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RESUNMOD

O semen de oito reprodutores suinos fivi coletade sraveés da técnica da mio enluvada, sendo
utilizado 10,2 x10° sptz do ejaculado total para cada tratamento. A qualidade do sémen foi
avaliada pela concentragio (x10° sptz/mL), volume (mL}, total de espermatozoides (x10° spiz),
vigor espermitico (0 a 5), percentagem de células movess (%), morfologm espermitica (%) e
integridade de membrana (%) O s#men foi diluido o Beltsville Thawing Solution (BTS) ¢ na
dgua de coco em po (ACP) com antibiotico, em partes iguais (1:1). O delineamento
experimental utilizado for o de blocos a0 acaso, utilizando-se o teste de Mann Whitney, com
andlise das diferencas entre medias feita por varincia multifatonal com o General Limeor
Models do programa Statistical Anafvsis Svsfem (SAS 6.03), a um miervalo de confiunca de
p,05. A agua de coco proporcionou um mew de conservacio que manleve Wm maior Aimero
de espermatosondes com acressoma intacto, podendo ser recomendado para uso rotineiro em
laboratorios de reprodugdo, De uma maneira geral as modificagoes propostas pelo protocobo de
trabalho nio apresentaram os efeftos esperados, tendo o ACP apresentado melhores resultados
em relagio a0 uso do BTS,

Palavras-Chave: diluentes, agua de coco, sémen, suino, congelagio.

ABSTRACT

The semen of eight male swine was collected by the glove-hand technique. A total of 10.2 x10°
sptz was collected and distributed among the treatments. The semen quality was evalated by
means of concentration (x10° spre/ml), volume (ml), total of spermatosoa (x10° spte),
spermatic strength (0 to 5}, motility (%) and morphology (%) and membrane integrity of the
spermatozoa (%), The semen was diluted in Beltsville Thewing Solution (BTS) or in cocomut
water (ACTP), in diluton of 1:]. Randomused block design was used and the Mann-Whitne v test
was performed in the Lmeal General Models of Statstical Analysis System Program (SAS
6.03. A 5% sgmificance level was adopted. The coconut waler extender provaded the
mamienance of o larger number of spermatozoids with mtact acrosome and could be
recommended for routing uwse n reproduction laboratories. However, the moditications
proposed m the présemt study did ool present as pood results as wse of the ACP did in
comparison with the BTS solution.

Kevwords: extender, coconut water, semen, swine. freezing,
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05 primetros trabathos de congelaciio do CRABD e EINARSSON, 1971; GEAHAN ef
SEMCN Suino tiveram micto anles dos anos al., 1971; PURSEL e JOHNSON, 1971)
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creopreservado. apesar de um uso amda
bastante imuiado (SARAIVAD er al., 2005)
resiringindo-se  praficamente 8 difusio de
materal pgenetico (SCHEID er af, 1982;
SCHEID ¢ SILVEIRA, 2002}, O problema

do chogue termico precisa ser solucionado
através do desenvolvimento de uwma nova

tecmica de congelagio para o sémen dessa

espécie  (PAQUIGNON e« al. 1982
ANTUNES, 2007).
A possihihdade de um  maior

controle sanitario das doses bem como wma
avahagio dos doadores de sémen, antes de
sua efetva ulldizacio, tém sido caminhos
apontados  pelas  pesquisas com  sémen
congelado (| SMITS. 2006). Necessirio se fas
o desenvolvimento de diferentes metedos de
avaliagdio, visando a sele¢io de reprodutores
com ejaculados mais resistentes a congelagio
(LARSSON & EINARSSON, 1976ae 1976k
JOHNSON er al., 2000),
adequacie  de
ressuspensio do sémen apos descongelacio.

hem como a

melbores  condigdes  de

trabalhos  tém sido

desenvobados com a  fGnabdade de se

N umerosos

encontrar um dilvente de ressuspensio capaz
de manter as caracteristicas de motilidade dos
descongelagio,
Substincias como o calcw (ROBERTSON &
al, 1988}, leite desnatado (SCOBEY e al,
1995) e gema de ovo (PHILLIPS, 1939,
SALISBURY & al. 1941; SCOBEY er al.
1995) foram utilizados em diluentes pamo

espermatozoles apis

sémen do toure, camewo ¢ do homem,
respectivamente. A busca da solugio deste
problema,  levow  diversos autores A
trabalharem com a agua de coco em po, na
conservagio do sémen do gato domestico
(SILVA er af,, 2007a), do cio (BARBOSA er
al., 2007), do carnewro (SALGUEIRO er al.,
2007), do macaco-prege (ARAUIO e o,
2007) e de suinos (TONIOLLI er al.. 1996).
0 presente trabalho eve como objetivo
avaliar a utilizacio da agua de coco em po
{ACP-103%} como diluente de ressuspensio
do sémen descongelado do  vamio em
diferentes protocolos, a fim de se obter um

maor mumera de espermatosoides viavels.

MATERIAL E METODOS
Coleta e analise do sémen i mafura

O semen de 07 (sete) reprodutores
fol coletado uma vee por semana durante dec
empregando-s¢  a
tecnica da miao enluvada, em copo de coleta

SEMANAs - Conseculivis,
com capacidade de 500 ml., coberto por gaze
e protegido por copo témmko ¢ contra
choques, perfazende wnm  total de 70
gjaculados. Todos os reprodutores utihizados
no expermento pertenciam ao Laboratano de
Reprodugio Summa ¢ Tecnologia de Semen
{(LRSTS) da Faculdade de Vetermaria da
Umversidade  Estadual  do

enconiravam-se¢  em  selema rolmeros  de

Ceart o

coleta, sendo utilizado o ejaculado total, apos
separacio da parte pelatnoss, através de
filtro de coleta. Apos a coleta, o ejaculado era
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identificado ¢ levado em  seguwda a0
laboratono, par o seu devido processamento,
A fracio gelatmosa retida pela gaze em
desprezada. Apos estas pnmemas avaliagoes,
o sémen fon diluido dentro da primeira meia
hora apos a coleta, de acordo com os
trafamentos. experimentais da primeira meia
hora apos a coleta: sémen e diluente se
ENCOOITAVAIN SEMPre N mMesma temperatura
(3070,

A qualidade do ejaculado @ monra
foi avaliada através das  seguintes
caracteristicas; volume (mL). concentragio
(x10¢ spte'mL), total de espermatocoides
(x10° sptz), vigor espermatico (0 a 5 -
TONIOLLL 1996) ¢ motlidade espermitica
(%0 celulas movers). As andhses do wvigor e
motilidade foram fenas, colocando-se uma
gofla de sémen de 15 pl enfre limma e
lapunula e com ledtura em microscopia odtica
o um aumcnlo de M0 veses. Foram
avaliados, para cada caracteristica, ag menos
[rés CHITPOS iy MUCTOSCOIN.
Congelagdo do sémen

Apos a coleta e retirada da amostra
de sémen, a mesma era dividida entre o3 dois
testados  (Beltsville

Thawing Solution = BTS - controle e dgua

diluentes a serem
de ecovo em pd + gentanucina a B0
mg/100mL = ACP-103%) em partes 1guais
(1:1), sendo dilubdo e wcubado a 30 =C
durante duzs horas. O diluente ACP 2
onunde da desidratagio da dgua de cogo in

manuira, pela técmica do spray dry, sendo

recomstituida  com  dgua destbada  npas
seguintes proporgies: 24g de ACP + 100mL
de agua destilada + sulfato de genfamicing a
B0 me/[ml., com 310 de osmolandade e
6,7 de pH. O sémen foi congelado segundo a
tecnica em palhetas com volime de 0,5 mL
(PAQUIGHNON & al, 1974). Durtante o
abaixamento de temperatura, for utilizado o
diluente £ena de
(PAQUIGKNON, 1984). A concentracio final

de gheerol foi de 2% (POLGE er al,, 1970).

oviy'glicose

Descongelagao rapida

A descongelagio foi feitn em aparclho
propoo com Agua commente o agquecida a uma
temperatura de 37 °C, na qual as palhefas
eram submersas durante 50 segundos. Apos a
descongelagdo, o conteudo de cada palbeta
foi ressuspense nos  diluentes testados e
previamente colocados em banho maria a 37
", Parn as analises fn vitre, o volume de
cada palheta (0.5 mL) foi adicionado de um
tefal de 2 ml dos dieentes de ressuspensio
(BTS e ACP-103%). A descongelagio era

feita apos, pelo menos, sele dias de

criopreservagio das AR As.
Tratamentos experimentais
Diferenites diluenies di

resspspervde; Apos a descongelacdo, foram
testados dows diluentes (BTS-controle ¢ ACP-
103%) para a ressuspensdo do sémen, em
de modificacan  da
técnica origimal de Paquignon 8 ol (1974},

diferentes  siuagdes

confonme a seguir:

23
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Volumes do diluente gema de ove:
Foram testados trés diferentes volumes do
diluente gema de ovo. Conforme os volimes
finais formaram-se os seguintes tratamentos:
T1 =18 mL (controle), T2=9ml; T3 =6
mL.

Agricares: Foi substituida a glicose do
diluente gema de ovo/glicose por outros tipos
de agtcares pa mesma proporcie (5,67 g,
formados os seguintes tratamentos: TI =
glicose {coatrale); T2 = frutose: T3 = lactose.

Foram lestados
diferentes  crioprotetores  adicionados a0
diluente de congelagdo. Manteve-se &

concentracio final em 2%. formando os

Crioprofefores:

seguintes  tratlamentos: Tl = Glicerol
(controle); T2 = Enleno-glicol: T3 =
Propileno-gheol.

Obs;: Cada tratamento fol aplicado a técnica
ofiginal de forma individualizada, unlzando-
ag gempre of dois diluentes testados (BlTS e
ACP)

Avallacio espermatica apos descongelagio

Visando as andlises dos testes in
vitra, o contendo descongelado de cada
palheta,
diluentes BTS e ACP. As amostras assim
tratadas foram colocadas em tubos de ensaim
& mantidas em banho-naria a 37 °C durame

fo1 diluide e ressuspenso  nos

I pumutos  para  em  seguida serem

analisadas. Apos a resswspensdo do sémen

descongelado, o concentragio final no tubo
de ensaio foi de 100 x10% sptz'ml..

Vigor ¢ moiilidade espermdfica (%
célufas moveis): Cada amostra descongelada
foi avaliada mmicialmenle em microscopia
otica em aumento de 200x, observando-se o
vigor espermatico (TONIOLLL, 1996) ¢ a
percentagem de células moveis (MARTIN
RILLAH er @l 1996b). O contetdo de cada
palheta foi ressuspenso em 2 ml de cada
diluente testado (BTS ¢ ACP), com as
analises in virro feitas apos 10 munutos de
meubacio a 37 °C.

Morfologia acrossomal ¢ vitalidade
espermiaiica; 05 exames [oram divididos em
2 (dois) upos de analises: a) mtegridade do
aetossoma (Vives Com  acrossoma  ntacho;
vivos com acrossoma danificado e mortos) e
vitalidade (% de células vivas), b) Analise
geral (cabega, peca
mtermediiria e flagelo). Foi
esfregaco de semen, corado pela solugdo de
azul de bromo-fenel (azal de bromoe-fenol =
0.1 g: citratoe de sidio = 0.4 g; agua destilada
= |0 mL), contando-se 200 células'esfregaco

do  espermatoeoide

feito  um

2IM micrescopia optica com lente de imersao,
em aumento de 1000%. Juntou-se wnma gota de
semen (10pL) com outra de corante (10pL),
sende homogensizada em seguida. Apos 30
segundog, procedeu-se ao eslregago, sendo
secado & temperatura ambiente. e cada
e@aculado, para cada tratamento, o1 realizado

&4
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um esfregaco de sémen apds descongelacio e

TESSUSPENSHO,

Integridade ie
plasmedtica: Foi avalinda pela  coloragio

fluorescente em microscopia otica de campo

irrembrana

eseuro, ubllizando-se umas mesturs de corantes
biologicos, Mo preparo do meio de coloragdio,
sdicionou-g¢ 20ul. da soligdo estogque de
formaldeido. 20ul. da solicdo estoque de
diacetate de  carboxi-fluorescema (M) e
10uL do solugio estoque de iodeto de
propidio (IF) para cada mililitro (ml) da
sofugdo salina estoque. Um total de 10uL da
suspensio de sémen, contendo 10 xI0F
sptzml for diluida em 40pl de mew de
coloracio, Uma
suspensan  foi colocada  eéntre  lamina e
10005, com

umunacho epifluorescente, com fhliros de

aliguota de Spl da

laminula. sob aumento de

fluoresceinn padrio (lue acul) ¢ rodamina
padrio {cor verde), alemadamente para os
corantes DIC e [P, respectivaments, Foram
contadas 200 aliguota,

classificadas em 3 categorias; [ = Membrana

celulas  por

integra - toda a célula que acumula a DIC
( Hluorescencia verde) ao longo de sun cabega
¢ flagebo, sem acumulo da IP (fluorescéncia
vermetha); 11 = Membmana parcialmente
damficada - acumulo de DIC na peca
intermediaria e'on regido acrossomal, com
cabeca e couda coradas com IP;, I -
Membruna danificada - acumulo apenas de IP

80 longo da céluka. De cada ejaculado, para

cada tratamento, i realizado um esfregaco

de sémen.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento  experimental
utilizado fo1 o de Blocos a0 Acaso, com as
andlizes parameétricas das diferengas entre
médias feitas por vanancia mmhifatorial
usando-se o Gemeral Linear Models do
programa  Statistical Analsis Svslem (SAS
6.03, 1988), com um intervalo de confianca
de 5% (p<0,05) ¢ as medias
enire 0s grupos por me dos testes de Tukey
ou T de Siedent. As

comparadas

VACEIVEIS  hdo
paramétricas foram comparadas entre o3

grupos por mew do teste de Mann-Whitney,

RESULTADOS E DISCUSSAQ
Diferentes volumes do diluente gema de
Ve

Comparando-se¢ o5 resultados do
wvigor espermético (Flgura 1), nos diluentes
ACP e BTS. dentro de cada trafamento, ndo
diferenga  significativa  (p=0.03),
mdependentemente do volume do diluente
gema de ovo, Quando analisada a motibdade

houve

espermatica, o diluente ACP apresentou
melhor resultado que o BTS (p=oL,05) no T2
{46% e 35%, respectivamente) (Figura 2).
Possivelmente, =to pode significar uma
mieragho entre os dois diluentes, pois apesar

da domnuigio da disponibilidade da gema de

RS
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ove para o espermatozosde. o uso do ACP
proporcionon uma  melhor condigdo  de
conservacio ao ejaculado,

A gema do ove tem sido utihzada
convencionalinente 2 105 de
criopreservagio, tormando-se um importante
componente da téenica de criopreservacio do
de diferentes especies  animais,
mchinde o suing (BATHAGATE er al.

2006). Entreétanto, em relagio aos resultados

semen

do vigor espermatico vistos neste trabalho,
quando adicionada ao dilvente ACP, ndo
apresenion  uma infteracio que pudesse
garantir uma melhor atividade da célula apos

a8 descongelaghio,

E sabide que uwma das maiores
causas de redugdo da monlidade apos a
descongetacio @ o chogque termico, problema
este que pode ser mmimizado com a mclusio
da gema de ovo ao diluente; ou amda,
dependente também, do tipe de diluente
utibzado (WHITE, 1993), Os resultados deste
trabalho comoboraram com oz daquele autor,
uma  ves qué  apresenfou  wmaA  maior
porcentagem e células moveis (46%) o
ACP em relagio ap BTS (35%) (p<0,05),
quando se utilizon a metade do volume do
diluente gema de ovo (T2). em relagdo a
tecmica de congelagho origmmal (controle).
Estes resultados estio tambem de acordo com
o8 achados de Hwayv e« al. {1997}, que
afrmaram que a gema de ove tem a

desvantagem de nido se dissolver

completamente em solugio, resultando em
um alto contendo de fragmentos que podem
dificultar a motihdade egpermatica,

Segundo Ruvalcaba er af. (2003),
essa diferenca pode ser também explicada
pela diferenga de osmolandade entre os dos
dilventes de ressuspensfo, pols a pressio
& importante  para
qualidade espermatica; sendo 350 mOsm o

Osmotc manler @
ponto ideal para se manter o espernmiozoide
mazs ative (MARTIN RILLO et al., 1906a).
Apesar de ndo chegar a este valor, o ACP
apreseniou wma osmolandade um pouce mais
alta do que a do BTS, o que pode explicar em
parte o5 melhores resultados de motilidade no

diluente dgua de coco em pd.

A Flgura 3-A mosira resuliados
significativamente melhores (p=<1,05) com o
uso do dileente ACP em relagio ao BTS.
apresentando um mawr mumero de células
VIVIS COm ACTOSSOmA mfacto, em fodos o8
tratamentos, Por outro lado, com relagio a
integrdade de membrana espermitica. nio
houve diferengas significativas (p=0,05) nos
resultados entre o ACP e 0 BTS. Analisando-
se 08 vilores mdividuas desta caracteristica,
fol dentro de T2 que se obteve as mawres
percemiagens de  espermalosoides  com
membranas integras, com 32% no ACP e
25% no BTS (Figura 3-B). Durante os
protocolos  de  resframente do  sémen.
derectou-se que as dihugbes podem causar

danos, tanto 8 motilidade, quanto &
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itegradade (FERNANDEZ-
SANTOS er al, 2006). Desta forma, a
qualidade do dilvente wiilzado pode interfery

gcrossomal

diretamente na viabilidade espermatica como
pode ser constatade nos resultados deste
trabalho. A despeito dos diferentes volumes
da gema de ovo, a dilnicho do sémen no ACP
PIOPOrCIONGU Sempre mawres percentuals de
celulas
sugermdo gue o wse deste diluente em
congelagio
proporcionar  melhores
tertilidade, sendo necessaria tambem a adigio
da gema de ove com seu eleito protetor

VIVAS  COM  ACrossoiE lfacho,

protpcoles  de podera

resultados  de

durante o resfriamento, congelacio e apos
descongelaciio do sémen (GIL e al, 2003 ).

Diferenies acdcares

Oz resultndos das analises do vigor
espermatico, apresentados na Figura 4,
comparando-se o5 dos  diluentes testados
(ACF e BTS) dentro de cada lote, ndo
apreseniaram
(p-0,05). Pam a

espermatozoides moveis, o5 resuliados foram

diferencas significativas

porcentagem  de

semelhantes (p=0,05) (Figura 5) Assim,
para as caracterisiias em questdo, tante ©
ACP quanto o BTS podem ser usados como
diluentes de ressuspensio do sémen sem
interferéncia significativa nos resultados de
CONSEVACAD,

O efeito weal de um diluente de

semien visando sua criopreservagio, sera o

de mummzar os danos resultantes  dos
procedimentos  tecnicos, viabilizando desta
forma a recuperagio de um maior mimere de
celulas movers e viavers. A adicas de frutose
2 lactose ao dilvente de congelagio, da
mesma forma gue nos trabalhos de Cardoso
et al. (2005) com sémen caminge, nio
CONSEgUIU TecUperar uma mawr percentagem
de  células mdvers pods  descongelagdo,
mdependente  do wilizado na

ressuspensio do sémen. Estas duas fontes de

diluente

£nergia para o espérmatosowde parécem ndo
ser adegquadas para esta finahdade. Apesar
dos melhores nesultados obtidos com a
glicose, ndo houve diferemgas sigmificativas
entre o8 diluentes testados, sugenndo
auséncia de interagio entre o diluente e o
aclcar.

A Figura 6-A mostra que para a
categorna  cspermatogowles  vivos  com
acrossoma miacto, apesar dos valores medios
sempre mais altos quando utilizado o dilvente
ACP em relagio ao BTS. nio houve
diferencas significativas entre os tratamentos.
ou seja. fad0 bouve influéncia do tpo de
agicar adicionado ao dilvente. Em todos os
outros lotes, as diferengas encontradas ndo
foram sigmbicativas (p=0,05). Por outro lado,
quando da  analise de infegridade de
o T3
{lactose) ndo houve diferenga sigmficativa
cotre o ACP ¢ o BTS (p=0.05). Quando
comparados dentro dos outros tralamentos, os

membrana  espermatica,  apenas
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resultados. foram  sempre  melhores  nas
anahises do ACP em relagio ao conseguido
com o BTS, com os seguinies valores
obtidos: T1 =35,0% ¢ 250%; T2 = 23,0% ¢

12,00, respectivamsente { Figura 6-B).

Apesar de ndo ter sido um resuliado
comum a todos o3 lotes, a analise
morfoldga apds a essuspensio, demonstrou
ser 0 ACP um diluente melhor adaptado as
necessidades do sémen suino, Entretanto,
uma apalise ultra-estrutural destas celulas
podena trazer mformagoes mais detalhadas
do que com o uso da microscopia Optica
(SILVA ar al, 2007h). Desta forma, poderia
ter sido colocado de forma mais evidente os
bons resultados obtidos com o uso do ACP,
uma ves que mudangas  estruturms e
funcionaiz  dos  espermatogsoides  causadas
durante os procedimentos de cnopreservagio
poderam explicar problemas de reducio da
fertilidade (RUVALCABA ar al.. 2003) além
da maior sensibilidade do espermatozoide
suino a0 choque ténmeo (ANTUNES ef al.

2007).

Diferentes crioprotetores

(s resultados do vigor espermatico,
apresentados na Figura 7, compamndo-se os
dols dilventes testados (ACE e BTS) dentro
de cada lote, nio aprésentaram nenbuma
diferenca significativa (p=~0.05). Para a
percentagem de espermatosoides mdves, os

resullados ndo apresentaram diferengas enfre

o5 dois diluentes utilizados, (p=005) nos
diferentes lotes | Figura 8). Desta forma, para
as caracteristicas acima, fanto o ACP quanio
o BTS podem ser usados para a ressuspensio
do sémen suine apos descongelacio.

Apesar de nio
encontradas diferencas enfre 05 ratamentos,
houve uma acentuada queda dos valores de
mtilidade espermatica. que podem ser. ao

terem  sudo

menos em parte, exphcadas pela acio de
substincias mibntonas da respiracio cellar
presentes nma gema de ove do diluente de
congelacho (HOLT, 2000} Estudos com a
adigdo de mais de um crioprotetor ao diluente
{glicernl e etileno-gheol) demonstraram que
houve um  estimulo  sos  resullados de
motilidade dos espermatosoides (BIANCHI
et al., 2006); devendo entretianto ser testado e
comparado entre diferentes diluentes para o
semen sumno. Apesar de muios estudos na
irea, 0 processo de resfriamento e congelagdo
provocou  uma gueda do wvigor e da
motilidade em todos os  tratamentos,
corroborando oz resultados de Blume et al.

{2007).

A Flgura 9-A apresenta resuliados
significativamente melhores (p={0,05) para a
caracteristica espermatozoides vivos ¢om
acrossoma  intacto, gquando unlizados  os
tratamentos 2 e 3 no diluente ACF (36,0% e
35,0%. respectivamente), ém relacho ao BTS
{27.0% ¢ 26,07, respectivamente). Quando

usado o glicerol (T1), ndo houve diferencas

EE
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entre o ACP e o BTS (p=0.03)
Aparentemente, kouve uma IMETagia entre O
tipo de crioprotetor 2 o diluente, fato este que
deve ser considerado na hora da escolha do
diluente a ser uiilizado. E conhecide que o
etileno glicol tem uma melhor performance
que o glicerol; enfrefanto, necessirio e faz
chegar-se 8 uma copcentragio olima do
mesmw (GARG e PUROHIT. 2007), bem
como  comparar  possivers  diferengas  de
resultados em relagio & cada  dilvente
utilizado.  Analizando-se o miegrdade da
membrana  cspermatica, em  todos oS
ratamentos, as diferengas entre os resultados
obtidos foram sempre significativas entre os
dois diluentes utilizades (p=0,05). Quando
comparados., o3 resultados foram sempre
imethores, quando wsado o ACF {T1 = 19,0%:;

T2=190%: T3 = 16,0P:) em relacio ao BTS

“egrn Enprrmaiorn @ 8

(Tl = 5.0%; T2 = 2,00%; T3 = 3.0%) (Figura
5 L1

Ao longo do tempo, diferentes
pesquisas ém sudo obeto de esmudos do
efeito das mmdangas de temperatura e de
diferentes soluches, como causas de danos e
morte celular nos protocolos de congelagio
{MAZUR, 1970; KARROW e CRITSER,
1997: FULLER ef al.. 2004). Desta fornma. a
unportaneia de uma melhor compreensao da
agiio do tipo de diuente utilizado po sémen
descongelado  ficou mais evidente para a
preservagiio da integridade de membrana
espermanica, resuliados
obtidos com o uso do ACP,

reforcada pelos

Figurm 01: Vigor esperimdiico do sémen suino criopreservado, em diferentes volumes do diluente pema
de ove, analizado apds descongelaciio ¢ ressuspensio nos diluentes ACP ¢ BTS, (T1=153mL;

T2=9ml; T3=6mL}
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Figum 02: Motilidade espermitica (%a), do sémen suing criopreservado, em diferentes volumes do
diluente gema de ovo, analisada apos descongelacio e ressuspensio nos diluentes ACP e
BTS.(Ti=18ml; TX=0ml: T3=6mlL)
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Figum 03: Morfologia acrossomal, vitalidade e infegridade de membrana plazmatica do espermatoeoide
suino criopreservado, em diferentes velumes do diluente gema de ove, analisades apds
descongelaciio e ressuspensdo nos dilventes ACF o BTS. (T1=1EBmL; T2=0mL; T3=6mL )
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Figuma 4: Vigor Espermdiico do sémen suino criopreservado, em diferenies agucares adiciomados ao
diluente germa de owvo, analisado apos descongelaciio @ ressuspensdo nos diluentes ACP e
BTS. (Ti=glicose; T2=frutose; Ti=laciose)
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Figura 3: Muotilidade esperméitica, do sémen suino criopreservado, em diferentes agicares adicionados ao
diloente genm de ovio, analsada apos descongelacio @ ressuspensiio nos diloentes ACP e
BTS. (Tl=ghoose; T2=frnose: T3=lactose)
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Figura 6: Morfologia acrossomal, witalidade e mtegridade de membrana plasmatica, do sémen suino
criopreservads, em diferentes agicares adicionados ao diluente gema de ove, analizados
apis descongelagdo e pessuspensio nos diluentes ACP e BTS (Tl=glicose, T2=frutose;
[i=lactose)
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Figum 7;: Vigor espermatico do sémen suino criopreservado, em diferentes crioprotetores adicionados ao
diluente gema de ovi, amalisado apis descongefacio e ressuspensio nos diluemes ACP
BTS. iTi=glicerol; T2=etilenoglicol, T2=propilenoglicol)
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Figurn 2 Motibdade espermética do sémen suino cnopreservado, em diferentes crioprotetores
pdicionados a0 diluente gema de ovo, analisada apds descongelacdo & ressuspensio nos
dilventes ACP ¢ BTS (Tl=glicerol: T2=¢ilenoglicol; T3=propilenoghicel)

Figura 9: Morfologia scressomal, vitalidade & mtegnidade de membrans plasmatica, do sémen suine
criopreservado, em diferemtes crioprotetores adicionados ao dilvente gema de owvo,
analisados apis descongelagio e ressuspensdo nos diluemtes ACFP e BTS. (Tl=gliceral;
T I=stilenoglicol; T3=propilenoglicol}

CONCLUSOES agua de coco desidratada {ACP-103%),
superou o8 resulindos obtidos com o uso do

BTS, sugermdo apresentar uma melhor

capacidade de comservachBo da  célula

A relagio  entre  diluente e
espermatozoides ¢ um @Mor importante gue

pode nfluenciar na qualidade do sémen

espermatica suina  duranie o cessn de
descongelads, devendo sar melhor K pre

S0 40 ¢ abrnnde novas speclivag pam
determnada para o gpculado do vamrdo. Em congelagio ¢ as perspectivas p

: 0 desenvolvimento de uma técnica weal de
diferentes aspectos amalisados, o diluente

CrOPEEservacao para 0o e sIino.
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Entretanto, novas pesquisas  devem  ser
realizadas no sentido de se determinar qual a
methor relacio diluenie/sspermatozoide, bem
como explorar mais miensamente as rems

possibilidades do dileente ACP na técmica de

criopreservagio do s2men do varrdo,
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