodensimetro de
Karras. Este método baseia-se na turbidez de uma amostra de sémen diluido, colocada no interior do aparelho, no qual
procede-se a leitura da escala presente no recipiente. Por ser um método empirico, pode ocorrer um aumento na
margem de erro, principalmente, se os devidos cuidados com a diluicdo n&o forem tomados [40,41].

A fotocolorimetria € uma técnica indireta de determinagao de células da amostra através do grau de
absorbancia de luz pelo ejaculado. Os aparelhos atuais sé&o comercializados com uma calibra¢édo especifica para o
sémen suino, sendo um método pratico e simples para ser utilizado em centrais de coleta maiores. As falhas
observadas com seu uso estéo, geralmente, relacionadas a variagdes individuais dos doadores, como opalescéncia
ou aglutinagdes no ejaculado, ou devido a caréncia de manutencéo do equipamento [4].

A contagem eletrnica de particulas, através do coulter counter, permite uma rapida determinacéo da
concentracao, porém esta foi subestimada ao ser comparada com a contagem na cadmara hemocitométrica. Um dos
provaveis motivos podem ser as aglutinagdes, que formam particulas maiores nao sendo identificadas como
espermatozdides pelo aparelho. Este método permite a avaliacdo répida e precisa de um grande numero de amos-
tras, porém necessita de afericao dos resultados, cuidados especiais de manutengéo e limpeza constantes, além de
possuir custo elevado.

Mais recentemente, CIAs de grande porte tem empregado métodos de analise computadorizada nos
ejaculados. Essas metodologias permitem, dentre outros, a determinacéo da concentracéo do ejaculado baseado na
contagem direta dos espermatozdéides durante a realizagao da analise de motilidade, uma vez que um volume
conhecido de sémen é analisado.

O método a ser empregado deve ser escolhido conforme a viabilidade técnica e econémica de cada
central. Entretanto, nunca deve ser esquecida a importancia de calibrar e aferir periodicamente os aparelhos, bem
como conferir se as doses produzidas possuem o nimero correto de espermatozéides, visando sempre o controle
de qualidade [9].

Il - FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR NA DEFINICAO DO NUMERO DE
ESPERMATOZOIDES A SEREM EMPREGADOS POR DOSE

No passado, inumeros trabalhos foram realizados avaliando variagdes simples no niumero de
espermatozoides colocados em cada dose, entre os quais pode-se citar Baker et al. [2], Colenbrander et al. [11],
Mercat et al. [22], Park et al. [25] e Marchetti et al. [18]. E claro que com a evolug&o técnica, com o aprimoramento
na rotina e com a melhora na qualidade dos insumos empregados na IA; foram observadas diferencas no nimero de
espermatozoides empregados ao longo das ultimas 2-3 décadas. De forma geral conclui-se que, ao empregar a IA
intra-cervical, resultados satisfatérios sao obtidos com doses contendo entre 2,5 e 4 bilhdes de espermatozdides.
Entretanto, mesmo nas inseminagdes realizadas corretamente, levando em consideracéo a técnica empregada e o
momento da realizacéo, inumeros fatores influenciaréo na definicdo de um nimero minimo de espermatozoéides em
cada dose. Alguns destes estdo ao nosso alcance e podem ser controlados, outros, entretanto, séo ainda objetos de
estudo. Sao eles:

1 -Doador de sémen

A 1A é uma realidade junto a suinocultura tecnificada mundial e a necessidade de machos doadores de
sémen em quantidade e qualidade adequadas é imprescindivel, uma vez que cada animal é responsavel pela
prenhez de um grande numero de fémeas do plantel.

A avaliacao clinica dos reprodutores e o exame do ejaculado permite eliminar doadores que apresentem
infertilidade, porém nem sempre é possivel identificar os sub-férteis da populagdo. Alguns pesquisadores [15,27]
nao encontraram relacao confidvel entre as avaliagbes de motilidade durante o armazenamento e morfologia do
sémen, com os dados de fertilidade in vivo. Porém, a redugcao do numero de espermatozoides por dose pode
evidenciar tanto machos com baixa fertilidade, como aqueles com fertilidade superior, que passariam despercebidos
empregando doses com o numero tradicional de espermatozoéides. Como pode ser observado na Figura 1, alguns
machos atingem a taxa de fertilidade alvo com 2 bilhdes de espermatozdides (ou menos) enquanto outros necessi-
tam de 3 bilhdes, sendo que um numero maior de espermatozéides por dose nao reflete um aumento da fertilidade.
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Figura 1. Taxa de fertilidade alvo em funcao do nimero de espermatozdéides por dose de acordo com o reprodutor

Mezalira et al. [23] realizaram um estudo no qual foram utilizados os ejaculados de 4 machos para inseminar,
intra-uterinamente, 211 fémeas. Os 4 reprodutores estavam alojados em uma central de IA e suas doses eram
aprovadas e empregadas na rotina de um programa de IA. Ao empregar no experimento, as doses foram avaliadas
quali- e quantitativamente e também foram submetidas a uma avaliagao da motilidade por um periodo de 10 dias,
onde foram observadas diferencas entre os reprodutores. As doses inseminantes apresentavam 0,25,0,5e 1,0x 10°
espermatozoides, sendo que apenas uma inseminacao foi realizada por fémea no periodo de 0 — 24 horas antes da
ovulacdo. Os autores ndo encontraram diferencas na taxa de prenhez entre os tratamentos. Entretanto, quando esta
taxa foi avaliada entre os machos, pdde-se observar claramente uma diferenga de fertilidade entre eles. Enquanto no
macho D observou-se uma taxa de prenhez de 20, 55,6 e 60%, respectivamente, para doses com 0,25, 0,5e 1,0 x
10° espermatozdides, o macho C demonstrou taxas de prenhez superiores a 95% nas diferentes doses (Figura 2).
Devido ao numero de matrizes empregadas, nao foi possivel avaliar adequadamente o efeito dos reprodutores e do
numero de espermatozéides empregados na dose sobre o nimero de embrides viaveis, estimando assim o tamanho
daleitegada.

No entanto, sabe-se que o tamanho da leitegada pode variar entre cachagos quando 0 mesmo numero de
espermatozoides é empregado na dose [14]. Além disso, para alguns cachagos, o aumento no numero de
espermatozoides na dose resulta em um aumento no tamanho da leitegada. Entretanto, a magnitude da resposta no
tamanho da leitegada frente a um aumento no nimero de espermatozoéides na dose ndo é a mesma para todos os
machos [14].

Xu et al. [43] trabalhando com fertilizac&o in vitro, avaliaram 6 doadores, com fertilidade comprovada, e
observaram que apenas um, quando comparado com os demais, demonstrou baixos valores para taxa de penetra-
¢ao, taxa de polispermia, nimero médio de espermatozdides por odcito penetrado e aderido e alta taxa de monospermia,
indicando que a fertilizacao in vitro € capaz de demonstrar machos sub-férteis em um estagio mais precoce que as
avaliacdes de rotina.
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Figura 2. Taxa de prenhez ap6s a |A uterina com 0,25 0,5 e 1,0 bilhdo de espermatozéides por dose de acordo com o macho

Fonte: Mezalira et al. [23]

2 - Intervalo entre a IA e a ovulacao

O intervalo entre a IA e a ovulagéo (IAQV) influencia a taxa de fecundagéo em suinos, pois acredita-se que
os espermatozoéides permanegam viaveis para fecundar a populagao de odcitos por um periodo maximo de 24 horas
antes da ovulacao e os odcitos, por sua vez, devem ser fecundados logo apds a ovulagéo por espermatozoides
capacitados. Trabalhos realizados para verificar qual seria 0 melhor intervalo entre IA e a ovulagéo concluiram que
este periodo difere entre porcas e leitoas. Além disso, pode ser especulado que alguns doadores atingem melhores
resultados de acordo com o intervalo IAOV.

Trabalhando com multiparas, Soede et al.[31] avaliaram o efeito da IA realizada em diferentes intervalos,
antes e apos a ovulagéo (48 horas antes até 16 horas apos), sobre a taxa de fecundacgao, o desenvolvimento
embrionario precoce e o nimero de espermatozoides acessorios. Os resultados encontrados mostraram que quando
a |A foi realizada no periodo de 0 — 24 horas antes da ovulagéo, o percentual de embrides normais foi significativa-
mente maior do que nas |As realizadas antes e depois deste intervalo. Além disto, um baixo nimero de espermatozoéides
acessorios foi encontrado na zona peldcia quando o intervalo entre a |IA e a ovulagao foi maior que 24 horas. Isto
pode estar relacionado ao envelhecimento e morte dos espermatozdides em funcéo de radicais livres e substancias
oxidativas, existentes no trato genital feminino, que lesam seu nucleo e aumentam a incidéncia de morte embriona-
ria. Nissen et al. [24] avaliaram o desempenho reprodutivo de porcas inseminadas entre 36 horas antes e 9 horas
apos a ovulacdo. Os resultados encontrados, ao observar a taxa de parto e tamanho de leitegada, demonstraram que
o intervalo ideal para realizar a |A foi de 28 horas antes até 4 horas apds a ovulagéo.

Avaliando leitoas, Waberski et al. [36] estudaram a taxa de fecundacao em diferentes intervalos 1AQV,
utilizando doses com 2 bilhdes de espermatozdides. Os autores concluiram que o intervalo ideal para inseminar esta
categoria situa-se entre 0-12 horas antes da ovulacao. Entretanto, o periodo avaliado foi somente de 0-16 horas antes
da ovulagéo, sendo o grupo de 12-16 horas pouco representativo (apenas 5 animais). Bortolozzo et al. [8] avaliaram
102 leitoas, utilizando doses com 4 bilhdes de espermatozoides, e observaram que as inseminagdes realizadas com
um intervalo entre 16 e 24 horas anteriores a ovulacao, apresentaram taxa de prenhez de 88,9%, ja naquelas com
intervalo de 0 a 16 horas, a taxa foi de 100% (P=0,08). O niumero de embrides também diminui a medida que o
intervalo entre inseminacgéo e ovulagdo aumenta, o que pode ser devido a um ndmero insuficiente de espermatozdides
no oviduto no momento da ovulagdo. Os autores concluiram que as leitoas apresentam uma taxa de prenhez
reduzida quando o intervalo é superior a 16 horas. Esta diferenca de intervalo ideal IAOV encontrada entre os dois
trabalhos pode ter ocorrido, tanto em fungao do numero de espermatozdides utilizados nas doses, como pelo redu-
zido numero de animais avaliados no grupo de 12-16 horas no primeiro estudo.
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Bennemann et al. [3] observaram 218 leitoas com o objetivo de avaliar 3 diferentes intervalos IAOV (0-12h,
13-23h, 24-30h). Estes animais receberam apenas uma inseminagao com uma dose de 1,5 bilhdes de espermatozoides,
armazenada entre 0 — 48 horas ou 96 — 120 horas. Nas |As realizadas até 23 horas antes da ovula¢do, empregando
as doses armazenadas até 48 horas, as taxas de prenhez foram superiores a 90% e um numero maior do que 14
embrides foi encontrado. Entretanto, quando o intervalo IAOV aumentou para 24 — 30h, a taxa de prenhez diminuiu
para 85,7% e 0 nimero de embrides para 13,2 (Tabela 1). Provavelmente pelo reduzido nimero de animais essa
diferenca ndo foi assegurada estatisticamente.

Tabela 1. Taxa de prenhez (PR), nimero de corpos liteos (CL), nimero total de embrides (TE) e sobrevivéncia embrionaria (SE)
de leitoas inseminadas em diferentes intervalos inseminagé@o — ovulacéo (IAOV) com doses armazenadas por diferentes periodos.

arm;i’:]‘;’;gfto ) AOV(R) PR (%) () n cL* TE* SE (%)*
0-12 93.4 (57/61)° 55 17626 14.1 + 3.0 786 17.52
0-48 1323 91.9 (34/37) 33 18.0 + 3.4 142 + 4.8° 754 20.9°
2430 857 (18/21) 18 171 25 132 3.9 719 21.0°
0-12 78.3 (47/60)° 43 17526 132 + 4.40 733 2372
96-120 1323 7341 (19/26)° 13 16.1£1.7 143 + 472 761 26.0°
24-30 30.8 (4/13)° 4 157 +25 6.5+ 2.1° 319 132

*LSMEANS + DESVIO PADRAO; a,b,c nas colunas P<0,05
Fonte: [3]

3 - Qualidade da dose de sémen empregada

A qualidade da dose inseminante (Dl) esta relacionada a fatores individuais dos machos e inerentes a
tecnologia do sémen, como coleta, manipula¢éo e armazenamento do ejaculado. Uma forma simples, rapida e eficaz
de se avaliar o ejaculado consiste no exame de motilidade. Este parametro esta intimamente relacionado a viabilida-
de, ou seja, a percentagem de células moéveis é altamente correlacionada com a quantidade de espermatozoides
vivos ou viaveis, apesar de nem sempre representar uma correlagao significativa com a fertilidade.

Bortolozzo et al. [5] avaliaram 5 centrais de IA com o objetivo de verificar a qualidade das doses inseminantes.
Para tal foram coletadas amostras de sémen, nas quais foram realizadas diferentes avaliagdes, estando entre elas
0 exame de motilidade. Este foi realizado durante 0 armazenamento por um periodo de 96 horas. O autor concluiu
que existe diferenca na qualidade das doses entre as diferentes centrais. Nas centrais A, B, e E houve uma tendén-
cia a queda linear em relagéo ao tempo. A central C apresentou uma queda brusca da motilidade ja nas primeiras 24
horas, estabilizando apos este periodo e a central D, manteve um comportamento linear até as 48 horas, quando
apresentou uma queda brusca que persistiu até as 96 horas. Portanto, a CIA podera ser a responsavel por uma queda
na performance reprodutiva do rebanho, caso um menor nimero de espermatozdides por dose passe a ser utilizado.
Sendo que assim como um aumento do numero de espermatozdides ndo é capaz de melhorar as taxas reprodutivas,
também nao sera capaz de compensar uma dose de baixa qualidade.

Além disso, existe a correlacéo da qualidade com aspectos inerentes ao macho, cuja viabilidade espermatica
in vitro apresenta um periodo maior ou menor conforme o doador. Reis [28] avaliou se a motilidade durante o
armazenamento (17°C) apresentava o mesmo padrao de comportamento que a morfologia de acrossoma e integrida-
de das membranas, com o objetivo de correlacionar com a fertilidade. Para tal, cinco ejaculados de 31 machos foram
analisados e classificados em 3 grupos (longa, média e curta) conforme durac¢éo da viabilidade in vitro. A autora
concluiu que apenas a motilidade e a integridade de membrana permitem a diferenciacéo entre os machos de maior
e menor duracao da viabilidade a 17°C. Observou ainda que a duracéo da viabilidade espermatica se repete nas
coletas subsequentes, uma vez que os machos de longa duracéo, ndo apresentaram ejaculados de curta duracdo e
os machos classificados como de curta nunca foram classificados como de longa. Entretanto, as amostras de
média duragdo apresentaram tanto ejaculados de longa como de curta duragdo. Uma maior viabilidade in vitro
poderia apresentar uma correlagdo com a fertilidade in vivo e, portanto, essas avaliagbes poderiam ser utilizadas
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para uma diferenciacdo de machos com maior fertilidade, os quais poderiam ter uma redugéo no numero de
espermatozdides por dose. Varios estudos tém sido realizados na tentativa de comprovar essa hipoétese e seus
resultados vém demonstrando que a motilidade ainda parece ser a melhor forma de avaliar a fertilidade do macho.

Xu et al. [44] realizaram 5 diluicbes seriadas no sémen de 3 doadores (A, B e C) e avaliaram suas taxas
de fertilizagdo in vitro e a motilidade nos dias 0 e 7 pds-coleta. A taxa de penetracéo foi baixa em todas as diluicdes
do doador C (p<0,05) quando comparado com os outros machos e foi altamente correlacionada com a motilidade
espermatica no 7° dia pds-coleta. Ruiz-Sanchez et al. [30] realizaram um estudo comparativo entre a motilidade nos
dias 0, 3,7 e 10 e a fertilidade dos machos. Uma forte correlagao positiva também foi encontrada entre a motilidade,
dos dias 7 e 10, e a taxa de penetracao (r=0.84, P=0.009; r=0.88, P=0.01, respectivamente).

Seguindo essa linha de raciocinio, Xu et al. [43] compararam técnicas de fertilizacao e maturag¢ao in vitrocom
a fertilidade in vivo, dos mesmos machos. A avaliacdo in vitro constou de analises morfolégicas e de motilidade. A
fertilizagao in vitro foi avaliada a partir da taxa de penetragao, polispermia, taxa de formagao do pré-ntcleo masculino,
numero de espermatozdides por odcitos e taxa de potenciais embrides. Para a avaliagdo in vivo, foram utilizadas doses
inseminantes com 2 e 3 x 10° espermatozdides, para uma melhor comparagao e para demonstrar o potencial de otimizagcéo
do uso de sémen de machos com alta fertilidade. Esta redugcao no nimero de espermatozoides nao diminuiu a taxa de
parto, porém ocorreu redugcao no tamanho da leitegada, indicando que essa € mais sensivel a mudangas na populagao
espermatica. Os autores concluiram que a morfologia apresenta uma correlagéo positiva com o tamanho de leitegada e
gue as doses contendo 3 x 10° espermatozdides podem mascarar a fertilidade do macho. Através da técnica de fertiliza-
¢ao0 in vitro, estes autores concluiram que a formagao do pré-nucleo masculino é capaz de diferenciar os machos quanto
afertilidade, sendo que aqueles que apresentam formacéo reduzida sdo menos férteis.

Outra avaliagdo qualitativa do ejaculado € o exame morfolégico. Um percentual elevado de células anormais
pode ser indicativo de alteragdes na espermatogénese, na maturagao espermatica ou devido a manipulagcdo impropria do
ejaculado. Através deste exame é possivel descartar reprodutores com ejaculados de baixa qualidade para emprego na
IA. Entretanto, quando os parametros morfoldgicos estao dentro dos limites aceitaveis, o resultado do exame de morfologia
espermatica nao permite estabelecer o real nivel de fertilidade do ejaculado. Os ejaculados sao considerados aceitaveis
guando os defeitos de cabega nao ultrapassam 10% e quando nenhum dos outros defeitos ultrapassarem 5%, individual-
mente, e 10— 15% no total [29]. Segundo o Colégio Brasileiro de Reproducao Animal[10], as alteragdes totais nao devem
ultrapassar 20%. Feitsma et al. [13] analisaram 512.000 ejaculados, provenientes de 2 CIAs, e compararam com dados de
fertilidade de mais de 3 milhdes de 1As, com o objetivo de verificar o que ocorria com a fertilidade em diferentes graus de
alteragGes na morfologia espermatica. Os pesquisadores encontraram uma média de 5,5% de defeitos primarios € 10,1%
de defeitos secundarios, totalizando 15,5% de células alteradas por ejaculado e concluiram que os defeitos sao altamente
correlacionados. Portanto, um ejaculado com alto percentual de um determinado defeito € preditivo para a presenca de
outras anormalidades. Além disto, encontraram uma correlacdo negativa entre o percentual de células anormais e a
fertilidade, ou seja, quanto maior o numero de células anormais, menor a fertilidade. Se ocorrer um aumento de 10% nas
alteracdes espermaticas (de 20 para 30%) o numero de nascidos totais reduz em 0,08 leitdo e a taxa de parto em 0,5%.
Se este sémen, que deveria ter sido descartado, for utilizado, ele produzira um impacto econdmico de 1,5 leitbes a menos,
uma vez que com cada ejaculado é possivel inseminar de 15 a 20 matrizes.

4 - Tempo de armazenamento in vitro da dose de sémen e suas interacées com o intervalo entre a lA e
aovulacéao

Quando o sémen é coletado e armazenado para ser utilizado posteriormente, inicia um processo de
envelhecimento dos gametas, como se fosse um “timer” em contagem regressiva. As células passam para um
ambiente controlado artificialmente e varios fatores influenciam em sua sobrevivéncia futura. Segundo Leeuw et al.
[17], o espermatozéide suino é, particularmente, sensivel ao resfriamento e quando exposto a temperaturas inferio-
res a 15°C, sua taxa de sobrevivéncia diminui. Este fenbmeno é atribuido a altera¢des estruturais e bioquimicas que
levam a ruptura da membrana plasmatica, degeneragao do acrossoma, perda da permeabilidade seletiva da mem-
brana, levando a perda de ions € a liberagéo de enzimas.

A célula espermatica possui uma alta taxa metabdlica e necessita de um constante fornecimento de
energia. Quando o ejaculado € armazenado ocorre degradagao da glicose e consequente produgéo de CO,, H,O e
produtos acidos, como o acido latico, alterando o pH do meio e o periodo de viabilidade espermatica. Para diminuir
estas e outras alteragbes do meio e, consequentemente, das células, os diluentes sdo compostos de tampdes,
estabilizadores de membrana, quelantes de ions metalicos bivalentes (EDTA), antimicrobianos entre outros, na
tentativa de prolongar ao maximo a viabilidade do espermatozdide. Entretanto, todo este sistema metabdlico criado
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artificialmente apresenta um curto periodo de funcionamento, ou seja, a medida que os componentes vao sendo
utilizados, produtos de degradacgéo vao se formando, o meio vai sendo modificado, as células vao envelhecendo e
perdendo a viabilidade [9].

Weitze [39] avaliou se 0 tempo de armazenamento da dose era capaz de diminuir o desempenho reprodutivo
de fémeas suinas. O experimento foi realizado utilizando doses armazenadas por 3 ou 5 dias, sendo estas conser-
vadas com 2 diluentes diferentes, Kiev e BTS. Ao comparar as taxas de parto entre os diferentes periodos de
armazenamento do sémen, o autor encontrou uma reducgéo significativa de 11,8%, para o diluente de Kiev, € 11,9%,
referente ao BTS. Entretanto, o tamanho da leitegada apenas diferiu significativamente no grupo do BTS, onde
ocorreu uma reducao de 0,7 leitdo. No entanto, é necessario levar em consideragao o intervalo IAQV para afirmar que
doses armazenadas por mais de 3 dias, quando utilizadas num periodo préximo a ovulagéo, nao produzem resultados
satisfatorios.

No momento em que 0s espermatozoides sao depositados no trato genital feminino, eles sao rapidamente
direcionados, através de contragdes uterinas, ao reservatorio espermatico, onde irdo sofrer a capacitacao. Acredita-se
que neste local as células permanegam viaveis para fecundar, por um periodo de até 24 horas. Portanto, para se obter
um bom desempenho reprodutivo, € importante que as IAs sejam realizadas num periodo préximo da ovulagéo [9].

Com o objetivo de avaliar o efeito do envelhecimento in vitro e in vivo dos espermatozoides, Waberski et
al. [37] utilizaram doses inseminantes, contendo 2 bilhdes de espermatozdides, com diferentes periodos de
armazenamento e compararam com diferentes intervalos IAOV. As Dls foram classificadas em 3 grupos conforme o
periodo de armazenamento: A (0 — 48 horas), B (48 — 87 horas) e C (87 — 120 horas). Os intervalos IAOV foram
classificados em 0 — 12h, 12 — 24h e maior que 24 horas anteriores a ovulagéo. Ao utilizarem o grupo A, ndo foram
observadas diferencas nas taxas de fecundacéo independente do intervalo IAOV, embora no intervalo IAQV > 24 h
tenham sido observados somente 3 animais. Quando as leitoas foram inseminadas com o grupo B, as taxas de
fecundacao cairam de 89,4% para 54,1% e 45,9%, respectivamente, para os intervalos de 0 — 12h, 12 —24h e maior
que 24 horas. As fémeas que receberam as doses do grupo C apresentaram taxas de fecundacao inferiores, inde-
pendente do intervalo IAOV. Conclui-se que nao ha diferenca nas taxas de fecundacgao quando se utilizam doses
armazenadas por 48 horas em intervalos de IAOV < 24 horas.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Bennemann et al. [3] avaliaram 2 tempos de armazenamento das
DIs (0 —48 e 96 — 120 horas) e relacionaram com o momento do intervalo IAOV (0-12h, 13-23h, 24-30h) de leitoas
(Tabela 1). Apenas uma inseminacao com 1,5 bilhées de espermatozdides foi realizada. Nao foram observadas
diferencas significativas na taxa de prenhez das fémeas que receberam as doses armazenadas até 48 horas.
Entretanto, ocorreu reducao significativa nas matrizes cujas doses foram armazenadas por um periodo de tempo
superior, sendo de 30,8% naquelas inseminadas no intervalo de 24 — 30 horas da ovulagdo. Em relagdo ao nimero
total de embrides, ocorreu reducao significativa (6,5 embrides) apenas nas fémeas inseminadas com as doses que
tiveram um maior tempo de armazenamento, associado ao maior intervalo IAQV.

5 - Aumentar o nimero de espermatozdides na dose tem algum efeito compensatoério

Para avaliarmos as consequéncias de um aumento no nimero total de espermatozdides das doses é
necessario ter em mente possiveis modificacdes na taxa de diluicao do ejaculado, na reducao do lucro das centrais
e, principalmente, se esse aumento traria algum beneficio em termos reprodutivos. A taxa de diluicao do ejaculado foi
avaliada por Alexopoulos et al. [1] que observaram um decréscimo significativo na motilidade espermatica ao com-
parar doses com maior (5 x 10° sptz/DI) e menor nimero de espermatozoides (1 x 10° e 3 x 10° sptz/Dl), devido ao
pobre ambiente metabdlico gerado nas doses com menores taxas de diluicao.

Financeiramente, a perda das centrais € evidente, no momento em que se aumenta o nimero de espermatozoides
por dose, um menor nimero de doses podera ser produzido com um mesmo ejaculado, diminuindo seu lucro.

Pensando na parte reprodutiva, Flowers [14] relatou que um aumento do nimero de espermatozdides na dose
inseminante resulta, inicialmente, em um aumento da fertilidade, entretanto, a magnitude desta resposta diminui gradual-
mente & medida que o nimero de espermatozdides aumenta até alcancar um platd. A partir deste ponto um numero
adicional de espermatozoides néo afeta a fertilidade. Essa avaliago fica evidente quando se observa a Figura 1.

Apesar de Flowers [14] relatar que 0 aumento no numero de espermatozdides por si sé atinge esse platd
descrito, 0 autor especula que talvez seja possivel compensar uma diminuicdo da qualidade de sémen através de
um aumento no numero de espermatozoides por doses armazenadas em diferentes periodos. Esta afirmacgéo esta
baseada em um estudo realizado por Johnson et al. [1988 apud 14] onde doses empregadas com até 72 horas de
armazenamento continham 3 x 10° enquanto aquelas com um periodo de armazenamento superior a 72 horas
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continham 6 x 10°. Nao foram observadas diferengas no tamanho da leitegada em funcédo do periodo de armazenamento
da dose, ou seja, ao que parece dobrar 0 numero de espermatozdides trouxe um efeito compensatoério ao aumento
do periodo de armazenamento das doses. Entretanto, esses dados devem ser observados com cautela, pois nao foi
empregado um grupo contemporaneo inseminando com 3 x 10° com periodo de armazenamento superior a 72 horas.

Seguindo o mesmo raciocinio, Pedersen [26] avaliou doses com 3 diferentes nimeros de espermatozoéides
sendo a primeira |A realizada quando as doses apresentavam 48 horas de armazenamento e a segunda 24 horas
mais tarde. As doses apresentavam 1,4, 2,8 e 5,6 bilhdes de células espermaticas. Tanto a taxa de parto como o
tamanho da leitegada, foram significativamente menores no grupo inseminado com 1,4 bilhdes. Entretanto, n&o foi
demonstrada diferenca significativa entre os demais grupos. Os autores concluiram que um aumento no numero de
espermatozoéides nao foi compensado por uma melhora na performance reprodutiva.

Da mesma forma, Steverink et al. [32] avaliaram se um aumento no nimero de espermatozdides por dose
melhoraria o desempenho reprodutivo de multiparas. Para tal utilizaram 2 intervalos IAOV e doses com diferentes
numeros de espermatozoides. No intervalo (12 — 24h) foram utilizadas doses de 1 e 3 bilhdes, e no intervalo sub-
optimal (24 — 36 horas) doses com 3 e 6 bilhdes de espermatozdides. Nao foi observada diferenca significativa no
percentual de embrides viaveis entre os tratamentos (Tabela 2). Ou seja, se a |IA é realizada em um intervalo 6timo
(no caso 12-24hs antes da ovulagéo), bons resultados sao atingidos até mesmo com 1 bilhdo de espermatozdides.
Entretanto, se o intervalo IAQV é sub-optimal, ndo adianta suplementar o nimero de espermatozéides na dose (no
caso empregando doses de 6 bilhdes 24-36 h antes da ovulagao).

Tabela 1. Influéncia do intervalo IAOV e o numero de espermatozdides por dose
sobre a fertilidade de porcas.

IA 12-24h antes da ovulagédo IA 24-36h antes da ovulagcéo

N° SPTZ / dose 1x109 3x 109 3x 109 6 x 109
Porcas (n) 16 17 16 20
Intervalo IAQOV (h) 19+3 20+3 29+4 30+3
Embrides vidveis (%) 89+15 88+28 83+22 83126
SPTZs Acessérios 30+41 22120 16+18 119

P>0,05 dentro do mesmo intervalo IAOV
Fonte: Steverink et al. [32]

6 - Experiéncias forcadas com a reducao do numero de espermatozoéides por dose

No final da década de 90, problemas sanitarios levaram ao fechamento de algumas centrais de sémen na
Holanda. Para atender a demanda de doses, optou-se pela reducgao de 3 bilhdes para 2 bilhdes de espermatozoides
por dose. Os resultados obtidos com 2 bilhdes foram bastante satisfatorios. Seguindo essa linha de reducéo, Feitsma
e Bergsma [12] avaliaram uma redugao mais drastica no nimero de espermatozéides das doses sobre a performance
reprodutiva. Para sua realizagéo foram utilizados 2 grupos de animais, um controle, no qual a dose apresentava de
2,2 a2,5bilhdes de espermatozdides, e um tratamento com doses de 1 bilhao de espermatozoéides. A taxa de partos
foi de 88,1% e 86,0% e o0 numero de nascidos totais foi de 13,9 e 13,4, respectivamente para as fémeas inseminadas
com 2,2-2,5 e 1 bilhao de espermatozdides. Nao foram encontradas diferencas significativas na taxa de parto e
numero de leitdes nascidos totais entre os grupos. Entretanto, como o nimero total de fémeas avaliadas foi de 577
e 565, respectivamente, para os grupos controle e tratamento e, segundo os autores, cada grupo deveria ter no
minimo 2000 — 2500 fémeas, esses resultados devem ser avaliados com cautela e novos estudos devem ser
realizados para uma melhor avaliacdo da redugao do nimero de espermatozdéides por dose.

CONCLUSOES

Ainseminacéo artificial intra-cervical € um método consolidado na rotina das granjas e que gera, quando
bem empregado, uma étima performance reprodutiva. A possibilidade de reduzir o nimero de espermatozdides por
dose produziria um forte impacto econémico e, portanto, deve ser vista com bons olhos. Porém, para a manutencédo
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do desempenho reprodutivo, é necessario que certos cuidados sejam tomados. A manipulacao do ejaculado nas
centrais, desde a coleta até o armazenamento, deve obedecer a padrdes rigorosos de higiene e avaliagdo, bem como
a taxa de diluicdo das doses. Os ejaculados devem ser avaliados com vistas a diferenciar machos sub-férteis,
visando um possivel descarte dos mesmos. E, além disto, as doses devem ser armazenadas adequadamente, tanto
na CIA como no transporte e no destino. Como foi visto, a redugao do nimero de espermatozéides é perfeitamente
viavel, desde que se tomem algumas precaugdes. Por outro lado, o aumento no nimero de espermatozdides por
dose, buscando um efeito compensatério, ndo € recomendado uma vez que ndo melhora a performance reprodutiva
e diminui os rendimentos das centrais.

REFERENCIAS

1 Alexopoulos C., Boscos C., Saratsis P.H., Saloulidis C. & Kyriakis S. 1996. The effect of storage time and number of spermatozoa
per insemination dose on semen characteristics and fertility capacity of boar semen diluted in Beltsville Thaw solution (BTS) extender.
Animal Science. 62: 599-604.

2 Baker R.D., Dziuk P.J. & Norton H.W. 1968. Effect of volume of semen, number of sperm and drugs on transport of sperm in artificialy
inseminated gilts. Journal of animal Science. 27: 88-93.

3 Bennemann P.E., Diehl G.N., Milbradt E., Vidor R.M., Fries H.C.C., Wentz I., Bernardi M.L. & Bortolozzo F.P. 2005. Artificial
Insemination of gilts with 1,5 billion sperms stored in different periods associated with different pre-ovulatory intervals. Reproduction
Domestic Animal. 40: 507-510.

4 Borchardt Neto G., Guidoni A.L., Bortolozzo F.P., Ferreira F.M. & Wentz lvo. 1995. Modelo logistico para estimar a concentracao
espermatica pela fotocolorimetria. In: Anais do 7° Congresso Brasileiro de Veterindrios Especialistas em Suinos (Blumenau, Brasil).p.137.

5 Bortolozzo F.P., Bennemann P.E., Wentz I. & Cardoso M.R.l. 2000. Avaliagdo de doses inseminantes produzidas em centrais de
inseminacao artificial de suinos no sul do Brasil. Il Qualidade espermatica. Arquivo da Faculdade de Veterindria da UFRGS. 28:63-75.

6 Bortolozzo F.P., Bernardi M.L. & Wentz I. 2005. Perspectivas do emprego da inseminacgao artificial intra-uterina em suinos. In: Curso
pré-congresso do 12° Congresso Brasileiro de Veterindrios Especialistas em Suinos (Fortaleza, Brasil). p.32.

7 Bortolozzo F.P., Dallanora D., Bernardi M.L., Bennemann P.E. & Wentz I. 2003. Técnicas associadas a inseminagao artificial no suino
que visam a reducdo do numero de espermatozoides necessarios por fémea ao ano. Revista Brasileira de Reprodugdo Animal .
27:133-139.

8 Bortolozzo F.P., Uemoto D.A, Bennemann P.E., Pozzobon M.C., Castagna C.D., Peixoto C.H., Barioni Jr.W. & Wentz I. 2005.
Influence of time of insemination relative to ovulation and frequency of insemination on gilt fertility. Theriogenology. 64: 1956-1962.

9 Bortolozzo F.P., Wentz I., Ferreira F.M., Bennemann P.E. & Bernardi M.L. 2005. Exame do ejaculado. In: Bortolozzo F.P. &Wentz .
(Eds) Suinocultura em ac&o: Inseminacao artificial na suinocultura tecnificada. Porto Alegre: Pallotti. 2: 69-90.

10 Colégio Brasileiro de Reproducao Animal, 1998. Manual para exame androldgico e avaliagdo do sémen animal. 2.ed. Belo
Horizonte:CBRA 49p.

11 Colenbrander B., Feitsma H. & Grooten H.J. 1993. Optimizing semen production for artificial insemination in swine. Journal of
Reproduction and fertility. (Suppl). 48: 207-215.

12 Feitsma H. & Bergsma R. 2006. Field trial results of low dose inseminations in pigs. In: Proceedings of the 19" International Pig Veterinary
Society Congress (Copenhagen, Denmark). p. 544.

13 Feitsma H., Bergsma R. & Ducro-Steverink D.W. 2006.The effect of morphological abnormal cells on sow fertility. In: Proceedings of
the 19" International Pig Veterinary Society Congress (Copenhagen, Denmark). p. 545.

14 Flowers W.L. 2002. Increasing fertilization rate of boars: Influence of number and quality of spermatozoa inseminated. Journal Animal
Science. 80 (E. Suppl.1): E47-E53.

15 Foxcroft G.R. 2002. Melhorando os resultados na inseminacao artificial e monta natural. In: Minicurso de reprodugéo do 1° Congresso
Latino Americano de Suinocultura (Foz do Iguagu, Brasil). pp.25-37.

16 Krueger C. & Rath D. 2000. Intrauterine insemination in sows with reduced sperm number. Reprod Fertil Dev. 12:113-117.

17 Leeuw F.E., Colenbrander B.& Verkelij A.J. 1991. The role membrane damage plays in cold shock and freezing injury. In: Supplement
1 of the 2 International Conference On Boar Semen Preservation (Beltsville, U.S.A.). pp.95-104.

18 Marchetti A.N., Bortolozzo F.P., Wentz |. & Borchardt Neto G. 2001. Efeito da utilizagao de 2, 3 e 4 bilhdes de espermatozéides na
dose inseminante sobre a taxa de retorno ao estro, taxa de parto e tamanho das leitegadas de fémeas suinas. ARS. Veterindria. 17: 07-
112.

19 Martinez E.A., Vazquez J.M., Roca J., Cuello C., Gil M.A., Parrilla I. & Vazquez J.L. 2005. An update on reproductive technologies
with potential short-term application in pig production. Reproduction Domestic Animal. 40: 00-309.

20 Martinez E.A., Vazquez J.M., Roca J., Lucas X., Gil M.A., Parrilla |. & Vazquez J.L. 2001. Successful non-cirurgical deep intrauterine
insemination with low number of spermatozoa in sows by a fiberoptic endoscope technique. Reproduction.112: 289-296.

21 Martinez E.A., Vazquez J.M., Roca J., Lucas X., Gil M.A., Parrilla J.L., Vazquez J.L. & Day B.N. 2002. Minimum number of
spermatozoa required for normal fertility after intrauterine insemination in non-sedated sows. Reproduction. 123: 163-170.

s25



Bortolozzo F.P., Goldberg A.M.G. & Wentz |. 2008. Até onde é possivel reduzir o numero de espermatozéides empregados na
inseminacao... Acta Scientiae Veterinariae. 36 (Supl 1): s17-s26.

22 Mercat M.J., Floch M., Pellois H. & Runavot J.P. 1999. Reduction on sperm cell number per insemination dose. In: Abstracts of the 4"
international conference on boar semen preservation. (Beltsville, U.S.A.) p.33.

23 Mezalira A., Dallanora D., Bernardi M.L., Wentz I. & Bortolozzo F.P. 2005. Influence of sperm cell dose and post-insemination
backflow on reproductive performance of intrauterine inseminated sows. Reproduction in Domestic Animals. 40: 1-5.

24 Nissen A.K., Soede N.M., Hyttel P., Schmidt M. & D’hoore L. 1997. The influence of time of insemination relative to time of ovulation
on farrowing frequency and litter size in sows, as investigated by ultrasonography. Theriogenology. 47:1571-1582.

25 Park C.S., Kim I.C. & Son D.S. 1999. Study on the optimal concentration of motile sperm per dose in the artificial insemination with liquid
boar semen. In: Abstracts of the 4" international conference on boar semen preservation. (Beltsville, U.S.A.) p.34.

26 Pedersen P.N. 1991. Effect of number of sperm cells per insemination dose. In: Supplement 1 of the 2 International Conference On Boar
Semen Preservation (Beltsville, U.S.A.). p.398.

27 Popwell J.M. & Flowers L.W. 2004. Variability in relationships between semen quality and estimates of in vivo and in vitro fertility in boars.
Animal Reproduction Science. 81: 97-113.

28 Reis G.R. 2002. Avaliacdo de machos suinos: sensibilidade ao resfriamento e capacidade de ligacdo espermatica a um substrato
sintético. 112f. Porto Alegre, RS. Dissertacéo (Doutorado em Ciéncias Veterinarias)-Programa de Pds-graduacao em Ciéncias Veteri-
narias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

29 Rodriguez-Martinez H. & Eriksson B. 2000. Evaluacion del semen de verracoy su relacién com fertilidad. In: 3° Simpdsio Internacional
MINITUB (Flores da Cunha, Brasil). pp.13-33.

30 Ruiz-Sanchez A.L., O’donoghue R., Lebowa G., Foxcroft G.R., Dixon W.T. & Dyck M.K. 2007. Changes in sperm motility as an
indicator of boar fertility. Advances in Pork Production. v.18. Disponivel em: (<http://www.banffpork.ca/proc/2007.shtml#16>) Acessado
em: janeiro de 2008.

31 Soede N.M., Wetzels C.C.H., Zondag W., de Koning M.A.l. & Kemp B. 1995. Effects of time of insemination relative to ovulation, as

determined by ultrasonography, on fertilization rate and accessory sperm count in sows. Journal of Reproduction and Fertility. 104: 99-
106.

32 Steverink D.W., Soede N.M., Bouwman E.G. & Kemp B. 1997. Influence of insemination-ovulation interval and sperm cell dose on
fertilization in sows. Journal of Reproduction and fertility. 111: 165-171.

33 Vazquez J.L., Martinez E.A., Vazquez J.M., Lucas X., Gil M.A., Parrilla I. & Roca J. 1999. Development of a non-surgical deep
intrauterine insemination technique. In: Proceedings of the 4" International Conference on Boar Semen Preservation (Beltsville, U.S.A.).
p.262.

34 Vazquez J.M., Martinez E., Parrilla I., Cuello C., Gil M.A. & Lucas X. 2001. Deep intrauterine insemination in natural post-weaning
oestrus sows. In: Proceedings of the 6" International Conference on Pig Reproduction (Columbia, U.S.A.). p.132.

35 Vazquez J.M., Martinez E.A., Roca J., Gil M.A., Parrilla I., Cuello C., Carvajal G., Lucas X. & Vazquez J.L. 2005. Improving the
efficiency of sperm technologies in pigs: the value of deep intrauterine insemination. Theriogenology. 63:536-547.

36 Waberski D., Weitze K.F., Gleumes T., Schwarz M., Willmen T. & Petzoldt R. 1994. Effect of time insemination relative to ovulation on
fertility with liquid and frozen boar semen. Theriogenology. 42:831-840.

37 Waberski D., Weitze K.F., Lietmann C., Liibbert Zur Lage W., Bortolozzo F.P., Willmen T. & Petzoldt R. 1994. The initial fertilizing
capacity of longterm-stored liquid boar semen following pre- and post ovulatory insemination. Theriogenology. 41: 1367-77.

38 Watson P.F. & Behan J.R. 2002. Intrauterine insemination of sows with reduced sperm numbers: results of a commercially based field
trial. Theriogenology.57:1683-1693.

39 Weitze K. 1991. Long-term storage of extended boar semen. In: Supplement 1 of the 2 International Conference On Boar Semen
Preservation (Beltsville, U.S.A.). pp. 231-253.

40 Weitze K.F. & Muller E. 1991. Prinzipien der Sperma Untersuchung. In: Bush W., Léhle K., Peter W. (Eds) Kinstliche Besamung bei
Nutztieren. 2.ed. Jena: Gustav Fischer Verlag. pp. 269-310.

41 Woelders H. 1991. Overview of in vitro methods for evaluationof sémen quality. In: Supplement 1 of the 2@ International Conference On
Boar Semen Preservation (Beltsville, U.S.A.). pp.145-164.

42 Wolken A., Rath D., Bortolozzo F.P., Wentz I. & Marchetti A. 2002. Sows can successfully be inseminated non-surgically into the
distal uterine horn with a highly reduced number of sperm cells. Theriogenology. 57: 392.

43 Xu X., Pommier S., Arbov T., Hutchings B., Sotto W. & Foxcroft G.R. 1998. /n vitro maturation and fertilization techniques for
assessment of semen quality and boar fertility. Journal Animal Science. 73: 3079-3089.

44 Xu X., Seth P.C., Harbison A.S., Cheung A.P. & Foxcroft G.R. 1996. Semen dilution for assessment of boar ejaculate quality in pig IVM
and IVF systems. Theriogenology. 46: 1325-1337.

Scientine Vet
ot et

supra
# ko 5

www.ufrgs.br/favet/revista £ P e :;" i

526




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


