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RESUMO

Para ser ter bons resultados utilizando a inseminagdo artificial, é necessario sémen e diluente de boa qualidade. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo de diferentes concentra¢des da gelatina em p6 no diluente
dgua de coco, sobre a qualidade espermatica do sémen suino. Foram coletados sémen de trés reprodutores,
1x/semana durante 13 semanas (n=39). Foi separado de cada ejaculado 1,75 x10° sptz, repartidos igualmente entre
os tratamentos, a uma concentracdo de 35 x10° sptz/mL. Foram utilizados dois diluentes: o BTS e¢ a ACP,
acrescidos de gelatina em pd em diferentes concentragdes: 0%, 1,5%, 3,0% e 4,5%. O BTS sem gelatina foi
utilizado como grupo controle. O sémen diluido foi conservado a 17 °C por 5 dias. Foram realizadas analises no
dia da coleta e em todos os dias de conservagdo. Foi avaliado: vigor, motilidade; morfologia acrossomal; vitalidade
espermatica; resisténcia osmotica e no CASA. Os resultados de vigor e motilidade ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05). Para o teste de morfologia acrossomal e vitalidade espermatica, houve uma diferenga
significativa entre os tratamentos no D2, sendo o BTS e o ACP sem adi¢do de gelatina com melhores resultados.
Para os resultados de resisténcia osmotica no dia D2 e D4, o BTS sem gelatina teve melhores resultados
significativos comparados aos outros tratamentos (p<0,05). Nas andlises do CASA, os tratamentos nao
apresentaram diferengas significativas. Este estudo demonstrou que o diluente BTS sem gelatina teve melhores
resultados. A adicdo de gelatina e o uso do ACP ndo trouxeram beneficios na conservacao de sémen suino.
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ABSTRACT

To achieve good results using artificial insemination, good quality semen and extenders are needed. This work
aimed to evaluate the effects of including different concentrations of powdered gelatine in coconut water diluent;
on the sperm quality of swine semen. Semen was collected from three breeders, once a week for 13 weeks (n=39).
From each ejaculate, 1.75 x10° sptz were separated and equally distributed between treatments, at a concentration
of 35 x10° sptz/mL. Two diluents were used: BTS € ACP, plus powdered gelatin in different concentrations: 0%,
1.5%, 3.0%, and 4.5%. BTS without gelatin was used as the control group. The diluted semen-was kept at 17 °C
for 5 days. Analyses were performed on the collection day (D0) and on all days of storage. It was evaluated: vigor;
motility; acrosomal morphology; sperm vitality; osmotic resistance and CASA. The results of vigor and motility
showed no significant differences (p<0.05). For the acrosomal morphology and sperm vitality test, there was a
significant difference between treatments on D2, with BTS and ACP without the addition of gelatin showing the
better results. For the results of osmotic resistance on day D2 and D4, BTS without gelatin showed significantly
better results compared to the other treatments (p<0.05). In the CASA analyses, the treatments did not present
significant differences. This study demonstrated that the BTS extender without gelatin had better results. The
addition of gelatine and the use of ACP did not provide benefits for swine semen conservation.

Keywords: Swine, semen, extenders, powdered gelatin.

INTRODUCAO

O uso da inseminagdo artificial (IA) na suinocultura tecnificada, tem sido uma préatica
rotineira, utilizando-se principalmente o sémen diluido e conservado a 17 °C. Inumeros sdo os
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beneficios alcancados com o uso dessa biotécnica, que a tornou um importante instrumento
para o aumento da produtividade de granjas suinicolas comerciais (JOHNSON et al., 2000).

Muitos trabalhos tém sido feitos com o objetivo de desenvolver novos diluentes de
sémen, como o uso de leite em p6 (BARROS et al., 2015) e da 4gua de coco em p6 (TONIOLLI
et al., 2010), bem como com o acido 3-indol acético, um componente da agua de coco
(TONIOLLI et al.,2001), como meios alternativos na conservagao de s€émen de varias espécies,
assegurando uma boa qualidade espermatica a baixo custo. Outra pratica comum, com essa
mesma finalidade, é o uso de substancias adicionadas aos diluentes, como antioxidantes
(JEONG et al., 2009), crioprotetores, aminoacidos (FAGUNDES et al., 2010) e a gelatina em
p6 (CORCINI et al., 2011; GHELLER et al., 2017, BANDEIRA et al., 2018).

A 4gua de coco ¢ uma solucdo estéril, ligeiramente 4cida, contendo proteinas, sais,
acucares, vitaminas, fatores de crescimento (fito-hormonios) e muito pouco fosfolipideo
(LAGUNA, 1996). Sua composicao basica ¢ de 95,5% de agua, 4% de carboidratos, 0,1% de
gordura, 0,02% de calcio, 0,01% de fésforo, 0,5% de ferro, além de aminoacidos, vitamina C e
do complexo B, além de sais minerais como o sodio, potassio, calcio, magnésio mangangés,
ferro, zinco e cobre (ARAGAO, 2002; CARVALHO et al., 2006). Ela se caracteriza por sua
alta quantidade de antioxidantes (NUNES e SALES, 1993; NUNES e SALGUEIRO, 1999),
acucar, vitaminas, eletrdlitos, aminodcidos (YONG et al., 2009) e aspectos fisico-quimicos que
permitem a sobrevivéncia dos espermatozoides, tendo uma agdo benéfica sobre a morfologia e
motilidade espermatica (BARROS e TONIOLLI, 2011).

A sedimentacao espermatica que ocorre durante o armazenamento de doses de sémen,
favorece o aparecimento de alteragdes que resultam em um aumento de concentracdes
metabolicas toxicas. A adi¢cdo da gelatina ao meio diluente, pode ser uma alternativa para se
evitar ou minimizar esse problema (CORSINI et al., 2011; LOPES-URUENA et al., 2016).

Pode ser observada uma melhora na motilidade e da viabilidade espermatica, no sémen
de coelho, quando diluido em meio adicionado de gelatina (LOPEZ-GAUTIUS et al., 2005).
Esse mesmo sémen de coelho, quando colocado em um diluente para sémen suino,
suplementado com gelatina, apresentou uma maior porcentagem de espermatozoides viaveis
com acrossoma intacto, em relacdo ao grupo controle (NAGY et al., 2002).

CORSINI et al. (2011) observaram uma diminuicdo na porcentagem de
espermatozoides com morfologia normal, no s€émen diluido com Beltsville Tawing Solution
(BTS), em relag@o ao sémen diluido e suplementado com 1,5% de gelatina, demonstrando que
a sua adi¢ao ao meio, ajudou a preservar por mais tempo a morfologia das células espermaticas.

A gelatina em p6 adicionada ao sémen diluido, permite uma melhor e mais uniforme
distribuicdo dos espermatozoides no seu meio (PAULENZ et al., 2010; CORCINI et al., 2011;
GHELLER et al., 2017), bem como diminui as demandas metabolicas do movimento
espermatico, melhorando os pardmetros de motilidade e preservando a capacidade de
fertilizacdo do s€émen. Essas melhorias sao atribuidas ao aumento da viscosidade do diluente,
que mantém as células espermaticas em suspensao. Meios mais ViSCOSOS, COmMO OS
suplementados com gelatina, dificultam um pouco a movimentagao espermatica e permitem
uma distribui¢do mais uniforme das células (LOPEZ-GAUTIUS et al., 2005).

Um meio mais viscoso diminui a necessidade de se homogeneizar periodicamente as
doses de sémen, devido a diminui¢do da sedimentacdo celular, o que permite um melhor
aproveitamento dos componentes do diluente pelos espermatozoides, minimizando a variagao
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do pH, protegendo as células da exposicao a luz e do choque térmico (CORCINI et al., 2011;
GHELLER et al, 2017). Esta ultima caracteristica ¢ muito importante, visto que o
espermatozoide suino ¢ mais sensivel ao choque térmico, uma vez que a relagdo
colesterol:fosfolipidio da sua membrana plasmatica ¢ baixa (DE LEEUW ez al., 1990). Neste
sentido, o presente estudo teve como objetivo examinar os efeitos da inclusdao de gelatina em
p6 em dois diferentes diluentes e quatro diferentes concentragdes, sobre a qualidade
espermatica do sémen suino conservado a 17 °C.

MATERIAL E METODOS

Animais e coleta do sémen

O experimento foi desenvolvido no Laboratdrio de Reproducdo Suina e Tecnologia
de Sémen da Universidade Estadual do Ceara (UECE), cujo projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica para o Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA/UECE), com
processo registrado sob o n® 7330026/2018 de mar¢o/2019 a fevereiro/2020, em 14 de
novembro de 2018. O sémen de trés reprodutores, foi coletado uma vez por semana durante
treze semanas (n=39), em manequim fixo, pela técnica da mao enluvada, em um recipiente
com capacidade para 500mL, coberto com um filtro e protegido por envoltorio térmico. Foram
utilizados animais com idade variando entre 12 e 36 meses, em sistema rotineiro de coletas de
sémen, alojados em baias individuais, arragoados uma vez ao dia com 2,5Kg de racdo de
reproducdo e agua a vontade.

Avaliacao do Ejaculado in natura

ApOs a coleta, o ejaculado foi identificado e processado no laboratorio, sendo utilizado
o ejaculado total, apds a separacao e descarte da fragao gelatinosa retida no filtro (HANCOCK
e HOVELL, 1959). O sémen in natura foi avaliado quanto ao volume (mL), concentragdo (x10°
sptz/mL), total de espermatozoides (x10° sptz), vigor espermatico (0 a 5 - TONIOLLI, 1996)
e motilidade espermatica (0 a 100% - MARTIN-RILLO et al., 1996). Para as analises de vigor
e motilidade, uma amostra de 15uL do s€men in natura foi colocada entre ldmina e laminula
(24 x 24mm) para avaliagdo através da microscopia Optica em aumento de 200x. Estes exames
serviram para a avaliagdo individual da qualidade do sémen de cada reprodutor, sendo
aproveitado apenas os ejaculados que apresentassem vigor >3,5 e motilidade >85%.

Diluicao do sémen, adi¢ao da gelatina e conservacao

Foi separado de cada ejaculado um total de 1,75 x10° sptz, repartidos igualmente entre
os diferentes tratamentos, a uma concentragio de 35 x10° sptz/mL. O volume final para cada
tratamento (25mL = sémen + diluente) foi repartido em tubos de ensaio com capacidade para
SmL (total de 175 x10° sptz/tubo), num total de 5 tubos/tratamento (1 tubo / dia de analise), que
corresponderam, individualmente, a cada um dos dias de analise: DO (dia da coleta), D1, D2,
D3 e D4. De acordo com a concentragdo de cada ejaculado, volumes diferentes de diluente
foram utilizados a fim de completar o volume final de cada tratamento.

Foram utilizados dois diluentes: Beltsville Thawing Solution (BTS) e a Agua de coco
em po (ACP). O ACP ¢ oriundo da desidratacao da agua de coco in natura, pela técnica do
spray dry, apresentado sob a forma de p6, sendo reconstituida com agua destilada nas seguintes
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proporgdes: pacote de 24g de ACP + 100mL de dgua destilada + benzilpenicilina G procaina,
benzilpenicilina G benzatina, sulfato de dihidroestreptomicina a 80mg/100mL. No caso do BTS
o preparo foi feito conforme orientacdo do fabricante, ou seja, pacotes de 50g para serem
diluidos em 1 litro de agua destilada.

A gelatina em po, foi adicionada diretamente nos diluentes, em porcentagens pré-
determinadas (0%, 1,5%, 3% e 4,5% de gelatina, Tab.01), ap6s o preparo dos mesmos, que era
feito adicionando-se quantidades fixas de dgua destilada ao produto na forma de po.

Tabela 01: Diluentes e diferentes concentracdes de gelatina em po.

BTS ACP
BTS + 0,0% de Gelatina ACP + 0,0% de Gelatina
BTS + 1,5% de Gelatina ACP + 1,5% de Gelatina
BTS + 3,0% de Gelatina ACP + 3,0% de Gelatina
BTS + 4,5% de Gelatina ACP + 4,5% de Gelatina

Os diluentes eram preparados no dia da coleta. Os dois diluentes (BTS e ACP), apds
ressuspensao em agua destilada, eram deixados em repouso durante 60 minutos em banho maria
a 30 °C, antes de serem utilizados para dilui¢do do sémen. Apos o recebimento do ejaculado no
laboratorio e processadas as primeiras analises, o sémen in natura era também colocado em
banho-maria a 30 °C, durante 15 minutos, antes da sua dilui¢do. Apds esse periodo de repouso,
cada aliquota de sémen, de cada tratamento, foi diluida nos dois diluentes testados, distribuidos
em 05 tubos (3,0mL/tubo) que representava cada dia de analise, em seguida transferidos para a
geladeira entre 15 a 17 °C, permanecendo assim por cinco dias (DO a D4).

Analises do sémen apos conservacio

A cada dia de analise, um tubo de ensaio referente a cada ejaculado/tratamento, era
reaquecido em banho maria a 37 °C por 10 minutos. Ao final desse tempo, eram feitas as
seguintes analises: vigor espermatico, motilidade espermatica, taxa média de degradacao da
motilidade (TDM), integridade acrossomal, vitalidade espermatica (% células vivas), teste de
resisténcia osmotica e avaliagdo computadorizada da motilidade espermatica. Toda amostra de
sémen, em todos os tratamentos, antes de qualquer tipo de anélise, reaquecida em banho maria
a 37 °C por 10 minutos e posteriormente homogeneizada, através de movimentos leves do tubo
de ensaio.

Vigor espermatico e motilidade espermatica

Para avaliar a qualidade espermatica foi analisado o vigor espermatico (0 a 5)
(TONIOLLI, 1996) e a porcentagem de espermatozoides moveis (motilidade espermatica - 0 a
100%) (MARTIN-RILLO et al., 1996). Para as duas andlises colocou-se uma gota de sémen de
15uL, entre lamina e laminula, com avaliagao no minimo de trés campos do microscopio, em
aumento de 200x. As analises destas caracteristicas foram realizadas todos os dias, durante todo
o periodo de conservacao do sémen (DO, D1, D2, D3 e D4).

Taxa média de degradacio da motilidade
As andlises para o teste de termorresisténcia foram feitas nos dias DO, D2 e D4 de
conservagao, consistindo na incubacao do sémen a 37 °C durante 2 horas, com leituras do vigor
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espermatico aos 10 e 120 minutos de incubagdo. Aos resultados aplicou-se uma formula
matematica, no intuito de calcular a taxa de degradagdo média da motilidade (TDM):

TDM = vigor 10 min. - vigor 120 min. x100 = (%)
vigor 10 min.

Integridade acrossomal e vitalidade espermatica

Esse exame foi realizado nos dias DO, D2 e D4 de conservagdao do sémen sendo o
mesmo incubado a 37 °C por 10min antes de cada analise. Foram avaliadas duas caracteristicas
(integridade da membrana acrossomal e a quantidade de células vivas) na mesma lamina,
através de esfregacos de s€émen corados pela solugdo de azul de bromofenol, composta de: azul
de bromofenol (0,1g); citrato de sédio (0,4g); agua destilada (10mL) e se trata de uma coloragao
vital, separando células vivas de mortas (MEDEIROS et al., 2006). Para preparo do esfregaco,
juntou-se uma gota de sémen (15uL) com outra de corante (15uL), estando as duas a 37 °C e
em seguida homogeneizou-se. Apos 30 segundos, retirou-se uma gota (30 puL) desta mistura e
procedeu-se ao esfregago, deixando secar a temperatura ambiente (25 °C) antes das anélises
(BORTOLOZZO et al., 2005).

Para esta andlise foi feita a contagem de 200 células/lamina em microscopia dptica
com lente de imersdo (1000x). Segundo a morfologia do acrossoma e vitalidade, os
espermatozoides foram classificados em quatro categorias: 1) Vivos com acrossoma intacto; 2)
Vivos com acrossoma danificado; 3) Mortos com acrossoma intacto; 4) Mortos com acrossoma
danificado (BORTOLOZZO et al., 2005).

Teste de resisténcia osmotica

Esse teste teve por finalidade avaliar a funcionalidade da membrana espermatica, tendo
sido realizado nos dias DO, D2 e D4 de conservagdo do sémen. Essa técnica consiste em
adicionar 0,5mL de sémen diluido em 7,5mL de dgua destilada, mantendo a mistura em banho-
maria a 37 °C por 15 minutos (solu¢do 1). Apds este periodo, em 1mL da solugdo 1, foi
adicionado 0,5mL de formol salino a 1% (solugdo 2). Da solu¢do 2, foi retirada uma aliquota
de 15uL, colocada em uma lamina, recoberta por laminula, em seguida levada ao microscopio
optico, com um aumento de 400x, sendo contado um total de 200 células/lamina (GRAHAM e
MOCE, 2005).

Para avaliacao das células, foi observada a cauda, onde os espermatozoides com cauda
reta indicavam uma perda de fungdo na membrana (espermatozoide ndo reativo) e os que
apresentavam diferentes niveis de enrolamento e/ou dobramento da cauda, eram classificados
como membrana funcional (espermatozoide reativo). Considera-se um bom sémen aquele que
apresente no minimo 50% de espermatozoides com algum nivel de cauda enrolada e/ou dobrada
(BARIL et al., 1993).

Avaliacdo computadorizada da motilidade espermatica (CASA)

A andlise de sémen assistida por computador (CASA) ¢ considerada como um sistema
automatizado para visualizar e analisar imagens sucessivas dos espermatozoides, fornecendo
informagao precisa e significativa do movimento individual de cada espermatozoide (AMANN
e KATZ, 2004).
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Nos dias DO, D2 e D4 de conservagdo realizou-se a analise assistida de sémen por
computador (CASA) através do Sofiware Sperm Class Analyser® (SCA 2002, Microptic,
Barcelona, Espanha). Para essa avaliagdo, as amostras de sémen foram retiradas da geladeira a
17 °C e colocadas em banho maria a 37 °C por 10 minutos. Ap6s esse tempo, foi retirada uma
aliquota de 15uL de cada tratamento, colocadas na camara de makler, aquecida a 37 °C em uma
placa e assim avaliada pelo sistema em cinco campos distintos. Quando necessario foi feito a
limpeza de imagens, utilizando-se a configuracdo preconizada para suinos no sistema SCA
(KARAGEORGIOU et al., 2016). Os parametros avaliados no CASA estdo no quadro 01:

Quadro 01: Paramtros da motilidade espermatica obtidos por meio do CASA

Parametro Sigla Descricio

Velocidade curvilinear VCL (um/s) | Velocidade da  trajetoria real do
espermatozoide

Velocidade média da trajetoria VAP (um/s) | Velocidade da trajetéria média do
espermatozoide

Velocidade linear progressiva VSL (um/s) | Velocidade em funcdo da linha reta entre o
primeiro e ultimo ponto da trajetéria do sptz.

Linearidade LIN (%) Relagdo percentual entre VSL e VCL

Retilinearidade STR (%) Relagdo percentual entre VSL ¢ VAP

Index de oscilacao 0OSC (%) Relagdo percentual entre VAP ¢ VCL

Amplitude de deslocamento | ALH (um) | Deslocamento médio da cabega do

lateral da cabeca espermatozoide em sua trajetoria real

Freqiiéncia de batimento | BCF (Hz) | Freqiiéncia que a cabeca do espermatozoide

cruzado atravessa a trajetoria média.

Oscilacio ou equilibrio WOB (%) | Medida da progressdo pela oscilagdo /
equilibrio.

(Fonte: BOYER et al., 1989; VERSTENGEN et al., 2002)

Analise Estatistica

O presente trabalho foi conduzido sob um delineamento experimental inteiramente
casualizado, sendo distribuido em blocos ao acaso. Os dados quantitativos com distribui¢cao
normal foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, usando o Programa Estatistico R (The R Foundation for Statistical
Computing, 2018). Todos os testes foram realizados com um indice de significincia de 5%
(p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados no experimento 39 ejaculados, que apresentaram na sua forma in
natura aspecto normal, coloracdo branco leitosa e que apresentaram os seguintes valores
médios: volume de 262mL, concentragdo de 604,5 x10° sptz/mL, motilidade espermatica (%)
de 93+2 e vigor espermdtico de 4,6+0,6. Eles se apresentaram dentro dos pardmetros de
normalidade para a espécie suina (CBRA, 2013), sendo dessa forma utilizados nos protocolos
experimentais. A caracteristica vigor espermatico (Tab. 02), foi analisada durante todos os dias
de conservacao do sémen e nao apresentou diferencas significativas entre os resultados,
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comparando-se os diferentes diluentes e as diversas concentragdes de gelatina em po, utilizadas
(p>0,05).

Tabela 02: Vigor espermatico (0 a 5) do sémen suino diluido em BTS e ACP, adicionado de
diferentes concentragdes de gelatina em p6 e conservado a 17 °C por cinco dias.

Dias de Conservacao
DO D1 D2 D3 D4

0,0% 3,540,942 2,6+1,0°8 1,4+1,2%¢ 0,61,1P 0,3+0,6*°
1,5% 3,6+0,5* 2,7+1,0°8 1,4+1,2%¢ 0,7+1,1°P 0,3+0,7°°

Tratamentos

BTS 3,0% 3,6+0,6* 2,940,9*8 2,141,1%¢ 0,8+1,2°P 0,3+0,8°
4,5% 3,5+0,8%* 2,7+£1,1*8 1,5+1,3%¢ 0,7+1,2°° 0,4+1,0°°
0,0% 3,4+0,7°4 2,1£1,0*8 0,2+0,5%¢ 0,1+0,3%¢ 0,0:£0,0*¢
ACP 1,5% 3,240,7*4 1,941,2%8 0,4+0,8*¢ 0,1£0,2*¢ 0,0£0,0*¢

3,0% 3,5+0,5* 2,7+0,9*B 1,0+1,0%¢ 0,1+0,5*P 0,0+0,0°P
4,5% 3,5+0,6 1,9+1,3%8 0,3+0,6¢ 0,1£0,3%¢ 0,0+0,0°¢
Obs.: Letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras maitsculas diferentes na mesma linha,
diferencas significativas (p<0,05).

No presente estudo, os resultados do ACP e do BTS, sem gelatina, ndo apresentaram
diferengas significativas durante todo o periodo de conservacao (p>0,05). A partir de D2, os
resultados de vigor espermatico no ACP, apresentaram uma forte queda nos seus valores
(D2=0,2). Os resultados encontrados nesse trabalho, corroboram com os de Toniolli et al.
(2010), no qual comparando vigor espermatico do sémen diluido nos mesmos diluentes, nao
encontrou diferencgas significativas, durante o periodo de conservacao.

Mesmo o ACP ja tendo apresentado bons resultados nas primeiras 24 horas quando
utilizado na dilui¢ao do sémen suino (DIAS et al., 2019), no presente estudo nao se pode colocar
em evidéncia a acdo benéfica desse diluente. Apesar de ndo ter diferencas significativas as
quedas dos valores de vigor foram mais acentuadas no diluente ACP. De acordo com os
resultados, o diluente BTS com adi¢do de 3% de gelatina, pode ser usado até¢ o dia D2 de
conservagdo, com bons valores de vigor espermatico.

As quedas de valores no D1 foram mais acentuadas no ACP (2,1) do que no BTS (2,6),
0 que proporcionou o uso por mais tempo do BTS com possibilidade de bons resultados de
fertilidade. J4 o diluente ACP pode ser usado nas primeiras 24 horas ou no dia da diluigao.

Na motilidade espermatica (Tab. 03), considerando-se os valores no diluente ACP sem
gelatina, verificou-se uma queda acentuada a partir de D1 (47,1%). Esse resultado pode ter sido
devido a uma producgdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (EROs), a qual leva o
espermatozoide a um maior estresse oxidativo, com consequente diminui¢ao da sua motilidade.
Essa ¢ uma das razdes que podem explicar a diminuicdo da motilidade do sémen entre os dias
de conservagdo (MORAES eral., 2015). Altas taxas de EROs afetam as fungdes mitocondriais
e, consequentemente a motilidade espermatica (DIAS ez al., 2019).

Para a caracteristica motilidade espermatica, o diluente BTS, com ou sem adicao da
gelatina, apresentou valores médios maiores quando comparado ao ACP, a partir de D1 até o
final do periodo de conservacao do s€émen. Os tratamentos utilizando esses dois diluentes
conseguiram conservar valores aceitaveis de motilidade até o segundo dia de conservagao (D1).
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A partir de D2, ndo seria aconselhével, a luz dos valores da motilidade espermatica, a utilizacao
de tal sémen em programas de inseminag¢ao artificial (TONIOLLI e MOREIRA, 2008).

Tabela 03: Motilidade espermatica (%) do s€émen suino diluido em BTS e ACP, adicionado de
diferentes concentragdes de gelatina em p6 e conservado a 17 °C por cinco dias.

Dias de Conservacao
DO D1 D2 D3 D4

0,0% 71,4+19*4 55,3248 31,6425 11,4421°° | 5,4+]13%0
1,5% 76,9+74 53,6+23%® 27,2425 13,6422°° | 7,2+16%°

Tratamentos

BTS 3,0% 76,3£9% 60,5+20° 39,5424°C | 15,5425 | 5,6+15%P
4,5% | 73,514 | 556423 292427°C | 1334240 | 7,04]9%P
0,0% | 73,510 | 47,1+20° 4,6%11%C 1,0£3,8°C | 0,0+£0,0°

Acp | 1L5% | TLSEIIN | 415e0se 9,6+19%C 1,345,7°C | 0,040,0°C

3,0% 76,0+0,5* 57,9+16%8 20,0+£21%¢ 2,3+11%P 0,0+0,0°P
4,5% 72,6+0,6* 41,0+£258 7,9+15% 1,849,7%C 0,0+0,0°¢
Obs.: Letras minuasculas diferentes na mesma coluna e letras maiusculas diferentes na mesma linha,
diferencas significativas (p<0,05).

Os valores médios da motilidade espermatica entre os diluentes testados, adicionados
de 3% de gelatina, apresentaram quedas maiores no ACP, a partir de D1, até o final do periodo
de conservacao do sémen, apesar das diferengas nao terem sido estatisticamente significativas
entre os dois diluentes (p>0,05). Esses resultados estdo de acordo com os de Corcini et al.
(2011), que utilizaram metodologia similar, com s€émen de suino e o diluente BTS, adicionado
de gelatina nas concentracdes de 1,5% e 3,0%. Esses autores ndo tiveram diferencas
significativas nos seus resultados de motilidade (p>0,05). J4 em estudos feitos com sémen de
carneiro utilizando diluente a base de glicose e frutose (YANIZ et al., 2005) e sémen de coelho
com diluente a base de leite (LOPEZ-GAUTIUS et al., 2005), o tratamento suplementado com
gelatina apresentou melhores resultados de motilidade, quando comparados aos diluentes sem
adicao de gelatina. As diferengas de resultados podem ter sido devido a caracteristicas
inherentes a cada espécie e diluente, diferentes das utilizadas no presente trabalho.

No presente estudo o BTS adicionado de 3% de gelatina apresentou os melhores
resultados, entretanto, sem diferencas significativas. Sendo indicado o uso de BTS com ou sem
gelatina até o D1 e o ACP com ou sem gelatina no dia da dilui¢do do sémen.

A acidificagdo do local de aglutinacdo espermatica no meio diluente, causada pelas
modificagdes do pH, em consequéncia do aumento da concentragao de produtos toxicos do
metabolismo espermatico, pode trazer prejuizos para a motilidade do espermatozoide (NAGY
et al., 2002). A sedimentacdao ocorre quando a dose de sémen fica em repouso no periodo de
armazenamento, necessitando assim fazer frequentes homogeneizagdes, pois na sedimentagao
celular ocorre o acimulo de metabolitos e diminui a eficacia dos tampdes (MENEGAT, 2016).

Em doses de sémen adicionadas da gelatina em po, ndo ¢ necessario se fazer a
homogeneizagdo, uma vez que ndo ocorre a sedimentagdo celular e o sistema tampao do
diluente, consegue controlar o pH do meio com uma maior eficacia. Com isso observou-se que
o diluente BTS com gelatina teve mais €xito no controle do pH, uma vez que ele apresentou
melhores médias de motilidade. Os tratamentos utilizando ACP como diluente ndo obtiveram
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0 mesmo €éxito, fato esse que pode ser explicado pela falha dos tampdes do diluente ACP, que
ndo conseguiram regular bem o pH do meio.

Para a caracteristica taxa de degradacdo média da motilidade (TDM), pode-se observar
que também nao houve diferencas significativas entre os tratamentos (Tab. 04). Observou-se
que o diluente BTS, adicionado 3% de gelatina (D0=46,3; D2=58,1; D4=93,2), apresentou uma
menor TDM, quando comparado a todos os outros tratamentos na presenga da gelatina. Isso
pode ser atribuido ao fato de que diluentes suplementados com gelatina, permitem uma melhor
homogeiniza¢do das células espermaticas no meio diluente, proporcionando um melhor contato
das mesmas com os componentes do diluente (BANDEIRA et al., 2018) e permitindo uma
melhor manutencdo da motilidade espermatica. Quando se compara os resultados dos
tratamentos utilizando BTS com o ACP, os primeiros obtiveram no geral uma menor taxa de
degradacdo de motilidade.

Tabela 04: Taxa de degradagdo da motilidade (%). do sémen suino diluido em BTS e ACP,
adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em pé e conservado a 17 °C por cinco dias.

Tratamentos Dias de Conservacao
D0 D2 D4

0,0% 31,0+18,2°4 63,1+37,0°8 94,1£21,5*¢
1,5% 48,7+13,9*4 74,1+£31,4%8 97,949,5%C

BTS 3,0% 46,3+£19,0*4 58,14+32,9°A 93,2+21,5%8
4,5% 47,8+18,1%A 63,74+35,5"8 88,5+27,1°¢
0,0% 47,6+20,8*4 94,2421,0°8 100+0,0*8

ACP 1,5% 62,8+15,7°4 89,7+28,5°B 100+0,0°¢
3,0% 69,6£15,6°4 82,74+27,2°8 100+0,0°¢
4,5% 66,3+7,6"* 93,6+23,5%8 100+0,0*8

Obs.: Letras minasculas diferentes na mesma coluna e letras maiasculas diferentes na
mesma linha, diferencas significativas (p<0,05).

Para a avaliagdo de espermatozoides vivos € com acrossomo intacto, no primeiro (DO0)
e no quinto dia de conservacao (D4) ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos
(p>0,05) (Tab. 05).

Tabela 05: Total de espermatozoides vivos /acrossomo intacto (%) do s€émen suino diluido em
BTS e ACP, adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em po6 e conservado a 17 °C
por cinco dias.

Tratamento = Dias de Cl;);servagﬁo =
0,0% 67,9+£3,5* 65,0+1,7*8 62,2+4,6*
1,5% 66,2+3,2% 63,7+2,5% 61,9+4,1%¢
BTS 3,0% 65,7+3,3% 63,843,208 62,7+4,4C
4,5% 64,5+£2,8* 61,4+2,8°B 60,4+4,0%¢
0,0% 66,5+2,5% 64,8+1,48 61,5+3,9%
ACP 1,5% 65,524 63,143,348 61,1+4,1%¢
3,0% 64,9+£2, 74 62,5+2,6% 61,3+3,6%
4,5% 64,2+2,3% 59,7+2,8°B 58,5+3,9%

Obs.: Letras minuasculas diferentes na mesma coluna e letras maiusculas diferentes na mesma linha, diferencas
significativas (p<0,05).
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No terceiro dia (D2), observou-se um maior percentual de espermatozoides vivos com
acrossomo intacto nos diluentes (BTS e ACP) sem gelatina quando comparado aos diluentes
acrescidos das diferentes concentragdes de gelatina (p<0,05). Um estudo feito por Toniolli et
al. (2010) utilizando sémen suino, observou-se que o ACP sem gelatina obteve melhor
porcentagem de espermatozoides vivos com acrossomo intacto quando comparado ao BTS.

Os menores percentuais de células vivas com acrossomo intacto foram observados em
D2, nas amostras conservadas em meio com 4,5% de gelatina, independente do diluente
utilizado (BTS=61,4% e ACP=59,7% - p<0,05). Ao contrario dos resultados obtidos no
presente estudo, Nagy ef al. (2002) observaram um maior percentual de espermatozoides vivos
com acrossomo intacto no sémen de coelho conservado em diluente adicionado de gelatina, no
entanto, esses autores adotaram temperatura de conservacao inferior a convencional, revelando
um possivel efeito protetor da gelatina contra o choque pelo frio.

Em D2 teve uma diferenga significativa muito alta (p>0,001). No DO nao houve
diferengas significativas (p<0,05), o dia D4 também ndo apresentou diferengas significativas
(<0,05), porém ja haviam passado cinco dias de conservagdo, o que fez com que a agdo do
tempo influenciasse nas caracteristicas das células, associado ao numero baixo de repeticdes
(n=39). Isso pode explicar o fato de D2 apresentar diferencas significativas, DO e D4 nao.

Em D4 nao houve diferenga significativa entre os tratamentos (p>0,05). A adigao de
gelatina ndo demonstrou ter nenhum beneficio sobre a porcentagem de células vivas e
acrossomo intacto. Os diluentes BTS e ACP sem adigdo de gelatina podem ser utilizados até o
final do periodo de incubagao.

No teste hiposmotico a gelatina adicionada aos diluentes BTS e ACP nas diferentes
concentragdes, ndo apresentou efeitos benéficos sobre a manuten¢do da funcionalidade da
membrana espermatica. Pode-se observar que, independentemente do diluente, com o passar
do tempo de armazenamento, a funcionalidade da membrana espermética, mensurada pelo teste
hiposmético, diminuiu (Tab. 06). Essa diminui¢do, normalmente acontece devido a acao dos
produtos do metabolismo espermatico, conforme descrito por Oliveira Neto (2012).

Tabela 06: Funcionalidade de membrana (teste hiposmotico, %) do s€émen suino diluido em
BTS e ACP, adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em po6 e conservados a 17 °C
por cinco dias.

Trat . Dias de Conservacao
ratamento Do o3 o
0,0% 70,9+7,5% 65,3+5,78 62,9+3,6%
1,5% 61,9+£6,7*4 61,3+5,5% 60,742,604
BTS 3,0% 62,0+£5,1%A 59,7+5,3%8 59,0+3,1%8
4,5% 62,8+6,5* 58,0+6,7°B 56,9+2,4%
0,0% 67,5+10,2%4 60,146,158 59,6+2,6
ACP 1,5% 60,8+5,3%A 60,244,844 59,3+2,2¢¢
3,0% 61,3+4,6* 58,5+3,798 57,6£3,0P°
4,5% 61,4+4,4%A 55,248,0°8 54,7+2,3¢C

Obs.: Letras mintusculas diferentes na mesma coluna e letras maitsculas diferentes na mesma linha,
diferengas significativas (p<0,05).
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Nos dias de andlise D2 e D4, o diluente BTS sem adi¢ao de gelatina foi superior aos
outros tratamentos (p<0,05). Enquanto o diluente ACP acrescido de 4,5% de gelatina
apresentou os menores percentuais de células reativas ao teste hiposmoético indicando possivel
efeito deletério sobre a funcionalidade da membrana espermatica. Pode-se observar em D4 que
independente do diluente, com o aumento da concentracao de gelatina, notamos que houve uma
diminui¢do na porcentagem de células com membrana funcional. Ou seja, nem o ACP e nem a
adicao de gelatina produziram efeitos benéficos sobre a funcionalidade da membrana.

Os resultados deste trabalho assemelham-se com os resultados apresentados no
trabalho de Dias et al. (2019), onde o diluente BTS sem gelatina foi melhor do que o ACP sem
adicao de gelatina (p<0,05). E discorda de um estudo feito por Toniolli et al. (2010), que o ACP
sem adicdo de gelatina obteve resultados significativamente melhores, quando compara ao BTS
sem adi¢do de gelatina, durante 0 mesmo periodo de tempo (p<0,05).

No dia de conservacdo DO nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
(p>0,05). Apos o periodo de conservacao (D4), pode-se observar que o diluente BTS sem
adicao de gelatina (62,9) apresentou maior protecao ¢ melhor meio aos espermatozoides, uma
vez que ele obteve maior niimero de células com membrana funcional.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o sémen diluido em ACP sem
adi¢do de gelatina pode ser utilizado nas primeiras 24 horas sem prejuizos. O BTS sem adigao
de gelatina proporciona melhores condi¢des de protegdo as células espermaticas, o que permite
que o sémen chegue ao final do periodo de incubagdo com um maior niimero de células com
membrana funcional, este fato pode influenciar positivamente resultados de fertilidade.

Segundo as analises obtidas através do CASA das varidveis VCL, VSL e VAP do
sémen suino conservado em diluentes acrescidos de diferentes concentragcdes de gelatina, nao
foram observadas diferencas estatisticas nos trés dias de analises entre todos os tratamentos
(Figs. 01, 02 e 03).

100 - = BTS 0.0%
90 - = BTS 1.5%
80 - BTS2 0%
70 - mm ETS 4.5%
60 - = ACE 0,0%
50 Ea ACF 1,5%

mm ACFE 3,0%
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30 -
20 -
10 —
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Figura 01: Avaliacdo espermatica pelo CASA, no DO de conservagdao do s€émen suino diluido
em BTS e ACP, adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em p6 e conservado a 17
°C por cinco dias.

Obs.: VCL (Velocidade curvilinea), VAP (Velocidade média da trajetdria), VSL (Velocidade linear progressiva).
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Parametros analisados
Figura 02: Avaliacdo espermatica pelo CASA, no D2 da conservagdo do s€émen suino diluido

em BTS e ACP, adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em p6 e conservado a 17
°C por cinco dias.

Obs.: VCL (Velocidade curvilinea), VAP (Velocidade média da trajetoria), VSL (Velocidade linear progressiva).
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Figura 03: Avaliacdo espermatica pelo CASA, no D4 da conservagao do s€émen suino diluido

em BTS e ACP, adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em p6 e conservado a 17
°C por cinco dias.

Obs.: VCL (Velocidade curvilinea), VAP (Velocidade média da trajetdria), VSL (Velocidade linear progressiva).

No presente estudo os resultados de VAP foram numericamente maiores que os de
VSL, durante todo o periodo de conservagdo, para todos os tratamentos. Isso demonstrou que
o espermatozoide fez trajetorias irregulares, com grau mais alto de movimento lateral, o que
persistiu por todos os dias de conservagdo (Figs. 01, 02 e 03).

Nao foram observadas diferencas estatisticas em relagao as variaveis ALH, BCF, STR,
LIN e WOB (p>0,05) ao se comparar o sémen suino conservado em diluentes acrescidos de
diferentes concentracdes de gelatina (Tabs. 07, 08 e 09).
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Tabela 07: Avaliacdo espermatica pelo CASA no DO da conservagdo do s€émen suino diluido
em BTS e ACP, adicionado de diferentes concentracdes de gelatina em po6 e conservado a 17
°C por cinco dias.

Trat ¢ Parametros
ratamentos LIN STR WOB ALH BCF
0,0% | 32.1423% | 456331°0 | 49.6£32%4 | 1,6+12° | 50+34%
Brs | 15% | 380824 | 532430 | 560431 | 17410 | 56432
3,0% | 382424% | 52,9+32% | 5332 17£1,1% | 5443 3%
45% | 37.8425% | 515433 | 52,0433% | 1.6+1,1° | 52+33%
0,0% | 274420°% | 442331°% | 42,0029 | 1,6:14°A | 4.4%3,7°A
acp | L5% | 248223 | 300:340 | 36a310 13£13% | 3.8+3,6%
3,0% | 219423 | 342+34% | 32+32% 1£13% | 32437
45% | 233425 | 347436 | 32434% 11213 | 35540

Obs.: Letras minasculas diferentes na mesma coluna e letras maiusculas diferentes na mesma linha,
diferengas significativas (p<0,05).

Tabela 08: Avaliacdo espermatica pelo CASA no D2 da conservagao do sémen suino diluido
em BTS e ACP, adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em p6 e conservado a 17

°C por cinco dias.

Trat ¢ Parametros

ratamentos LIN STR WOB ALH BCF
0.0% | 10.7+14 18,9425 | 203127 | 11216 | 3.8:10,7°

Brs | 15% | 15.1£16™ 26,8428 | 27.0429° | 13+1,6"B |  3.5:4,0®
3,0% | 192+17 33,1428% | 34430° | 1,6+1.5% 41437
45% | 173+18" 28,5520° | 31431% | 14+16" | 3,5+37%B
0,0% 61514 10,4222° | 10,0024 | 0,5+12% 1,042,5

Acp | 15% 5,812 1032198 | 112+422% | 04+1,1% 0,8+2,3%
3,0% 6,415 112423 | 11,1222% | 04+12% 0,8£2,2%
4,5% 7.4+16% 11.7423% | 144278 | 04413 0.742,1°

Obs.: Letras minusculas diferentes na mesma coluna ¢ letras maitsculas diferentes na mesma linha, diferengas
significativas (p<0,05).

Tabela 09: Avaliacdo espermatica pelo CASA no D4 da conservagao do sémen suino diluido
em BTS e ACP, adicionado de diferentes concentragdes de gelatina em pd e conservados a 17
°C por cinco dias.

Trat ¢ Parametros
ratamento LIN STR WOB ALH BCF
0.0% | 68+14.1° | 11,8+23.8% | 11,7423.5° | 0.6£1.2% | 1,5£3,0°
BTS 15% | 6,1£124® | 1154219 | 12,0422.7% | 0.8+1,6" | 1.5+2.9¢
3,0% | 92+194 | 14,5£27.9°C | 13,9426.9° | 0.4+1,0° | 1329
45% | 1024185 | 1644287 | 15.8£27.6° | 07413 | 1,9+3 4%
0.0% | 2.5:8,7% | 4.0£143® | 4.7£16,6® | 0,0£0,0 | 0,0£0,0°
acp 1A% | 24801 | 4041480 | 455164 | 00£02 | 0,003
3,0% | 1.1+48P | 14£60%® | 5.7+204% | 0,0£0,0 | 0,0£0,0%
45% | 14450® | 28+07® | 4.0+143% | 0.0+0,0® | 0,0+0,0°

Obs.: Letras minuasculas diferentes na mesma coluna e letras maitsculas diferentes na mesma linha,
diferengas significativas (p<0,05).
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CONCLUSOES
A adi¢do da gelatina em p6 aos diluentes BTS e ACP, na conservagao do s€men suino,
visando uma melhor conservagao de s€men, ndo apresentou resultados que possam justificar a
sua utilizacao. Maiores estudos nesse sentido, com relagdo a sua utilizagdo no s€émen do varrio,

s30 necessarios, para uma verificagdo mais detalhada dessa possibilidade.
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