Chfomia Arndmed 25 (4) 44.58 1015
USO DO DILUENTE BTS NO PROCESSO DE CONGELACAO DO
SEMEN SUINO: IL MODIFIC ACOES NA TECNICA

{The BTS exiender use in the swine semen freesing process:
1L Mosdificantions i the rechnkgoe)

TONIOLLL R." TONIOLLO, G.H.%: FRANCESCHINI, P.HY: MORATO, FM.A.C.*

"Faculdade de Veteriniria da Universidade Esradoal do Ceard, *Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterindriag <
Universidade Extachual Palisza -Camgaes de Isboticabal

RESUMNO

0 sbmen de sere reprodutores fod coletndo ulilizando o récnica do mio énluvada sendo uiilizado o
ejaculado fotal. De cada ejaculado foi retirado 10,2 x | ¥ spiz para cada fratamento. A qualidade do
sémen foi avaliada pela concentmgiio (x10° spiz/ml ), volume (mL), total de espermatozoides (x10°
sptz), vigor espemuitico (0 a 5), porcentagem de células méwveis (*n). morfologia espermética (%) e
integridade de membrana espermdtica (%s). O sémen foi diluido o Beltsville Thawing Solution (BTS).
O delineamento expermmental utilizado o1 o de blocos ao acaso, utilimndo-se o teste de Mann Whitney,
com andlise das diferencas emre méadias feita por varidncia multifaorial com o General Liveor Models
do programa Staistical Aralysic Sysfem (SAS 6.03), a um imtervalo de confianca de pe0.05. Virnios
tratamentos fomm propostos: diferentes volumes do diluente de resinamento/congelagdo (18mL., %ml.,
6ml., 4ml); diferentes agticares (glicose, frurose, lactose, sacarose); diferemtes crioprotetores (glicerol,
etileno glicol, propileno olicol, dleo mineral) ¢ uso da gema de ovo em pd. O menor volume do dileente
gema de ove usado sem mfluenciar negstivamente a qualidade espermatica foi de 6 mL. A plicose
obfteve oz melhores resultados, particularmente na de porcentagem de membrana intacta {25%), Dentre
o croprotetores utilizados, ¢ desaconselhdvel o wso do dleo wvegetal devide a menor motilidade
espermatica {15%) e de células com membrana intacta (0%). O uso ds gema de ovo em pd pode ser
recomendpds devido a sua methor qualidade sanitiria. De uma maneira geral as modificagdes propostas
pelo protecole de wabalho nie apresentaram os efeitos esperados.

Palavms-Chave: Criopreservagio, s8men suino, conservagio, vamio,

ABSTRACT

The semen of seven swine males was collected by the glove handled rechnigue, being used the toal
epaculated. It was separate from each one a total of 10,2 x10° sptz. distributed among the treatments. The
samen quality was evaluatad by the concentration (x10% sprz/mL ), volume (mL), total of spermmlozoas
(=107 spte), spermatic vigour {0 to 5). movable cefls (%), spermatic morphology (%) and spermatic
membrane integrity {%u). The semen was diluted in Beltsville Thawing Sclution. The experimental
slwtiane Test used was the mavbe blocks, with the Munn Wihiney annlysis, in the Lineal General Models
of Statistical Analysis Svstem Program (5AS £.03), with a trust interval of p<003. Several treatmenis
were proposed: differents volumes of freezing extender (18mL, 9ml, émlL, 4mlL), differents sugars
(glucose, [mictose, laciose, sucroser differem crvoprotectants {glycerol, ethylene glveol, propylene
glyveol, mineral oil) and use of yolk egg powdered. The smallest volume in the egg volk extender used
without negative influence in the spermatic quality was 6ml. The glucose obtained the best results,
particubarly in the percentage of mntact membrane (25%). Among the crvoproteciants used, the use of the
miineral oil iz inadvisable die the smaller spermatic mokility (15%) and the cells with inact membrane
{0%). The use of the egg volk powderad can be recommended due to your best sanitary quality. In a
general way the modifications proposed by the work protocol they didn't present the expected effects.
Kevwords: Cryopreservation, swine semenl., conservaiion, boar,
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INTRODUCAD

A tecmica  de  criopreservagio
seminal ¢ importante anto para pecuaria
guanto pars a biotecnologia, permitindo o
mtercimbio de germoplasma de animais
geneticamente  superores bem como a
preservagdo de especies ameacadas, Denfre
as vantagens da técnica presente, a
optimizagio @ uhlizagho de  animais
selecionados, que permite ¢ armazenamento
do sémen apesar das hamreiras geograticas,
facilitando scu transporte em todo 0 mundo
¢ superando  problemas de tempo e
distancias (BARRETO et al., 2008),

Entretanto, o ejaculado suino tratado
pela técmica de cnopreservacio fem umi
utilizagio bastante restrita (Saraiva of o,
2005}, estando limitade ao vso em trabalhos
de melhormmento ¢ de difusio de material
genético (Bcheid ¢ Silvewa, 2002). A
utilizagio do sémen sob a forma congelada,
ainda traz grandes dezafios, necessitando do
desenvolvimento de uma nova técnica de
congelagio, uma vez que o sémen suino
apresenta uma maior sensibilidade 4 baixas
temperaturas, particularmente em
profocolos de congelagio (Antumes. 2007],
devendo-se tambem ser considerada a curva
de restnamento e a descongelagio (Johnson
el al, 2000].

s diferentes  profocolos  de
cnopreservagio de semen incluem passos
criticos, lais como resframento, congelagio
¢ descongelagho. Visando a viabilidade de
a5 processos, @ necessana a ullizacio de
diluentes e substincis apropradoes para
cada um dos passos acima mencionados.
Ejaculados tratados de forma adequada
durante os protocolos de congelagio, tem
maiores  probabilidades de apos a
descongelagio  manterem wma  methor
viabilidade espermatica de modo a permitir
o uso do sémen na msenmnagio artifcal
(Silva, 2007 Silva et al., 2011).

MNumerosos  trabalhos  tém o sido
desenvolvidos com & finalidade de =e

desenvolver um diluente capae de mater
valores mais  alios da  motilidade
espermatica, com o5 pesquisadores  se
concentmnde o apimoramento dos
processos de congelacio de sémen para uso
ein anumas € seres humanos (Schoutt e1 al.,
2003}, Com esta finalidade, substincias e
meios come o calcwo (Roberson er al,
1988}, leite despatado {Scobey er al, 1995)
e gema de ovo (Phillips, 1939; Salisbury er
al, 1941) foram utilimdas diluentes
parm © sémen do touro, cameimo ¢ do
homem, respectivamente, O presente
trabalho teve como objetive desenvolver
umi nowva lecnologia de congelagdo do
sémen do vamdo, com a finalidade de se
obler mator numera de  espermatozoides
viavels pos descongelagio,

MATERIAL E METODOS
Reprodutores, coleta ¢ avaliacio do
sémen in natyra

O sémen de 07 {z21e } reprodutores
foi coletado uma vez por semana duranie
dez semanas, empregando a técmica da mio
enluvada, em copo plastico de coleta, com
capacidade de 500 ml, coberto por gase ¢
protegido  por envoltonio térmice. Cada
ammal [ coletado der veses (n = 70
gipculados).  Todos o8 reprodutores
utilizados no expenimento  pertenciam a
Granja Estiva, municipio de Jaboticahal,
510 Paulo e enconlravam-se em sistema
rotineire  de coleéta, seado  utilizade o
gjaculado total apos separacho da pare
gelatinosa atraves de filtro. Apds a coleta, o
gjaculado era dentificado e levado em
segmida oo laboratorio para o sen
processamento. A fracio gelatinosa retida
pela gase era despresada. Apos as primeiraz
avaliagbes do ejaculado (v marura, o sémen
era diluido dentro da primeira meia hora
pos coleta, de acordo com o5 tratamentos
expenmentms:  semen e diluente  se
eiconiravamm sempre mil mesm lempetatuni
{30 °C).
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A qualidade do eppculado in natra
for  avaliada ataves das  seguintes
caracteristicas: volume (ml) em balanga
digital de precisio, concentragio (x10°
spizml) em espectroforometro, (ofal de
espermatozoides (x 10" sptz) que ¢ o volume
X concemiracdo, vigor espermatico (0 a 5;
Tomolli, 1996) e motilidade espermitica (%o
celulas moveis). As amilises do vigor e
motilidade  foram  fetas  atraves  da
micToscopia optica, em aumento de 200x,
colocando-se uma gota de sémen de 15 pl
entre lamina ¢ laminula, previamente
aquecidas a 37 °C. Foram considerados nas
analises de cadis caractenisfica, a0 MEnos
trers campos de mucrosedmo.

Tratamentos experimentais

L Diferenies Vilumes oo dilsenre Gema
de (hp: Foram testados diferentes volumes
do diluente gema de ovo/ghcose, formando
05 tratamenios de acordo com o volume
final; a) Tl = 18 mL (controle = Paquignon,
984 b T2=0ml e) T3 =6ml;d) T4 =
4 mL.

2 Diferentes agiicares: Foi substituida a
glicose do diluente gema de ovo/glicose par
oulros irés tupos de agicares na mesma
concentragdo (5,67 g). formando os
seguintes tratameptos: T1 = glicose
(controle); T2 = frutose; T3 = lactose e T4 =
SACAIDSE,

3. Teste de Crioprofefores: Foram testados
diferentes crioprotetores  adicionados  ao
diluente de congelagio (concentragio final
de 2%). Os diferentes tratamentos fommados
foram: a) Tl = Glicerol (GLY - Contrale);
by T2 = Etileno Ghlicol (EGk ¢} T3 =
Propileno-Glicol (PG); d) T4 = Oleo
Mineral (OM),

4. Snbstituicdo da pema de ovo! A gema de
ovo in matiern, fol substituida pela gema de
ovo em po nos diluente gema de ovo,
formando os seguimntes tratamentos: T1 =
BTS + gema de ovo im nemra; T2 = BTS +
gema de ovo em po.

OBS: O frabatho for divedido em diversos
experimentos, de acordo com cada tratamento
enperimental e foram executados
separndamente  em  sequéncia,  conforme
mmeragio de cada um deles. Apos cada
iratamento execulado, visando 4 seqidncia do
trabalbio, fol utilizado o melbor resultado parn a
execuclio  do  wiamente  seguinte, sendo
mantido até o final do experimento. Tods a
colen de amostras pamm as andlizes foi realizada
apds a descongelagio e ressuspensdo do sémen.

Congelacio do sémen
O sémen foi coletado com a
finalidade de ser congelado, sendo retimdo

um total de 10 x10Y sptz de cada cjaculado
para cada tratamento do sémen @ tesies in
vitre. A congelagio fon ferla conforme o
digpoato na tabela | abaixo:

Tabela 1: Tratamento do sémen no abaxamento da temperatura visando a congelagho.

Pré-Ini 1* 3 L Centrit
BIs Estabiliz. | Estabilfr.
1:z1

IMlnente
l“..-'lﬁ' | Hesiriam.

k' IMueste | Emvsre | Vapar b5
Estabiliz.  Comgelagio | palhetas b F

| 30°C [30°C2h[15°C2h| I5%C

A5 |_5""E'.-'1|1 3°C _' 3°%C | dmm |=15d

PS5, O tratamenio ko estniurado de acordo com Pepa of ol (30030 moditicadn,

Apos a coleta, as amostras de semen foram
diluidas em partes iguais {1:1) no diluente
Beltswille Thawing Solution (BTS) a
lemperatura de 30 °C,  permanecendo

mcubada por 2 horas. Apds este penodo, o
semen foi colocado a 15 °C por mais 2
horas, centrifugado a 800g por 15 minutos ¢
adicwonado do diluente de resfrnamento (9
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mL}. Em sepguida, o sémen fod eolocado o 5
“C por mais | hors, ao final da qual foi
acrescido  do  diluente de  congelagio
{volume a volume = 9ml), levando & uma
concentragio final de 500 x 10 sprz/mlL: por
fim, o sémen foir envasado em palhetas
plasticas de 0.5 mlL e selados com alcool
polivinilico em pé (FVC) com um total de
250 x10* sprz/palbeta. Apds o envase, as
palhetas foram colocadas em uma rampa de
congelagio (-60 a -70 °C) a 5 cm acima do
nitrogénie liquido por 4 munetos. ¢ em
seguida submersas em mitrogenio lguido (-
196 °C). A gema ovo'glicose (Paguignon,
1984 o1 wiilvado  imcialmente  como
diluentz de resinamento, sendo constituido
de 567 g de glicose, 22,5% de gema de
ovo, adicionado a 100 mL de agua destiladn
e fol adicionado ao sémen centnifugado a
temperatura de 15 °C. Posteriormente, aos 5
"C, este mesmo diluente acrescido de 4% de
ghcerol  (diluente de congelagio) fou
adicionado ao sémen. A concentracio final
de glicerol para a cnopreservado fol de 2%
(Polge ef af,, 1970).

Descongelacio rapida

Ela for femta em aparelho de
descongelacio Mutub, com agua corrente
¢ aqueécida o uma temperatura de 37 °C na
qual as palhetas eram submersas durante 50
scgundos. Apos 8  descongelagio, o
conletdo de cada palheta for ressuspenso no
diluente BTS colocado préeviamente em
banho maria a 37 °C. Para as analises in
vitro, a0 volume de cada palheta (0.5 mL)
for adictonado um total de 2 ml do diluente
de ressuspenzdo. A descongelacio era feita
apos  pelo  menos  sete  dias  de
cnopreservagio das amostras,

Amilises apis descongelacio do sémen
Visando as analises dos lestes in
vitro, © contendo descongelado de cada
palbets, era diluido e ressuspenso no
diluente BTS. As amostras assim tratadas

eram eolocadas em twbos de ensmo e
mantidas em banho maria a 37 *C por 10
minutos para em seguida serem analisadas.
Apos o reconstituigio do volume feita
atraves da ressuspensio, & concentracio
final, gque equivale a de uma dose de sémen
criopreservado, era foi de 100 x10f
spiz/mL.

I Vigor ¢ motifidade espermibiica (%
célulos mdveis)

De cada amostra descongelada foi
avaliado o wvigor espermatico {0 a § -
Tonwolli, 19%6) e motilidade espermatica (%o
de celulas moveis). O sémen descongelado
¢ ressuspenso fon meobado a0 uma
temperatura de 37 °C sendo as nndlises
feitas apos 10 minutos de  incubagio,
colocando-se uma gota de sémen de 15 pl
enire liming e laminula, com leiura em
mucroscopia optica a um aumento de 200x.
Eram examinados ao menos rés diferentes
campes do mucroscopio antes de se chegar a
nota final.

& Acroxsoma ¢ vitalidade espermdiica

Os exames morfologicos foram
feitos pela: a) integridade do acrossoma e b)
vitalidade espermatica (%o de células vivas).
Fot femto um esfregago de sémen, corado
pela solugio de awul de bromo-lenol,
contando-se 200 células/esfregagd  em
micrmscopia oplica com objetiva de 100 e
um aumento final de [000x. A solugdo
comnte foi formada por: azul de bromo-
fennl = (0.1 g citrato de sédio = 0.4 g; agua
destilada = 10 mL. Juntou-se uma sota de
séimen opm outra de  coramte e
homogenizou-se.  Apos 30 sepundos
procedeu-se o esfregago sendo secado &
temperatura ambiente. Os espermatozoides
foram classificados em 3 categorias: 1)
Viv0s COM BCrOSS0ma imtacto; 2) vivos com
acrossoma danificado ¢ 3) mortos. De cada
ejpculado, para cada  tratamento,  for
realizado um esfregago de s“émen  apos
descongelagho com  exames  feilos
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utllando-se microscoma oplica com lente
de imiersao, a um aumento de 1000,
3 Inregridade da membrana expermidiica
Avaliada pela coloragio
Muorescente em microscopla  oplica  de
CAMPG @SCUN0, COm uma nustura de corantes
biologicos. Para o meio de coloragio,
adicionou-s¢  20ul  da  solugho de
formaldeido, 20uL da solugdo de diacetato
de carboxi fluoresceina (DIC) e 10uL da
solugdo de odeto de propidio (IP) para cada
mililitro (mL) da solugéo salina estoque.
Um total de 10pl da suspensio de sémen,
contendo 10 x10° sptzmL for diluida em
40pl de mewo de coloragho. Uma aliquota
de Sul. da suspensio fm colocada entre
[imina & laminula sob aumento de 1000
com tluminagio epifluorescente, com filtros
de fluorescena  padrio  (luz azul) e
rodamina padriio {cor verdel,
alternadamente para os corantes DC e [P,
respectivamente. Foram  confadas 200
celulas por aliquofa corada'tratamento, Os
espermatozoides foram classificados em 3
categorias: 1) 1= Membrana integra. Toda a
celula que acumula a DIC (fluorescencia
verde) ao longo de sua cabeca e fagelo,
sem acummle da IP  (fluoresceéncia
wermelha), 2) I1 = Membrana parcialmente
damficada acimulo de DIC na pécn
imermediana  e'ou  regiio  acrossomal,
enquanio que a cabega ¢ canda se coram
com IP; 3y 11 = Membrana damficada.
Actumulo apenas de [P ao longo da eélula.

Andilise estatistica

O  delineamente  experimental
utilizado foi o de blocos ao acaso com as
andlises das diferengas entre medias feitas
por vanancia multifstorial usando-se o
General  Linear  Models do  programa
Starictical  Analvsiv  Ssfemr (SAS 603,
1988), com um imervalo de conflanga de
5% (p=003). As vanavels paramélricas
foram submetidas a andlize de variinea por
meio do procediments GLM do SAS e as

médias foram comparadas entre 08 grupos
por meio dos testes de Tukey on T de
Student, segundo a sua instabilidade, As
vanaveis ndo  pammetnicas  foram

comparadas enlre 085 grupos por mein do
teste de Mann-Whitney,

RESULTADOS E DISCUSSAOQ
Volume dos diluentes de resfriamento e
congelacio

Analizando-se o vigor espermatico
¢ a motilidade espermatica, dentro dos
diferentes matamentos, os resulados ndo
apresentaram neghuma diferenca
sigmficaniva {p=0.03), a excecio do T4
(22%), que teve a menor porcentagem de
recuperagio  de  células  moveis  apos
descongelagao do sémen (p=20,05) { Aguras |
¢ 2). A boa mfluéncia da gema de ovo no
diluente de sémen sobre a mobbdade
espermatica vista neste trahalho, tambem
pode ser confirmada em camivoros
conforme resultados de Barbosa et al
{2007y, A gema de ove tem sido wtihizada
rotineiramente como profetor espenmatico
em processos de resfriamento do semen
(Watson, 1979, desta forma  sua
concentragdo e'ou relacio com o volume de
stmen pode influenciar nos resultados de
avaliagdo espermatica (Bathgate ef al,
2006). Com base nestas informagdes, pode
sor visto neste trabalho gue a diminmgdo do
volume do diluente gema de ovo, passou a
ter uma infleéncia negativa sobre a
porcentagem de espermatoroides movers
guando sua disponibilidade para as células
ficou abaixo de 1/3 do volume original (18
mL — controle ). Isto pode ser explicado pela
queda acentuada da relagio diluente/célula,
fato este que diminuie & disponibilidade do
mesmo aos espermatosoides, afetando seu
metabalismoe com uma mfluéncis negativa
sobre a porcentagem de o¢lulas moves. Por
oulre lado, altas concentraches, dificultam
a5 andlises de vigor & molihdade, conforme
mostrado pelos resultados deste trabalho e
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confirmado  por outro auwlor  (Cardoso,
2005).

Anabzando-se oz resultados da
integridade  acrossomal,
diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos (pe0,05) para as caraciensticas
vivos com acrossoms danificado e mortos:
para espermatozoides vivos com acrossoma
intacto, o T4 aprezentou o valor mais baixo,
Por outro ladoe, os valores encontrados em
todos o5 tratamentos foram  inferiores a
50Pa, apresentando um percentual de queda
entre 18 ¢ 25 ponlos, com 0§ seguinies
valores por tratamento; (T1 = 38%, T2 =
39%0, T3 = 37% & T4 = 32%) (Figura 3-A).
Estes resultados sugerem mis uma veés que
uma diminuigio acentuads da  relagio
diluente/célula  pode  tmeer tambem
problemas na preservacho da mtegridade do
acrossoma ¢ da vatahdade espermatica. O
choque ermice & wma das maores causas
de problemas para a membrana acrossomal,
entretanto, ele pode ser reduzido atraveés da
utilizagio de  diferentes taxas de
resfriamento do sémen, mas também pela
incorporacio de gema de ovo ao diluente
(White, 1993) o que pode ser comprovado
neste  trabalho  pelos menores  valores
medios obdos nos imamenios com maor
dilusgdo do diluente gema de ovo. Os
beneficios obtidos com a inclusdo da gema
de ovo em diluentes durante o processo de
resframento (Salunon e Maxwell, 19935,
puderam ser evidenciados nos resultados
deste. rabalhio, eniretante a relaciio ideal
entre diluente e a gema de ovo amnda precisa
ser determinada. Muitas hipoteses procuram
explicar esta agio benéfica, entretanto
mecanismo exato de protegio da gema de
ovo permanece ainda desconhecida (Gil er
al,, 2003),

Ma figum 3-B, sdo apresentados os
resultados da ntegndade de membrana,
¢om uma maor porcentagem de células
com membmna intacta, obtudas no T2
(25%). Analisando-se a caracteristica

mio  houve

celulas com dano parcial de membrana, nio
houve diferengas sigmificativas (p=0.05)
entre o0& tratamentos, T2, T3 e T4, os quais
apresenianEn  um  menor  numero de
espermatozordes  danifbeados: 14 o TI
apresepton  resultados  com  a  meaaor
porcentagem de células damificadas, com
diferencas  estatsticamente  significativas
(p<0,05). O pior resultado, mais uma vez
foi encontrado ne T4, com apenas 5% de
espermatosoides com membrana integra
{p=0.05). As propricdades de membrana sio
de suma imporancia uma ved gque sua
qualidade e integridade tem agio sobre a
sobrevivénoa da célula apos restnamento ¢
congelagdo (Watson, 2007). Uma ves que a
presenca da gema de ovo no diluente
estimuls  significativamente a  viabilidade
espermatica  apis  diluigho  (Femander-
Santos et al, 20006) oz resultados deste
trabalbo demonstraram a necessidade de se
deferminar KETED relagho ideal
diluente/espermatozoide.

Substituicin da glicose
Considerando-se o vigor
espermatico.  dentro dos  diferentes
tratamentos, a analise dos resultados
mosirou que a ghoose com 2,7 for o melhor
aglear a ser uliheado no protocolo de
congelagdio (frutose = 2.4; lactose = 2.2;
sacarose = |.7) (p=0.05) (Figura 4). Para a
carmctenstica motilidade  espermatica,
apesar do mator valer médio ter sdo
encomrado para a glicose (44.0%), ela ndo
difermn  da  frutose (33,000 p=0,05),
entretanto, sendo melhor que os outros dois
fratamentos (lactose = 24% e sacarose =
15%; p=0.05) (Figura 5). Desta forma,
quando utilizado o diluente BTS, a melhor
opcdo de agucar foi a glicose. E possivel
gue este resultado seja reflexe de uma
melhor  adaplagae do  metabolismo
espermanco a este upo de aguear, ou amnda
que esteja relaconado com a necessidade de
uma modificacde nos  protocolos  de
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congelacho (Johnson er ol 2000; Anfunes,
2007),

Anabzando-se  os resultados da
integridade acrossomal, ndo houve vanagio
sigmficativa entre os diferenies tratamentos
(p=0.05) O mumero méde de células vivas
COM ACTOSS0mA intacto téve um percenmnial
de queda entre |8 e 33 pontos, ficando
abaxo dos 307 (T1 = 32,0%, T2 = 12,05,
T3 = 20,0 ¢ T4 = 26,0%), valores estes
ainda considerados razoaveis em se tratando
de semen congelado (Figura 6-A) (Bianchs,
2006), Apesar de ndo ter havido nenhuma
agio evidente emtre os  diferentes
Iratamentos, os  resultados  demonstram,
dparentements, que a técmen de congelagio
utilizada foi adequada.

Na Figua 6-B, sio wvistos os
valores da integridade de membrana,
dpresentando o T1 (gheose) uma muor
porcentagem de  espermatozoides com
membrana. ntegra (250%; p=0.05) ¢ wma
menor porcentagem de células com dano
total {(67%; p=<0,05), em relagio aos demais
tratamentos. Estes resultados podem estar
relacionados ao fato de que a glicose
proporcionou uma protegio @ membrana do
espermatozoide bem melhor do que os
oulros  acucares (Baanclon et al., 2006).
Apesar dos avan¢os ém novas lecnologas ¢
equipamentos visando a congelagdo do
sémen (Wolders e Ten Napel, 2003), a
glicose parece ser ainda o agear de elegio
para ser usado nos diluentes de congelacio.
De qualquer forma, os estudos gue visem o
desenvolvimente desta téemeca sdo0
necessarios, principalmente pelo fato de que
ela permite a verificagio do estado de zande
dos reprodutores, antes, durante e apos a
produgio ( Smith, 2006).

Substitui¢io do crioprotetor
Analisando-se © vigor espermatico,
dentro dos  diferentes  (mlamentos, 08
resultados  ndo  apresentaram  diferencas
signficativas entre tratamentos (T1 = 2,5;

T2 =25 T3 = 24. T4 = 19 (p=0.05)
{Figura 7). Pam a camctenstica motilidade
espermatica,  verificou-se uma  mesma
tenedencia (T1 = 25,0%; T2 = 24.00; T3 =
22,0%) (p=0.03), sendo. entrefanio, esles
Irés tratamentos melhores do gue o dleo
mineral (T4 = 15.0%) (p<0.03) (Figura 8).
Desta forma, o crioprotetor de eleigdo
continua sendo o glicerol, uma vez que ji é
usade como rotina nos protocolos de
congelagio do sémen suino. A viabilidade
espermatica ¢ normalmente redwada,
devido a imunias  celulares  provocadas
durante todo © processo de congelacio
(Bianchs ef ol , 2000), desia forma o uso de
um cnoprotetor eficiente ¢ imporante.
Apesar do glicerol ter também efeito 1oxico
sobre 8 celula, ele tem sido usado
preferencialmente nos  protocolos de
congelacdio de  sémen A motihdade
espermatica ficou em valores abaixo dos
enconirados em sémen canine descongelado
iTonioli er af, 2009), provavelmente
devido & diferenca de sensibilidade e
congelabilidade entre diferentes varrdes ao
processo de criopreservagao.

Analisando-se o5 resultados  da
mntegridade  acrossomal e wvitahdade
espermanca, nde houve diferencas enie os
diferentes tratamentos (p=0,05). Os valores
encontrados para o numero de celulas vivos
com acrossoma inlacto, foram nfenores a
304, apresentando um percentual de gueda
entre 25 ¢ 36 ponlos, com 08 seguinles
resultados por tratamento: (T1 = 24,080, T2
= 3700, T3 = 26,08 ¢ T4 = [9.0%)
(Figura 9-A). Os resultados demonstraram
que o tipe de cnioprotetor utilizado ndo
mfluenciou nos resultados finais  desta
caracteristica. Apesar disso, o5 resultados
indicaram a uma boa eficiéncia da técnica
de congelacio utilizada. Por outro lado a
literatura relata que o gheerol em baxas
copcentragdes (1 3%) permite uma melhor
sobrevivéncia pos descongelscho {(Almbid
and Johnson, 1988}, sendo ele o crioprotetor
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de elewglio pam o sémen do varro (Scheid,
1992). Uma  melhor crioprotegio
favorecendo a integridade acrossomal pode
ser negntivamente afetada com o aumento
da concentracio do glveerol (Yi et al,
2001y O dechnio substancial de celulas
COM ACross0ma intacto visio neste trabalho,
estio de acordo com os resultados de
Maxwell e Johmson  (1997), que
evidenciaram também a agdo benéfica de
um periodo de pré-aquecimento do sémen a
15 *°C durante o resfriamento do sémen.
Meste trabalho este procedumento tambeém
for feito, entretanto a 30 °C., que por ser
uma lemperatura  mms  alia,  pode  ter
wnfleenciado negativamente na porcentagem
final de celulas com acrossoma miacio.

Na Figura %-B, sao apresentados os
resuliados da inegridade de membrana,
obtendo-se uma mmor porcentagem de
espermatozoides com meambrana infegra nos
tratamentes T1 (5,0%), T2 (2,0%) ¢ T3
(3.0%), sem diferengas significanvas
(p>=0,05), entretantp. superiores ao T4
{0,0%) (p<0.05), onde o oleo mineral
demonstrou ser incapas de proleger a
membrana plasmatica, pois nenhuma célula
com membrana intacta fol encontrada. O
espermatoconde do varriio, ¢ o mns sensivel
a0 processo  de  congelagho, com O
aparecimento de danos de membrana e de
organelas  celulares, devido ao  estresse
osmolico, a0 chogue emmico ¢ a formagio
de pelo intra-celular (Watson, 1995). Desta
forma a melhor combinagio entre tpo de
erioprotetor @ téemica de congelagio, ainda
precisa ser enconirada (Pena et al., 2003],

Uso da gema de ovo em pa

Analisando-se as caracteristicas
vigor espermatico ¢ motihidade espermatica,
ndo houve diferengas significativas entre
tratamentos  (p>0.03), com of sepuinles
resultados medios: vigor (T1 = 1.8 T2 =
21} e motihdade (T1 = 13.(%%; T2 =
1 7.0%%), respectivamente {figuras 10 - 11).

Analizando-se os resuliados do
acrossoma e de membrana espenmatica,
também ndo  houve uma  vanagdo
significativa entre tratamentos (p=0.05},
com o8 seguintes resultados: vivos com
acrossoma mtacio (T1 e T2 = 20,0%); vivos
com acrossorma danificado (T1 = 28,0%:; T2
= 270%); moros (T1 = 51,08 T2 -
53,0%) (Figura 12-A) e membrana
espermatica integra (T1 = 10,0%; T2 =
14.0%) membrana espermatica
parcialmente damficada (T1 = 75,0%; T2 =
67, 0%); membrana espermatica totalmente
damificada (T1 = 16.0%; T2 = 19.0%)
{ Fagura 12-H}., respectivamente. A
porcentagem  de células com membrana
intacta  foi  baixa, indicando  uma
necessidade de revisio de todo o protocolo
experimental  ulilicado, uma wves que
segundo a literatura em torno de 50% das
celulas  sobrevivern a0 processo de
congelacdo (Watson, 19935). De acordo com
os resultados, a substituicdo da gema de ovo
in natura pela gema de ovo em po. amda
deve ser considerada, uma vez que o uso
deste produto poderd garantir uma melhor
qualidsde  sanitinia da dose de sémen,
através da dumunuicho da contaminagho do
sémen devido 4 ovos infectados,
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Figura [: Vigor espermatico, do sémen sumo congelado em
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Figura 2: Porcentagemn de espemmatoznides moveis, do sémen Suino
congelado em diferentes volumes do diluente gema de ovo/glicose,
apds descongelacio e ressuspensdo do sémen em BTS.
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Figura 3: Vitalidade (% células vivasg), integridade acrossomal (A) e de membrana
do espermatoeoide (B). do sémen suine congelado em diferentes wvolumes do
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Figura 4: Vigor espermitico. do sémen suino congelado no diluente
gema de ove'glicose com diferentes agucares, apos descongelacio e
ressuspensio do sémen em BTS.
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Figura 6: Vitalidade (% células vivas), integridade acrossomal (A) ¢ de membrana do
espermatozoide (B), do sémen suino congelado no diluente gema de ovo/glicose com
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Figura 7: Vigor espermatico, do sémen suino congelado no diluente
gema de ovo'glicose com  diferentes cnoprotetores,  apos
descongelagio e ressuspensio do sémen em BTS.
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Figura 8: Porcentagem de espermatozoides moveis, do sémen
suino congelado no diluente gema de ovo'glicose com diferentes
crnoprotetores, aphs descongelacio e ressuspensio do sémen em
BTS.
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Figura 10: Vigor espermuitico, do sémen suino congelado no
diluente gema de ovo/ghicose com uso da gema de ovo em po, apas
descongelacio ¢ ressuspensde do s8men em BTS.
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CONCLUSOES

s melhores valores de motlidade
espermatica no tratamento 2, sugerem que
esta relagio dilvente x sémen poderd ser a
melhor para a congelagdo do sémen. Com
relacdo ao hpo de agucar, o uso da gl:u:m:
ou da frutose no dilvente de congelagio,
podera proporcionar uma melhor qualidade
espermatica apos descongelagio. O uso do
oleo  wvegetal como  cnoproletor e
desaconselhavel, podendo ser mantido o uso
do glicerol como crioprotetor do sémen do
varriio. A uhilizagio da gema de ovo em po
podera fracer apenas vanlagens samlann
para 0 semen congelado.
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