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RESUMO

Os espermatozoides suinos apresentam sensibilidade as variacdes de temperaturas, devido a
composigde lipidica de sua membrana plasmatica. Penodos de meubagio prévia podem afetar a
fluidez da membrana, proporcionando ao espermatozoide uma melhor resisténcia, além de
prolongar o perindo de armazepamento do sémen ¢ aumentar a proporgio de espermatozoides com
acrossoma intacto. O presente trabalho objetivow identificar a melhor relagdo entre temperatura e
tempo de mecubagdo do sémen suino diluido. Foram utilicados 57 ejaculados, provementes de seis
varroes, divididos em cinco trtamentos: T1 (controle): Sémen diluvido em Beltsville Thawing
Sohition (BTS) (35 "C)y — 17 *C (7 dias); T2: Sémen diluido (35 °C) — 30°C/4 horas — 17°C (7
dias); T3: Sémen diluido (35 °C) — 25 *C/4 horas — 17 °C (7 dias); T4: Sémen diluido (35 °C)
- 30°C/] hora —» 25 *C/4 horas —» 17 *C (7 diaz); T5: Sémen diluido (35 °C) —» 30°C/] hora —»
25°C/1 hora — 20°C/4 horas — 17 °C (7 dias). No dia da coleta, nas pnmeiras 8 horas, ndo foram
observadas diferencas entre os tratamenios, quanto ao vigor e motilidade (p=>0,05). No penodo de
conservacio (0 a 7 dias), no DO, os valores de vigor e motilidade do T5 foram superiores ao T1
{p=0.05), e no D35 o T1 foi superior ao T5, em relagio aos mesmos parametros (p<0,05). Ja em
relagho ao percentual de acrossomas morfologicamente normais, ndo foram observadas diferengas
entre 0s tratamentos (p=0,05), apenas entre o sémen pos-diluicdo e T3, T4 e T5 (p<0,05). Portanto,
concluiu-se gque a incubacho prévia ndo aumentou o tempo de conservacio do sémen, bem como
nio wouxe prejuizos, durante sua conservagio.

Palavras-chave: Conservagio, semen, incubagio, refrigeracio.

ABSTRACT

The swine spermatozoa are more sensitive to temperature varsations due to the hpid composition
of therr plasma membrane. Incubation pertods can attect the membrane Hudity, providing better
resistance 1o sperm. i addition to prolonging the period of semen storage and also can ncrease
the proportion of spermatozoa with an intact acrosome. This study aimed to wdentify the best
relation between temperature and incubation tume of difuted swine semen.
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There were used 57 ejaculates from 6 boars drvided into 05 treatments: T1 (control): Semen dituted
in Beltsville Diluted semen (35° C) —» 307 C /| hour = 25°C/ 4 hours —» 17 * C {7 days); T5:
Diluted semen (35 °C) =» 30°C/ | hour =» 25°C/ | hour —» 20 ° C / 4 hours —» 17

“C {7 days). On Thawmg Solution (BTS}at 35 °C — 17 ° C (7 days); T2: Diluted semen (35 °C)
— 30°C /4 hours — 17 °C (7 days); T3: Diluted semen (35 °C) = 25°C /4 hours — 17 *°C (7
days), T4: the day of collection, in the first 8§ hours weren’t observed differences between
treatments (p= 0.05). In DO, values of vigor and motility of TS were hagher than T1 (p <0.05), and
i D3 T1 was higher than T3 m relation to the same parameters (p <0.05). There were no
differences between treatmenis (p=0.05), only between post-dilution semen and T3, T4 and T5 (P
<(1.05). Therefore, it was concluded that the previows meubation did not increase the storage lime
of the semen and did not bring kosses during i1s conservation. There were statically analyzed: vigor,
monbiry { Mann-Whitney), where in D0, T3 was supenor to T1 (p<0.05), and in D3 and D9, T1
was superior to T3 (p<0.05), and morphology (*1” of Student Test), where there were not any
differences between treatments. In all treatments, were found differences between pure semen and
the diluted. and between the diluted and the following analyses (p=0.05). Therefore. conclusions
18 that mcubation didn’t inerease the time of semen preservation and that dilution moment i the
mosl entical o the cooling process of the cooled semen.

Key Wonls: Conservation, semen, incubation., cooling.

INTRODUCAO

Atualmente, a aplicagio de biotécnicas vem trazendo avangos consideriveis para a
reproducdc de diversas espécies animais (OLIVEIRA, 2007). A suinoculura modema e
tecmificads, cada vez mas, unliza a inseminagio artificial (IA) como componente do mangjo
reprodutive (BORTOLOZZO e al,, 2005, RIESENECK, 2011). A redugdo da temperatura para
postertor utiliza¢io do semen em programas de LA tem sido o metodo mais utilizado para prolongar
a viabilidade dos espermatozowdes (sple). Como as eélulas espermdticas sio sensivels ao choque
térmico, temperaturas nferiores a 15 °C levam a uma perda significativa no namero de
espermatozowdes viavers (ALTHOUSE er al,, 1998; SCHULZE er af., 2015},

Acredita-se que a sensibilidade ao fio esta relacionada a4 composicio lipidica da
membrana plasmatwa, por afetar sua fludez (SCHULZE e af, 2013). Com a queda da
temperatura, ocorre wna restricdo nos movimentos dos fosfolipidios da membrana, podendo
resultar na transigdo da fase de tluido para a fase gel (ALTHOUSE er o, 1998). Variaghes de
acordo com o tempo ¢ temperatura de resiriamento possibilitam ao espermatosowde o aquiswio de
um grau significativo de resisiéncia ao choque lermico, apos sud MEMAutencao & temperatura
ambiente, antes de ser submetido ao restnamento (JOHNSON er al., 2000). Aproximadamente, 4
a 7 horas apds a epculacio, 50-80% das celulas espermaticas adquirem resisténcia, a julgar por
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sua motilidade ¢ morfologma, influenciadas pelo pH e compoesigio do diluente (FURSEL e
JOHNSOM, 1970; PURSEL er ai., 1972, 1973b).

O periodo de incubacio do sémen. apos a coleta, também € utilizado nas centrais de
mseminacio artificial de suinos, a fim de melhorar os indices de fertilidade com o sémen resfriado
entre 15 ¢ 18 °C, bem como na tentativa de prolongar o tempo de armazenamento do ejaculado.
Tem sido relatado, ainda, que a incubacio prévia do sémen &m temperaruras acima de 15 °C, pode
aumentar a viabilidade do sémen armazenado em temperaturas abaxo de 15 °C (PURSEL &t al.,
1973a; KATZER, 2009, KATZER er ol., 20014 e 2001h). O tempo de
incubacio também aumenta a proporcho dos espermatozoides com acrossoma intacto, tanto a 15
quanto a 5 °C, quando comparados com celulas sem mcubacio previa { MAXWELL e JOHNSON,
1997). O presente trabalho teve por objetivo identihicar qual a melhor relagdo entre temperatura e
tempo de estabibzagdo do sémen sumo diluido, visando a melhor preservagio da qualidade
espermatica, bem como, venficar quais as fmixas de temperatura de mmor sensibilidade para o

espermatozowde suino.

MATERIAL E METODOS

Heprodutores ¢ coleta de sémen

Foram utilizados seis ammas, pertencentes ao LRSTSFAVETUECE. sendo trés
reprodutores puros (dos Duroc ¢ um Landmce) e wés hibridos (dows Dalland & um Agroceres),
com idade variando entre 1.5 e 2,5 anos, mantidos em baias convencionais para reprodutores. Os
ejaculados foram coletados pela tecnica da mao enluvada, em recipiente com capacidade de 400
mL, coberto por gaze e protegido em copo tErmico de coleta (JOHNSON et al., 20000, 0z machos
encontravam se em sistems rotineiro de coleta semanal, sendo alimentados com ragio balanceada
de boa qualidade, com os nivels proteicos, encrgéticos ¢ minerais dentro dos padries estipulados
para reprodutores em sistema de trabalho (3,150 Keal'Kg e 14% de PB: 2.5 Kg/da de racio/dia
divididos em dois arragoamentos). For utilicado o ejaculado total de cada varrio. apos a separagio
da parte gelatmosa atraves de gaze no copo de coleta, colocado em protegio térmica, sendo
wdentificado  apos  coleta e levado ao  laboratono pam 0 seu  processamento,
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Avaliagio da qualidade espermatica do semen in nafura

A qualidade do ejaculado foi estabelecida atraves do seu aspecto, volume (em balanga
digital), concentracio (em espectrofoiometro), total de células, vigor espermatico (variando de D a
5) (TONIOLLL, 1996) e percentual de células moveis (variando de 0 a 100%) (MARTIN RILLO
et al., 1996). Para o exame dessas duas tltimas caracteristicas, uma amostra do sémen puro ( 15pL)
fo1 colocada entre lamina e laminula ¢ feita a leiftura em microscopia optica. com um aumento de
200 veres, sendo avahados, para cada caractenstica, pelo menos rés campos de microscopi.
Apenas os ejaculados com vigor 23.0 e motilidade 270% (CBRA, 2013} foram utihizados no

expermento,

Conservagiio e frequencia de analises do semen

Foram utilisados 57 ejaculados, retirando-se de cada um deles um total de 3,08 x 10 spte,
divididos entre os 5 diferentes tratamentos (875 x10° spleftratamento), sendo reparmidos em 07
tubos de ensaio (1 tubo/dia de andlise), contendo um total de 87,5 x10° spreftubo em 2.5 ml de
volume (diluente mas sémen). As diluigbes foram feitas, respeitando-s¢ wma concentragio de 35
x10° spte/mL. Cada gjaculado foi distribuido por todos os ratamentos, repartkdos entre sete tubos
de ensaw, fechados com tampa plastica, que comespondem, individualmente, a cada um dos dias
de analise. Estes tubos foram conservados em geladeira a uma temperatura entre 15 a 17
“C, durante todo periodo de conservacio (7 dias).

No dia da coleta, apos diluigdo, o sémen for analisado (vigor ¢ motilidade) em mtervalos
de 60 punutos aré 8 horas de conservacho, retirando-se uma aliquota de cada tratamento,
reaquecida a 17 °C/10 minutos, antes das analises. A cada dia, foram retirados o5 tubos de ensaio
equivalentes a cada macho, em cada tratamento, para serem incubados a 37 °C por 10 minutos.
para posteriores analises, Desta forma, cada ejaculado foi testado a cada dia de conservagio e em
cada tratamento, O dia da coleta foi considerado dia zero (DO), sendo o sémen conservado até 7
dias apos a coleta (D7), com analises diarias; DO, DI, D2, D3, D4, DS, D6 e D7, Para as analises
de morfologia, foram utilicadas amostras provenientes dos ejaculados, nos dias DO, D4 e D7, As
analises em DO foram feitas, apos 6 horas de conservacio do sémen a 17 *C.
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Tratamentos — Curvas de resfrinmento do sémen
O gmculado de cada reprodutor, apos coleta, fon repantido nos 5 tratamentos, a seguir:

T1 - Sémen diluido em BTS a 35 °C e, apos, conservado a 17 °C (Controle);

T2 - Semen diluido em BTS a 35 °C, mncubado a 30 “C/4h e, apos. conservado a 17 *C;

T3 - Sémen diluido em BTS a 33 °C, incubado a 23 °C/dh e, apbs, conservado a 17 °C;

T4 - Semen diluido em BTS a 35 "C, incubado a 30 "C/1h: em seguida a 25 "C/4h e, apos,
conservado a 17 °C;

T5 - Sémen diluido em BTS a 35 °C, incubado a 30 "C/lh e a 25°C/1h; em seguida a 20 °C/4h e,
apds, conservado a |7 °C.

Entre as redugoes de temperatura (T4 ¢ T3), considerou-se o tempo de | hora, para que o
ejaculado chegasse a temperatura desejada, contando-se a partir dai o real tempo de incubacio.
Cada epaculado foi diluido e conservado a temperatura final de 17 °C (PURSEL er af . 1973a).

Analises do stmen pos-dilulgio

Para a avaliagio das caracteristicas de vigor e motilidade espermatica (% espermatosoides
moveis), o sémen for incubado em “banho-maria™, a 37 °C e as leituras foram feias apos 10
minutos de meubagio,

Com a finalidade de se proceder ao exame morfologico, Toi feito um esfregaco de sémen
corado pela solugio de azul de bromo-fenol, contando 200 celulas por amostra. Os exames foram
feitos através da mucroscopia optica com lente de imersio, a um aumento de 1000% ¢ analisou-se
a porcentagem de espermatozoides com acrossoma normal (NAR) (KUMUS, 1993). A solucio
corante for formada por: 0,1g de azul de bromo-tenol; 0.4g de citrato de sodio e 10mL de agua
destilada. Uma gota de sémen [o1 colocada sobre a lamina, apos 30 segundos for misturada a outra
gota (30 pL) da solugdo corante, para se preparar o estregago, que secou a temperatura ambiente,

antes da analise.

Analise Estatistica
O delineamento experunental utilizado foi o de Blocos a0 Acaso. As medias foram
submetidas a Analise de Vanancia, utilizando-se o General Linear Models do programa
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Statistical Analysis System (SAS 6.03). A analise estatistica foi feita, através dos testes de Mann-
Whitney, para vigor espermatico € do Qui-quadrado, para as vanavers motilidade espermatica ¢
NAR. sendo utilizado um mtervalo de confianga de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Avaliagdes no dia da coleta (1)

Com relagio as avaliagdes durante o dia de coleta para o vigor espermatico, como pode
ser observado na Tab. 01, ndo houve dilerengas significativas entre os tralamentos, em lodos o5
horarios analisados (p=0.05). As diferencas ocorreram, quando foram comparados diferentes
momentos dentro de cada tratamento, como no T4, onde a unica diferenca significativa encontrada
for entre o semen anahsado a | hora (2.2) ¢ a5 5 homas (2.5) de mcubagdo (p=0.05). O que se
observou, independente do tratamento, foram quedas significativas da qualidade do ejaculado entre
o sémen puro (4.5), o recém diluido (3.0) e os valores durante a mcubacio, nos diferentes
momentos de analises subsequentes (Lh, ..., 8h) (p<0,05).

Tabela 01: Avaliacio do vigor espermatico do ejaculado suino durante o dia de coleta (D),
analisade sequencialmente, durante 8 horas pos-coleta.

In Recém | Tratam.  1h 2h 3h 4h Sh 6oh Th sh
rararg | dilnido
T1 v I L T i o 2.4 i
T2 3% LIV 24Y T3E 23ac 235 23t 24°¢
4,54 ip8 T3 22t 33T At 330 2,3¢ T4 23° 32ac¢
T4 22C 21200 240 3400 30 2400 340 330D
| ] 24T 23T 24T 24T  24F 24" 24T AT

ABLUT mras distintas indicam diferencns significativas entre horas de conservacio pelo tesie de Mann -Whimey

(0,050 TE (controfe) = 35 °C — 17 %0 (7T dias); T2= 35 *C —» 30 °C/4 horas — 17 °C (7 dias), T3=35"C — 25

"C/4 horas — 17 °C (7 dias); Td=35°C — 30°C] hora — 25 "C/4 horas = |7 °C (7 diagk, T3=35°C — 30

/1 horm — 25 °C/'1 bora = 20 °C/4 horas —» 17 °C {7 dias).

O comportamento dos ejaculados para a caracteristica da motihdade espermatica (Tab.

02) ambém ndo diferm estatisticamente (p<0,05) entre 03 ratamenios em todas as homs
amalisadas. Mais uma ves, as diferencas ocorreram dentro de cada tratamento (1 e 5), em relagio
aos momentos analisados. No T1. as diferengas ocorreram de manera sigmificativa, apenas entre

as anahses efetuadas na 5 hora (54%) e na 2" hom pos-dihugdo (47%) (p<0,05). Para esta

i5
Cigrmeio Antmal 28715 2008



caracteristica, também foi observado, mdependente do watamento, quedas significativas da
qualidade do ejaculado entre o semen puro (94%), o recem diluido (68%) e nos diferentes
momentos de analises subsequentes ( 1h, ... 8h) (p=0,05).

Tabela 02: Avaliagio da motilidade espermatica do ejaculado suino durante o dia de coleta { DO)
analisado seqiiencialmente durante 8 horas pos-colela,

T Recém | Tratam. 1h Xh 3h 4h 5h th Th 8h
;Mr.m d“lldi. - . PR [ g — — it = R P —
T1 T S T I Tl 540 510 5190 55D
T2 48° 485 52C s0° 51° 51° s0F 51€
g4t 68 T3 48° 495 50°F 49° s0° 53¢ S0 45°
T4 48" 49¢ ¥ 51° 55¢ 54° 52¢ 51
TS 48° 48 52¢ S0 53 52° 53¢ 53¢

AEEU Ltyan distintas indhcam diferengas significativas entre horas de conservagio pels Teste do O -quadrado
(p=0,05): TI {controle} = 35 °C — 17 °C (7 dips); T2=35°C — 30 °C/4 horas — |75 (7 dins); T3=35°C =25
*C/4 horns — 17 *C {7 dias); T4=35°C — 30°C/] hora — 25 %04 horas — |7 °C (7 dias); Té=35°C — 30
A1 bewa — 25907 lors —» 20 °C/4 boess — 17 °C (7 dizs),

Segundo Almeida (2014), durante o processamento das doses mseminantes a diminuigio
da temperatura deve ocomer de forma continua e gradual, com o objetivo de aumentar a resistencia
da membrana plasmatica dos espermatozosdes contra o chogue térmico e reduzir os danos ds
células espermaticas. Por esse motivo, as Centrais de Processamento de Sémen normalmente
utihizam o protocolo de diliglo sotémuca com wma ou duas etapas de diluigo, passando por um
periodo & temperatura ambiente (24 °C), para depois serem estocadas a 17 °C (LOPEZ
RODRIGUEZ er ol , 2011; MAES er al, 2011). Assun. as doses insemmantes aleangam, dentro
de trés horas, a temperatura de armasenamento convencional (ALMEIDA, 2014). Porém, neste
estudo, o semen estocado dwetamente a 17 “C (T1) estana akan¢ando a temperatura de
conservagho, g na 2 hora de armazenamento, ocasionande wma reducho momentinea da
motilidade, devido a reamanjos sofnidos na de membrana plasmatica, como forma de adaptacio a
temperaturas mais baixas (ALTHOUSE er al., 1998; GUIMARAES er al, 2018). Ja as diferencas
observadas no T4, em relagio ao vigor espermatico, podem estar relacionadas a lenta curva de
resfrmmento que, diferentemente dos demas tratamentos, na 5 hora de meubagdo, o sémen amda
estarid a 25 °C, apresentando uma faa metabolica mais ala.

Para obtengio do eferto protetor sobre as celulas espermaticas, a temperatura do diluente
desempenha um papel bastante importanie, bem como a escoltha do diluente, Segundo

Schulss et al. (2013), mesmo em condigdes 1sotérmicas, os danos lupotérmicos da diluicdo foram
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mais pronunciados no BTS, quando comparados a diluentes de longa duraciio, Dessa forma, neste
estudo, o BTS ndo conferm a protecdo esperada para as celulas espermaticas, resultando em
reducio do vigor ¢ da metlidade do sémen suine, por ocasio da diluigio e da 1" hora de
conservagio ou incubacio, discordande do observado por outros aufores (CASTELO, 2010;
ALKMIM er al, 2011; LALRINTLUANGA er al., 2016).

Segundo Lima er af. (2010), quedas abruptas da temperatura de pré-resfriamento (-1,4
), provocam reducio mais acentuada da motilidade espermatica. Por outro lado, Katzer (2009)
observou gue mcubacio prévia ou a queda lenta da temperatura diminuem a sensibilidade do
sémen suino ao resfriamento a baixas temperaturas (3 °C),; entretanto, quando armazenado a 17 °C,
a mevbacho prévm ndo produz efemos sobre os parametros de vigor ¢ motilidade. conforme
observado no presente estudo. nas promeiras horas de andlise.

Efeito do periodo de conservagio

Nos resultados apresentados na Tab. 03, referentes ao vigor espermatico, os diversos
tratamentos mostram comportamento semelhante em lodos os dias de conservagio do sémen, com
exceclo de DO e D3, No DO, o anico tratamento que apresentou diferenca estatistica, em relacio
ao T1 (controle - 2.2) foi o TS5 (2.5) (p<0.05). Esse tipo de comportamento nio foi mantido entre
D1 ¢ D4, nem entre D6 ¢ D7; ou sepa, os tralamentos nio diferiram estatsticamente (p=<0,05).
Contudo, no D3, houve uma mversdo entre 0s tratamentos com melhores resultados. com T
melhor em relagdo ao TS5 (1.9 vs. LS5) (p<0,05), ndo havendo diferengas entre os demais
tratamentos { pe-0,03).

Tabela 03: Vigor espermitico do sémen suino, conservado a 17 °C. durante 7 dias conseculivos.
fn | Recém | Tratam. DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 DT

mafira | diluido s it i s o ea oo
Ti 3B e agh 23R (ol (o g 4.

T2 2.38ah g 398 3| 18R g |30 25
45 30 T3 248k 9 ogr  ggBa 9 B ) gB8 ) ogoah g0 e
T4 J 48 78 338 M 1,9% (70 gt g )
5 R L I CR 1 - L R . L R I o B I L=

4B etras distmtas indicom diferengas significativas enfre tratamentos, pelo teste de Mann-Whitney (p=0,05); 55
Letras distintas indicam diterencas significativas entre dias de conservafio, pelo teate da Mann - Whitney (p<20.05);
T1 (controle) = 35°C — 17%C (7 dips)y T2=35*C — 30 °Cid horas — 17*C (7 dias): T3=359C — 2§

VA howas — 17 %C (7 diasy Td= 35 °C — 30 °C/1 hoen — 25 "C/4 horas — 17 °C (7 dizg); TS= 35 °C — 30 °C/)
hora =+ 25 %Y1 hoea = 20 %004 boras = 1T °C (7 deas).
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A motilidade espermatica (Tab. 04) apresentou comportamento semelhante ao do vigor,
nos diferentes tratamentos, durante todo o periodo de conservagao do sémen; ou seja, no DO, 0 T5
(56%) apresentou os melhores resuliados, em relagio ao T1 (47%) (p=<0,05). No D5, o T1 (40%4)
fon estatisticamente superior ao T5 (29%) (p<0,05).

Tahela i4: Pe-rcemqgem de espermatozoides moveis no sémen suino, conservado a 17 °C, durante 7 dias
COonsecutivig,

In Recém | Tratam. DO m D2 D3 D4 D5 D D7
_mafnra | dilwido

e

T1 P TS | TR "R T, T ok 3pE pa

T2 §18a 538 spa 4oba 35 Jaca 9 1%
X 68 T3 L §3B0 gpRa 438 345 3Ca 7= 2
T4 5] b o 428 3 jicae 2O e
TS 50 548 ggla 408l M Jokh Uit ae 2

IR | etras minisculas diferentes, diferencas significativas entre tratamentos, pelo teste do Qui-quadrado (p=0,05);
ABL T etras maadsculas diferentes. diferencas significaiivas entre dias conservagiio pelo teste do Qui- quadrado
(pr=0,050; T (controbe) = 35 *C — 17 °C (7 ding) T2=35"C — 30 °C/ horas —- 17 "0 (7 dias);, T3=35%C — 23
U howas — 17 5C (7 diask Td= 35 — 30 °%C/) hosa — 25 0/ loras — 17 °%C (7 dias), TS= 35 % — 300
bora =+ 25 °C/1 hora =+ 20 °C/4 horas =+ 17 °C (7 dias).

O efeito benéfico da incubacie antes da conservacho final do sémen suino fem sido
reporiado por diversos autores e esta relacionado a qualidade do sémen. tanto descongelado
{PURSEL e al., 1972; COURTENS e PAQUIGKON, 1990; BWANGA. 1991; MAXWELL e
JOHNSOMN, 1997, ERIKSSON et al, 1001; MEDRANO et al, 2002), quanto reffigerado
{(PURSEL &t al.,1973b; NASCIMENTO ef al., 1998, KOTZIAS-BANDEIRA, 1999; KATZER &1
al., 2001ab.c; ZOU e YANG, 2000; KATZER. 2009; SILVA eral., 2014).

O fato de no DO ter existido uma supenondade do T5 em relagio ao T1, tanto para o
vigor, quanto para a motilidade, pode ser explicado pelo fato de que s ejaculados, quando sio
submetidos a periodos de incubagio em temperaturas superiores as de conservagdo, as células
espermaticas adqurem uma malor capacidade de rearranjo de suas membranas plasmaticas
{BUHR, 1990}, Desta forma, nos tralamentos em que o sémen for submetido a meubaco, os
espermatozoides conseguiram se adaptar melhor a0 meio ambiente, a despeito do choque térmico
provocado pelo abaixamento da temperatura (BUHR, 1990; SILVA er al., 2014). A mversio dos
valores, a partir do D1, podem ser atribuidos ao fato de que os espermatozondes dos mtamentos
com incubacio permaneceram um ML TEMPo Com uma taxa metabolica mais alta; muto embora

nido tenham sido reabcados testes bioquimicos, para se aterr o consumo de diversas
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substincias, tais como o Oa Este comportamento ocorred, devido ao fato dos tratamentos com
mcubagdo levarem entre 5 ¢ Y horas a mais para alcangarem a temperatura de 17 "C e, com 550,
diminuirem o seu metabolismo ¢ consequente gasto de energm. aumentando o tempo de
conservagio, uma vez que, em temperaturas mais altas (39 °C), ocorre uma perda significativa da
qualidade espermatica, em uma conservagio de 48 horas, quando comparado a temperaturas de 20
a 15 °C (ZOU e YANG, 2000).

Analisando-se o efeto da conservagiio, observou-se que nos resultados apresentados nas
Tab. 03 & 04, dentro de cada tratamento, houve inicialmente diferencas estatisticas entre os valores
do sémen puro, do recem diluido e do conservado ate D5, para todos os tratamentos. Nas analises
do sémen diluido e conservado (DO a D3), somente o Tl consegun manter valores mais alios
{vigor e motilidade) até D5, sendo significativamente melhor apenas do que o T5 (p<0.05). Todos
05 tratamentos pernutiram uma melhor manutengdo dos valores do vigor ¢ motihidade espermatica,
durante o periodo de conservacio. Apenas apds D4, os valores cairam sigmificativamente, exceto
em T1, que ainda manteve por mais um dia, até D5,

O fato de somente o T1 ter conseguido manter os valores de vigor e motilidade por mais
um dia {D5), de uma certa forma, foi esperado; uma vez que o tratamento sem incubagio prévia
pode conseguir conservar mais epergm, a despaito do choque térmuco ocasionado (Z0U e YANG,
2000; CAMARA e GUERRA, 2011). Por outro lado, autores afirmam que a temperatura critica
durante o processamento do sémen sumo ¢ 12 °C (ALTHOUSE er af.. 1998). Dessa forma. talves
protocolos de refrigeracio do sémen suine que possuam como temperatura final de conservagio,
talves ndo necessitem de resfriamento gradual, para se prolongar a qualidade do sémen durante o
periodo de conservagio.

Para a percentagem de espermatosoides com acrossomas morfologicamente normais
(NAR). no dia de coleta (DO), ndo houve diferencas entre os tratamentos (p={0,05) (Tab. 03). Logo
apos a diluigdo do sémen, antes do resfiiamento. o ejaculado apresentou 98, 5% de espermatozoides
com NAR. Na avaliagio realizada apos 1 hora da diluigio do sémen, foi observada a queda dessa
gualidade com diferencas significativas (p<0,05) nos tatamentos T3 (97.0%), T4 (97.0%) e T3
(94,5%). em relacido ao sémen recém diluido. Somente os tratamentos T1 e T2, mantiveram no DO
valores equivalentes (p=0,05) a0 sémen, logo apos a diluigiio. Quando a comparagao for feita entre
05 tratamentos, nos trés dias de conservacao (DO, D5 e DT), notou-52 que nido houve diferencas
entre eles (p=0,05). O T5 que obteve o menor percentual de NAR (94,5%), amda assum, apresentou

uma guantidade de acrossomas normals, que se encontra dentro das nonmas de utilizagio
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preconzadas pelo CBRA (2013,

Esta falta de diferencas significativas entre tratamentos esteve de acorde com os
resultados de outros autores ( ALTHOUSE er al., 1998), que também néio encontraram alteragoes.
Segundo Maxwell e Jonhson { 1997), isso for devido & adiclo de albununa sérica bovina ao diluente
utilizado. o que pode ter conferido uma masor resisténcia a célula espermatica. Por outro lado, o
fate de nio terem sido encontrado diferencas morfologicas significativas entre os ratamentos,
pode ter sido devido ao fato do $émen suino ndo ter atingido a temperatura critica de 12 °C
{ALTHOUSE er al, 1998) e, consequentemente, nio ter apresentado um grande nimero de
alteragdes, para que 03 efeitos do processo de incubacdo seminal pudessem aumentar a resisténcia
da célula espermatica ao chogue térmico, O comportamento do  emceulado, mdependente do
tratamento utilizado, mostron que no processamento do sémen suino, o momento da dilnigio deve
ser considerado um ponto cntico, visando 3 mamitengio da qualidade espermatica, uma vez que
as discussbes sobre o penodo de incubacio levam em consideracho, principalmente, o tempo de
equilibrio do sémen, até atingir a temperatura final de conservacio. Esmdos envolvendo etapas de
resfiiamento do sémen pre-congelagio consideram o BTS amnda melhor opgio de diluente, tanto
na etapa de resfriamento, quanto na de ressuspenso pos- descongelacio (BARROS e al., 201 5).

Tabela 05; Percenmial de células com acrossomas morfologicamente normmis (NAR) oo s&men diluido e
conservado por 7 dias. a 17°C.

1] (LE] D7

Diluida 9g§,5° & .
T1 o7.0% a],5% 20,0
T2 07,5 00,0° 81.5%
T3 47,00 g0 83,00
T4 97,0 92.0° 83,0°
T5 945" 91,0 831,5"

5.4 paras distintns mdicam diferengas significativas entre tratnmentos, pelo teste do Qui- quadrado
(005 T foontraley = 35 %C — 07 °C (7 digs): T2= 35 %C — M0 *Cd boras — 17 °C (7 dias});
T3=35%C = 25 °Ci4 horas — 17 °C {7 dias); T4= 357C = 30 T/ hora = 25 'C4

horas =+ 17 *C (7 diasg); T5= 35 °C = 30°C/] hora = 25 °C/] hora =+ 20°C/4 horas = 17 °C (7
digs).

s dados encontrados neste traballio para as alterages espermaticas estdo de acordo com
aqueles mdicados por Huo er afl (2002), que encontraram. aos 7 dias de conservacio, uma
percentagem de 79,83% de acrossomas nommas, ndependentemente do tratamento. Por outro lado,

Konumisrud er &f. (2002), a0 analisarem a integnidade acrossomal de espermatosowdes conser vados
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entre 16 e 18°C, obtiveram resultados aquem do encontrados neste estudo; provavelmente, devido
a influéncias do proprio varrdo. De uma maneira geral, pode-se confirmar os efeitos benéficos da
incubacio do sémen sobre a porcentagem de alteragdes morfologicas (PURSEL er of, 1972;
BAMBA e CRAN, 1988, fato esse também confirmado nos resuliados deste trabalho,

s efeitos beneficos sobre o semen citados na literatura e ligados ao tipo de curva de
resinamento (POLGE, [936; EATZER, 2009 Idem), permitem a manulengdao da viabilwdade
espermatica a 17 °C. conforme resultados encontrados neste trabalho, Quando se efetua um
resfriamento gradual, ao mmves do direto, ocorre um aumento dos valores de motilidade e de
integridade morfologica (ERIKSSON et al., 2001; KATZER, 2009; ALMEIDA, 2014; ARAUJO
er al., 2016).

Segundo Johnson er al. (2000), durante o dia de coleta, observou-se um aumento da
motilidade e do vigor, devido ao tipo de resposta que os espermatozoides de mamiferos apresentam
apos dileicdo, com um aumente micial da atividade seguido por um aumento dos danos a
membrana. O sémen suino refrigerado apresenta quedas dos valores de motilidade e aumento das
alteragies morfologicas, quando ¢ armacsenado por um periodo de 24 horas (ALKMIN ef al.,
200 1); sto fon evidenciado neste trabalho, onde houve quedas significativas, tanto no vigor, quanto
na motilidade, entre o momento da diluigio e a analise 24 horas apos, ou se@, no DI.

CONCLUSOES
Pode-se concluir que as diferentes curvas de resfriamento do sémen suino diluide nio
fomeceram condigdes para uma conservagao mais prolongada (alem do 5° dia), como tambem ndo
resultaram em prejuizos pam o sémen conservado, Entretanto, enconfrou-se, ainda, um forte efeito
da diluigho sobre a qualidade semupal, a qual constitun-se como ponto critico no
processamento do sémen suino e que ainda necessita de maiores informacdes, para se entender
realmente o que ocorre com o espermatozoide durante esse procedimento ¢ o que pode ser feito

para tenlar Mmimizar 0% seus efenos.

dl
Cigrmeio Antmal 28715 2008



REFERENCIAS

ALKMIN, D.V.; SILVA FILHO, LM.; PALHARES, M.5.; SIQUEIRA, AP.: MACHADO,
G.5,; SILVA, CLA; TARANTINI, T.C. Efento da porgio do epmculado e do metodo de
resfrmmento sobre as caracteristicas fisicas do sémen suino. Arquivo Brasilemo de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, v.63, n.6, p.1287-1294, 2011.

ALMEIDA, M.C.5. Impacto da dilmigio 1sotermuca e bitermica sobre a quabdade do semen suino.
2014, Dissertacao (Mestrado em Cigncias Vetennarias) Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2014, 49p,

ALTHOUSE, G. C.;: WILSON, M. E.; KUSTER, C.; PARSLEY, M. Characterization of lower
tempernture storage limitations of fresh-extended porcing semen. Therogenology, v.50, p.535-
343, |998,

ARAUJO, LR S, BARROS, TB., GUIMARAES, D.B., CANTANHEDE, LF.. DIAS. A V.,
TONIOLLL R. Uso de diluentes e temperaturas alternativas na conservagdo prolongada do sémen
do vamio. Ciéncia Amimal Brasilemra, v.17, n. 1, p.26-35, 2016.

BARROS, T.B.; GUIMARAES, D.B.; CANTANHEDE, L.F.; DIAS, AV.; SOUZA, LP.;
FEUGANG, IM.; TONIOLLI, R. Leite em po desnatado como diluente alternativo na etapa de
resfriamento durante protocolo de congelacdo do semen suino. Semina: Ciéncias ASrarms,
Londrna, v.36, .3, supl. 1, p.2023-2030, 20135.

BAMBA, K.; CRAN, D.G. Further sudies on rapid dilution and warming of boar semen. Journal
of Reproduction Fertility, v.82, p.509-518, 1988.

BORTOLOZZO, FP.; WENTZ, L; DALLANORA. D Siuacio atual da insemmacio artificial
em suinos, Acta Scientifiae Veterinariae, v.33, n.l, p.17-32, 2005,

BUHR. M.M. Preservation of boar sperm alters membrane molecular dvnamics. Proceeding in 2
International Conterence on Boar Semen Press, Beltsville-US A, p 81-93, 1990,

BWANGA, C.O, Cryopreservation of boar sperm. Acta Vetennariae Scandinavae, v.32, p.431-
453, 1991.

CAMARA. D. R.; GUERRA, M. M. P. Refrigeracio e criopreservacio do sémen ovino: danos
imerentes 4 técnica e influéncia da suplementacio do meio com antioxidantes sobre a qualidade

espermatica. Revista Brasilewa de Reprodugdo Amimal, v.35, p.33-40, 2011.
42
Cidnfen Antmaal 28715, 2018,



CASTELO, T.5. Efeito dos processos de centnfugagio, diluigio e descongelagio sobre a
qualidade do semen de catetos (Tayassu tgacw, Linnaeus, 1758). 2010. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) - Universidade Federal Rural do Semi-arndo, Mossord, 2010, 100p.

COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, Manual para exame andrologico e
avaliacio de sémen animal, 3" ed., Belo Horizonte, 2013. 104p.

COURTENS, JL.; PAQUIGNON, M. Ultraestructure of fresh, frozen, and frozen-thawd
spermatozoa of the boar, Proceeding in 2™ International Conference on Boar Semen Pres.,
Beltsville-USA, p.61-87, 1990,

ERIKSSON, B.M.; VAZQUEZ, 1L.M.; MARTINEZ, EA.: ROCA. J.; LUCAS, X.;
RODRIGUEZ-MARTINEZ. H. Effects oh holding time during cooling and of type of package on
plasma membrane integrity, motility and in vitro cocyte penetration abulity of frozen-thawed boar
spermatooa. Theriogenology, v.55, p.1593-1605, 200]

GUIMARAES, D.B.; BARROS, T.B., CANTANHEDE, L.F.. FEUGANG, J.MN., SOUZA.
L.P., TONIOLLI, R. Qualidade espermatica durante a curva de resfriamento do sémen suino
diluido em agua de coco em po visando sua cniopreservagio. Ciencia Animal Brasilewra, v.19, p.1-
16, 2018.

HUD, L. MA. X, YANG, Z. Assessment of sperm viability. mutochondrial activity, capacitation
and acrossome miactness m catended boar semen during long-term storage. Theriogenology,
v.8632, p.1-12, 2002.

JOHNSON, LA, WEITZE, K. F.; FISER. P.; MAXWELL, W.M.C. Storage of boar semen.
Animal Reproduction Science, v.62, p. 143-172, 2000,

KATZER, L. H. Restriamento de sémen suino: eleito da temperatura de armazenamento, incubagho
prévia, taxa de resiriamento @ diluentes, Acta Scientiae Velennariae, v.37, n.1, p.97- 98, 2009,

EATZER, LH.; BOETOLOXZ0D, F. P WENTZ, 1.; BEENARDI, M.L.; PEIXOTO, C.H.;
VIDOR., E.M. Viablidade do sémen suino armasenado a 12 °C ¢ 5 *°C apos incubagio a 17 °C. In:
X Congresso Brasileiro de Veterindrios Especialistas em Suinos, Anass, Anais, v.2, Porto Alegre-
RS, p.241-242, 2001a.

EATZER. L H.: BERNARDI M L PADILHA. AP; BORTOLOZZO, FP; WENTZ, 1;
COSTL G.; DIEHL, G.N. Diferentes temperaturas ¢ diluentes no resinamento do sémen sumo. In:
X Congresso Brasileiro de Veterinanos Especialistas em Suinos, Anais, v.2, Porto Alegre- RS,

43
Cigrmeio Antmal 28715 2008



p.243-244, 2001b.

KATZER. L.H,; BORTOLOZZO, F.P; WENTZ 1: POSTAL, A.T.; PADILHA, A.P.;
LECZNIESKL, L.F.. BERNARDI, M.L. Armazenamento de sémen suino a 5 °C de acordo com o
periodo de incubagio e a taxa de resfriamento. In: X Congresso Brasilewo de Vetermarios
Especialistas em Suinos, Anais, Anais, v.2, Porto Alegre-RS. p.245-246, 2001¢.

KOTZIAS-BANDEIRA. E. Influéncia de diferentes diluentes ¢ temperaturas de refrigeracio sobre
a qualidade de sémen suino. Brazilian Journal of Veterinary Research and Anumal Science, v.36,
n.d4, p.75-83, 1999,

KOMMISRUD, E.. PAULENZ, H., SEHESTED, E., GREVLE, LS. Influence of Boar and
Semen Parameters on motility and acrosome integrity in liquid boar semen stored for five days.
Acta Vetennaria Scandinavica, v.43, p.49-55, 2002,

KUMUS 5. A (Ed. ) Manual de inseminacion artificial porcina. Madrid (Espanha), 1993, 81p.
LALRINTLUANGA, K.; DERA, B.C; NATH, K.C.; HMAR, L.; BHUYAN, D.; BISWAS,
R.K. Effect of different extenders on the quality of boar semen during preservation at 18°C.
International Journal of Multidisciplinary Approach & Studies. v.3. n.1, p.224-232_ 2016,
LIMA, L.F.; MOURA, P.; PASSOS, P.LB.; LEAL, D.R;; RUMPF. R.; NEVES, J.P. Influéncia

de sistemas de refrigeracio sobre a quahdade do sémen ovino criopreservado em palhetas. Ciénc@a
Animal Brasileira, v.11. n.4, 2010.

LOPEZ RODRIGUEZ, A.; RIISSELAERE, T.; VYT, P.; VAN SOON, A.; MAES, D. Effect of
dilution temperature on boar semen quabty. Reproduction mn Domestic Ammals, v.47, n.5, p63-
66, 2011.

MAES, D.: LOPEZ RODRIGUES, A.: RISSELAERE, T.: VYT, P.; VAN, S A. Antificial
insemination mn pigs. Artificial msemination in larm animals, v.1, p.74-79, 2011,

MARTIN RILLO, 5.; MARTINEZ, E.; GARCIA ANTIGA, C.; DE ALBA, C. Boar Semen
evaluation in practise. Reproduction m Domestic Animal, v 31, p.519-526, 1996

MAXWELL, W.M.C.; JOHNSON, L.A. Membrane status of boar spermatozoa after cooling or
crvopreservalion. Thenogenology, v.48, p.209-219, 1997,

MEDRANO, A; WATSON, A.; HOLT, W.V. ITmportance of cooling rate and ammal varmability
for boar sperm cryopreservation: msights from the eryomicroscope. Reproduction, v.123, n2,

a4
Cigrmeio Antmal 28715 2008



p.315-322, 2002.

NASCIMENTO, E.F.; VALE FILHO, V.E.; SILVA FILHO, 1L M.; NASCIMENTO, 1F.EK.
Efeito da taca de resfriamenio sobre a motilidade, sobrevivéncia e morfologia espermatica de
varrdes. Arquive Brasilewo de Medicina Veterindria e Zootecnia, v.50, n.6, p.691-694, 1998,

POLGE. C. Artificial msemination in Pigs. Vetennary Record, v.68. n.4, p.62-75, 1956.

PURSEL, V.G.; JOHNSON, LA Distribution of glitamic oxaleacetic transaminase
dehvdrogenase activities in boar semen after cold shock and freezing. Cryobiology, v.7, p.141-
144, 1970,

FURSEL, V.G.; JOHNSON, LA RAMPACEK, G.B. Acrossome morfology of boar
spermatozoa incubated before cold shock. Jounal of Amimal Science, v.34 n.2, p.278-283, 1972,

PURSEL, V.G.; JOHNSON, L.A.: SCHUMAN, L.L. Fertilizing capacity of boar semen stored at
15 °C. Joumal of Animal Science, v.35, n.2, 157-161, 1973a,

PURSEL, V.G.; SCULMAN, L.L.; JOHNSON, L.A. Effect of holding time on storage of boar
spermatosoa at 5 °C. Journal of Amimal Science, v.35, n.3, p.371-277, 1973h.

RIESENBECEKE. A Review on international trade with boar semen. Reproduction n domestic
Animals. v.46, suppl2. p.1-3. 2011,

SCHULZE, M., HENNING, H., RUDIGER, K., WALILNER, U, WABERSKI, D. Temperature
management during semen processing: Impact on boar sperm quality under laboratory and field
conditions. Thenogenology. v.80, n.9, p.990-998, 2013,

SCHULZE, M.; RUDIGER, K. JUNG, M.; GROSSFELD, R. Use of refractometry as a new
managemen! tool in Al boar center for quality assurance of extender preparations. Anmmal

Reproduction Science, v.152, p.77-82, 20135,

SILVA M.C., OLIVEIRA MOURA L.C., VAZ DE MELO ML, MELO MAMBRINI 1.V .,
NEVES M.M., HENRY M.RJIM., SNOECK P.P.D:N. Prolonged post cooling but not pre-
coolng equilibrium length mproves the viability of ram sperm cryopreserved in an extender
contamning low-density lipoproteins. Small Rummant Research, v.119, nl-3, p.88-05, 2014,

TONIOLLL R Pouvoir fecondant des spermatozoides de vermat: amelomation des conditions de
conservation. 1996, 91p. These (Doctorat ) - Universite Francos Rabelais de Tours - France, 1996,

Resumo disponivel em <http:/cat.inist. fr/ 7aModele=afficheN &cpsidi=182303 -,

45
Cigrmeio Antmal 28715 2008



Z0U, C X YANG, ZM. Evaluation on sperm quality of freshly ejaculeted boar semen during in
vitro storage under different temperatures. Theriogenology, v.53, p.1477-1488, 2000.

df
Cigrmeio Antmal 28715 2008



