Ciéncia Animal, v.31, n.3, p.38-52, 2021.

DIFERENTES TIPOS DE EMBALAGENS E QUALIDADE
DO SEMEN SUINO CRIOPRESERVADO

(Different types of packaging and quality of cryopreserved swine semen)

Ricardo TONIOLLI"; Luciana de Souza TONIOLLI; Lina Raquel Santos
ARAUIJO; Ludymila Furtado CANTANHEDE; Daianny Barboza
GUIMARAES; Tatyane Bandeira BARROS

Laboratério de Reproducio Suina e Tecnologia de Sémen da Universidade Estadual do
Ceara (UECE). Av. Dr. Silas Munguba, 1700. Campus Itaperi, Fortaleza/CE.
CEP: 60.740-000. *E-mail: ricardo.toniolli@uece.br

RESUMO

Devido a alta sensibilidade do espermatozoide suino a criopreservacao, torna-se importante o estudo acerca dos
danos provocados a célula, pela agressdo térmica ocasionada durante este processo. Sendo assim, avaliou-se
neste trabalho, a influéncia de diferentes embalagens, utilizadas para o armazenamento de sémen suino, sobre a
qualidade do espermatozoide criopreservado. Foram utilizados animais hibridos, a coleta do sémen foi feita pela
técnica da mao enluvada. Foram analisados o vigor (0 a 5), a motilidade (0 a 100%), a taxa de degradacao da
motilidade e a integridade acrossomal. O sémen foi congelado em palhetas de 0,5mL, criotubos de 2,0mL e
macrotubos de 4 ¢ SmL. As amostras de sémen suino congelado em palhetas apresentaram os melhores
resultados de vigor espermatico (2,3), de motilidade (45,4%), de taxa de degradacdo da motilidade (56,5%) e de
integridade acrossomal (60,6%), quando comparadas as amostras criopreservadas nos demais tipos de
embalagens avaliadas (p<0,05). Somente para o pardmetro taxa de degradacdo da motilidade, o sémen
conservado em palhetas apresentou resultados similares ao conservado em macrotubo de 4mL (54,1%). Os
resultados pds-descongelagdo indicaram que o sémen envasado nas palhetas foi o que apresentou caracteristicas
condizentes com a possibilidade de serem utilizados nos protocolos de inseminac¢ao artificial, com possibilidades
de bons resultados de fertilidade. Concluiu-se que embalagens que permitam uma maior velocidade de trocas de
temperatura entre as células encontradas no bordo e no centro, favorecem a uma melhor qualidade do sémen
descongelado.

Palavras chave: Congelagao, motilidade espermatica, termorresisténcia, varro.

ABSTRACT

Due to high sensitivity of the swine spermatozoa to cryopreservation, it is important to study the damage caused
to the cell by thermal aggression during this process. Thus, this study evaluated the influence of different
packages used for the storage of swine semen on the quality of cryopreserved spermatozoa. Hybrid animals were
used, and semen collection was made by the gloved hand technique. The vigor (0 the 5), motility (0 the 100%),
rate of motility degradation and acrosome integrity were analyzed. The semen was frozen in straws of 0.5mL,
cryotubes of 2.0mL and macrotubes of 4 and SmL. The swine semen samples frozen in straws showed the best
results in sperm vigor (2.3), motility (45.4%), motility degradation rate (56.5%) and acrosomal integrity
(60.6%), when compared to the cryopreserved samples in the other types of packaging evaluated (p<0.05). Only
for the motility degradation rate parameter, the semen preserved in straws showed results similar to the one
conserved in a 4 mL macrotube (54.1%). The results after thawing indicated that the semen packed in straws was
the one that presented consistent characteristics with the possibility of being used in artificial insemination
protocols with possibilities of good fertility results. It was concluded that packages that allow a higher speed of
temperature changes between the cells found on the edge and in the center of them, favor a better quality of the
thawed semen.

Key words: Freezing, sperm motility, thermoresistance, boar.
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INTRODUCAO

O sémen suino criopreservado tem sido alvo de varios estudos, porém, seu uso ainda
¢ muito limitado, pois necessita de melhorias das técnicas de criopreservagio (CORDOVA et
al., 2002; PYLES, 2013; DAVOODIAN et al, 2017; YESTE et al., 2017). Os primeiros
resultados positivos de fertilidade, com a utilizacao de s€émen suino congelado, foram obtidos
no inicio da década de 1970, através da inseminacao artificial cervical. Bons resultados de
fertilidade foram obtidos através de inseminacdes feitas por via cirargica, diretamente no
oviduto de marras no estro (BERNARDI et al., 2005).

O maior problema da criopreservacdo nao reside na inviabilidade espermatica a
temperatura de -196 °C, e sim em se conseguir uma boa sobrevivéncia celular aos danos
resultantes do processo de congelacdo, na faixa de temperaturas entre -15 a -60 °C (MOURA
et al., 2013). O espermatozoide suino apresenta alta sensibilidade ao processo de
criopreservacao (YESTE, 2017), sendo de grande importancia o conhecimento acerca dos
danos provocados a esta célula durante todo o processo. Diferentes protocolos de congelagdo
para o sémen suino vém sendo estudados ha varios anos, na tentativa de se aprimorar a técnica
de criopreservagio (CORDOVA et al., 2002; TONIOLLI et al., 2017). Vérios fatores
concorrem para o sucesso da técnica, tais como: a complexidade bioquimica do
espermatozoide, os periodos de incubagdo para equilibrio da célula espermatica, a interagao
de seus componentes e a influéncia da curva de resfriamento, além da congelagcdo e
descongelagdo propriamente ditas (GUIMARAES et al., 2018; TONIOLLI et al., 2018).

O tipo de embalagem utilizada para envase ¢ armazenamento do s€émen ¢ outro fator
que concorre para os bons resultados da técnica. Existem vdarios tipos de embalagens
empregadas para esta finalidade, tais como: ampolas, palhetas, macrotubos, criotubos e blister
(ERIKSSON e RODRIGUES-MARTINEZ, 2000; LI et al., 2019; SICHSTAR et al., 2019). A
congelagdo, sob a forma de pellets, também ¢ utilizada (ZANIBONI et al., 2014; ABDEL-
KHALEK et al., 2018), entretanto, devido as limitacdes de armazenamento e de manipulacao,
além dos riscos de ordem sanitdria para o s€émen, este método ndo tem sido empregado.
Virios estudos tém sido desenvolvidos a fim de se encontrar embalagens adequadas para a
congelacdo do sémen suino, as quais devem propiciar velocidades de congelagao e
descongelagao uniformes (LI ef al., 2019).

A dose de s€men a ser aplicada esta diretamente relacionada as caracteristicas de
motilidade e morfologia, além da quantidade de espermatozoides viaveis por dose. Para a
utilizacao do sémen suino congelado, na inseminagdo artificial, também deve ser levado em
consideracdo a forma de embalagem do sémen, pois alguns autores t€m encontrado resultados
melhores em determinados tipos de embalagens, quando comparados a outras (ERIKSSON e
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000). Diante do acima exposto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia de diferentes tipos de embalagens sobre a qualidade do sémen suino
descongelado.

MATERIAL E METODOS

Animais e coleta de sémen
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Ceara,
em 31 de agosto de 2012, segundo processo n° 12.236.467-8, por ter atendido aos critérios
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solicitados pelo CEUA/UECE. Foram utilizados 5 reprodutores suinos adultos, entre 18 e 24
meses de idade, pertencentes ao Laboratorio de Reprodugdo Suina e Tecnologia do Sémen
(LRSTS), da Faculdade de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceard, os quais foram
submetidos a rotina semanal de coleta de s€émen. Os animis selecionados apresentavam
caracteres sexuais bem definidos, 6rgdos genitais integros, bons aprumos, sendo treinados
para monta em manequim. Os reprodutores recebiam ragdo balanceada (3.200 Kcal/Kg e 14%
de PB, 2,0 a 3,0 Kg/dia) em 2 arragoamentos diarios.

A coleta foi realizada pela técnica da mao enluvada, em manequim, apos lavagem
externa do prepucio com agua tratada, sendo enxuto com toalha de papel descartavel. O
sémen foi coletado em frasco plastico, com capacidade para 500mL, previamente aquecido a
37 °C e protegido por copo isotérmico. A fracdo gelatinosa do ejaculado foi separada por uma
gaze especial, sendo desprezada apds a coleta.

Analise do sémen in natura

A qualidade do ejaculado in natura foi avaliada através do volume (mL), em balanca
digital, da concentracio (x10° sptz/mL) em espectrofotometro, do total de células (x10° sptz),
do vigor espermatico (0 a 5 - TONIOLLI, 1996) e da motilidade espermatica (0 a 100% -
MARTIN RILLO et al., 1996). Para a andlise do vigor e da motilidade, uma amostra do
sémen (15uL) foi colocada entre lamina e laminula e foi feita a leitura em microscopia Optica,
com um aumento de 200 vezes. Somente os ejaculados que apresentavam valores de vigor
=3,5 e motilidade =80% foram utilizados nos protocolos experimentais.

Formatos e volumes das embalagens

Foram testadas diferentes embalagens, visando o envase e a congelacdo do sémen,
sendo elas: 01) Palheta de 0,5mL = embalagem de menor volume e menor didmetro; 02)
Criotubo de 2,0mL = embalagem de maior didmetro e volume intermediario; 03) Macrotubos
de 4,0mL (240mm — Mac 4) e 5,0mL (280mm - Mac5) = embalagens de didmetro igual e
intermediario com os maiores volumes. Todas as embalagens eram feitas de PVC, ndo sendo
esta caracteristica levada em consideragdao para as avaliagdes. Todas apresentavam formato
cilindrico e as diferengas entre elas se referiam aos volumes de sémen armazenado ¢ aos
diametros, sendo cada uma delas considerada como um dos tratamentos a serem testados.

Resfriamento, envase e congelacao do sémen

Apos as andlises do s€émen in natura, este foi refrigerado, envasado e congelado nos
diferentes tipos de embalagens. O diluente de resfriamento foi constituido por 5,67g de
glicose, 22,5% de gema de ovo e agua destilada g.s.p. 100mL; j4 o de congelagdo, foi o
mesmo de resfriamento adicionado de glicerol a 4% (concentragdo final = 2%). Visando a
congelagdo do sémen, utilizou-se a técnica de Paquignon et al. (1974).

De cada ejaculado, foi separado um total de 10,2 x10° sptz, em volumes variados de
acordo com a concentra¢gdo do sémen. O plasma seminal foi separado do ejaculado logo apos
a coleta, através de centrifugacio a 800g (2.600 rpm), por 15 minutos, a 30 °C, e, em seguida,
foi armazenado em bisnagas plasticas (90mL) e criopreservado a —20 °C. Apds a
centrifugacdo, os espermatozoides (papa de sptz com 2mL) foram submetidos a 1% pré-
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dilui¢do, com a adi¢do do diluente de resfriamento previamente aquecido a 30 °C: 2,0mL de
papa de sptz + 9,0mL do diluente de resfriamento (modulos).

A partir desse ponto, a temperatura do mddulo foi abaixada (em 1 hora) até 17 °C e
mantida a este nivel por 5 horas. Apds este periodo, foi feita a 2* pré-diluigao (a 17 °C)
adicionando-se a cada mdodulo mais 9,0mL do diluente de congelacao. Dessa forma, obtém-se
um volume final de 20mL, com um total de 10,2 x10° sptz, em uma concentragio fixa de 510
x10° sptz/mL. Apos a segunda pré-diluigdo, a temperatura do médulo foi diminuida, durante 1
hora, até alcancar 4 °C.

Em seguida, o sémen foi envasado nas diferentes embalagens testadas, a uma
concentracdo de 510 x10° sptz totais/mL. As palhetas e os macrotubos foram vedados com
esferas de vidro e o criotubo foi vedado com uma tampa rosqueada propria. Apos o envase do
sémen, as embalagens foram submetidas ao vapor de nitrogénio em rampa de congelacdo a -
70 °C, durante 15 minutos, a uma distancia de Scm da superficie do liquido (SUKHATO et
al.,2001). Em seguida, as amostras de sémen congeladas foram mergulhadas diretamente em
nitrogénio liquido (-196 °C), conservadas dentro do botijdo criogénico, por um periodo
minimo de 15 dias, para posterior descongelacao e analises.

Descongelacgio e ressuspensiao do sémen

Para descongelacdo das amostras, foi utilizado um descongelador automatico
(Geysir, Minitub GmbH, Alemanha), sendo estabelecidos diferentes tempos e temperaturas,
de acordo com o tipo de embalagem utilizada: a) Palhetas: 37 °C por 30 segundos; b)
Macrotubos e Criotubos: 50 °C por 60 segundos. Imediatamente apos a descongelacao e antes
da ressuspensao, o sémen foi colocado em tubo de ensaio, sendo aferida a temperatura da
amostra através de termdmetro para essa finalidade.

As andlises foram feitas 10 minutos ap6s a descongelagao/ressuspensdo a 37 °C. Para
as analises, o s€émen descongelado foi ressuspenso no diluente de Beltsville Thawing Solution
(BTS), de forma a se respeitar a mesma concentra¢io de uma dose inseminante (102 x10°
sptz/mL). Foi adicionado 2mL de BTS ao volume de uma palheta (0,5mL) e, para as outras
embalagens (macrotubos de 4 ¢ SmL e criotubo de 2mL), foram retiradas aliquotas de 0,5mL,
as quais se adicionou os mesmos 2,0mL do diluente de ressuspensao.

ANALISES APOS DESCONGELACAO DO SEMEN

Vigor e Motilidade Espermatica:

Apds a descongelacdo do sémen, cada amostra foi avaliada quanto ao vigor
espermatico (0 a 5 - TONIOLLI, 1996) e a motilidade espermatica (0 a 100% - MARTIN
RILLO et al., 1996). O sémen descongelado e ressuspenso foi colocado em banho-maria a 37
°C e as analises realizadas apos 10 minutos de incubagdo. Foi colocado um volume de 15uL
do s€émen, entre lamina e laminula, para analise a luz de microscopia optica a um aumento de
200x.
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Teste de Termorresisténcia
O sémen foi incubado durante 120 minutos em banho-maria a 37 °C e o vigor
espermatico avaliado apds 10 minutos e 2 horas de incubagio (GRAHAM e MOCE, 2005).
Para se calcular a taxa de degradacdo média da motilidade (TDM), aplicou-se a seguinte
formula, com resultados expressos em porcentagem (%):
TDM (%) = vigor 10’ - vigor2h x 100
vigor 10’

Integridade acrossomal

Para andlise da qualidade acrossomal de cada ejaculado e em cada tratamento, foi
separada uma aliquota (palheta) de 0,5mL de s€men, a qual foi adicionado 0,5mL de solugao
formol-salina (0,495mL de soro fisiologico e 0,005mL de formol), em tubos eppendorf, para
ser realizada a analise acrossomal (BORTOLOZZO et al., 2005). Dessa solugao, foi retirado
um volume de 0,5mL, com o qual foi feito o esfregago em lamina e que foi secado a
temperatura ambiente. A qualidade do acrossoma foi classificada em: 1) Acrossoma intacto; e
2) Acrossoma danificado. As analises foram feitas no sémen in natura e apds a
descongelagdo, contando-se 200 células por amostra. Os exames foram realizados por meio da
microscopia Optica com lente de imersdo e contraste de fase, a um aumento de 1000x.

Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. A analise estatistica
foi processada através da avaliagdo das médias e dos desvios padrdes, sendo que os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste
do Qui-quadrado, exceto para a variavel vigor espermatico, em que foi utilizado o teste de
Mann-Witney a um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen in natura apresentou valores de vigor, de motilidade ¢ de células com
acrossoma intacto acima dos requisitos minimos (CBRA, 2013) necessarios a possibilidade de
ser processado visando sua criopreservacao: 4,5+0,3; 89,9+6,4% e 89,9+10,4%,
respectivamente. A inseminacdo artificial, com a utilizacdo de sémen congelado para a
espécie suina, ainda ndo ¢ uma realidade para o setor produtivo, particularmente em virtude
de resultados divergentes, obtidos no campo na criopreservagdo do sémen (YESTE et al.,
2017).

Danos funcionais e estruturais sdo vistos apds os processos de resfriamento,
congelagdo e descongelagdo, sendo ainda um problema encontrado nos diferentes protocolos
utilizados visando a criopreservagdo espermatica. Entretanto, a influéncia da técnica utilizada
sobre a qualidade espermatica tem sido evidente, refletindo em uma melhor ou pior qualidade
apo6s todo processo (STORNELLI et al., 2005). A criopreservagdo € uma biotécnica capaz de
superar o limite temporal no uso do sémen, mas, na espécie suina, sua utilizacdo ainda
apresenta problemas de reducgdo da capacidade fertilizante do espermatozoide (TONIOLLI et
al., 2017; GUIMARAES et al., 2018).
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O estresse osmotico sofrido pelas células, no momento da congelacdo da agua
extracelular, quando os solutos aumentam a pressdo osmotica com saida de agua do meio
intracelular, pode causar desidratacdo celular. Na descongelagdo, acontece o efeito inverso,
com influxo de dgua para o meio intracelular, podendo provocar inchaco e até ruptura da
membrana plasmatica (PENA et al., 2006). Dessa forma, a criopreservagio pode induzir
danos ao espermatozoide, afetando a integridade funcional das células e reduzindo sua
capacidade fertilizante (MOURA et al., 2013; SOUZA et al., 2016).

De uma forma geral, os melhores resultados encontrados neste trabalho foram
obtidos com o sémen envasado em palhetas (p<0,05), quando comparados aos das outras trés
embalagens, nas quais os resultados nao diferiram entre si (p>0,05). A temperatura, apds a
descongelagdo do sémen conservado em palhetas, foi de 36 °C, ja nas demais embalagens
testadas foi de 34 °C. Provavelmente, este valor mais baixo foi influenciado pelo maior
diametro das embalagens maiores, uma vez que a temperatura de descongelagdo se distribui
de maneira mais uniforme da periferia para o centro da amostra nas embalagens com menor
diametro (ERIKSSON et al., 2001).

Todo material e diluente que tiveram contato com as amostras descongeladas
encontravam-se a 37 °C. O sémen proveniente das palhetas apresentou uma diferenga de
apenas 1 °C para o diluente de ressuspensdo, enquanto nas outras embalagens esta diferenca
chegou a 3 °C. Este fato pode ter favorecido a ocorréncia de choque térmico, justificando, em
parte, os melhores resultados obtidos no s€émen armazenado nas palhetas (MOURA et al.,
2013; TONIOLLI et al., 2015). Novas relagdes de tempo e temperatura devem ser avaliadas
para a descongelagdo do sémen envasado em macro e criotubos, de forma a se obter uma
temperatura da amostra descongelada mais préoxima possivel de 37 °C, evitando-se, desta
forma, um choque térmico.

Analisando-se os resultados do vigor espermdtico, no sémen descongelado,
verificou-se maior valor no sémen envasado em palhetas (2,3 - p<0,05), quando comparado
ao das outras trés embalagens, criotubo (1,4), Mac 4 (1,5) e Mac 5 (1,3), respectivamente. Os
espermatozoides criopreservados nos criotubos e macrotubos, ndo diferiram entre si (p>0,05)
(Fig. 01).

Os resultados similares de vigor (p>0,05) entre os dois tipos de macrotubos devem-
se provavelmente ao fato de apresentarem o mesmo diametro, apesar dos volumes diferentes.
Dessa forma, possibilitou uma mesma velocidade de resfriamento, congelacdo e
descongelagdo entre as células do bordo e do centro da coluna de sémen dentro da
embalagem. O didmetro ainda maior do criotubo ndo favoreceu nem prejudicou os resultados
de vigor espermatico em relacdo aos resultados obtidos nos macrotubos (p>0,05). Embora a
relagdo superficie:volume interfira na qualidade espermatica (BURANAAMNUAY et al.,
2009), aparentemente os diferentes volumes e alturas dos frascos de maior didmetro nao
interferiram nos resultados.

Paquignon et al. (1988) relatam uma queda significativa do vigor e da motilidade
espermatica apos a ressuspensao do sémen, o que pode estar relacionada a diferenga de
temperatura entre o conteudo das embalagens e o diluente de ressuspensdo previamente
aquecido a 37 °C. Os resultados desse trabalho mostraram uma temperatura interna média de
35 °C para as palhetas e de 33 °C para as outras embalagens pos-descongelagao.
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Figura 01: Vigor espermatico (0 a 5) do s€émen suino criopreservado, em diferentes tipos de
embalagens, apds descongelacgao, ressuspensao em BTS e incubagao por 10 min. a 37 °C.

As diferencas de temperatura entre o sémen descongelado e o diluente de
ressuspensdo acima de 1 °C podem ter influenciado negativamente os resultados de vigor
espermatico. Este fato poderia indicar a possibilidade de que a distribuicdo da temperatura,
dentro da coluna de sémen, durante a descongelagdo, teria uma maior influéncia na qualidade
do sémen pos-descongelagao (ERIKSSON e RODRIGUES-MARTINEZ, 2002), tornando-se,
assim, um fator mais importante a ser considerado para a escolha de embalagens visando a
criopreservacao do sémen do varrdo. Entretanto, em suinos, estudos confirmaram que, mesmo
utilizando o s€émen de animais com excelentes resultados de motilidade e sob as mesmas
condi¢cdes de criopreservacao, o grau de alteragdes produzidas pelo choque térmico ndo € o
mesmo para ejaculados provenientes de animais diferentes (TONIOLLI et al., 2017).

Quanto aos resultados da motilidade espermatica do sémen descongelado, assim
como observado para o vigor espermatico, percebeu-se um melhor resultado no sémen
criopreservado em palhetas, quando comparado as outras embalagens (p<0,05). No criotubo e
nos macrotubos, as diferencas encontradas também nao foram significativas entre si (p>0,05)
(Fig. 02).

Eriksson e Rodrigues-Martinez (2000) obtiveram melhores resultados de motilidade
espermdtica em sémen envasado em sacolas de PVC (5mL), quando comparados aos
resultados do sémen envasado em macrotubos (4mL). Apesar do maior volume, a forma
achatada das sacolas apresenta uma menor distancia entre as paredes internas, fato este que
favorece uma maior homogeneidade e velocidade de descongelacdo. Essa mesma
caracteristica foi observada nos resultados do presente trabalho, quando o sémen envasado
nas palhetas, recipiente com o menor didmetro, apresentou os melhores resultados de
motilidade.

Neste trabalho, observou-se que as amostras congeladas em embalagens com
didmetros menores corroboraram com a teoria de que essa medida tem influéncia direta sobre
a qualidade das células descongeladas. A velocidade de descongelacdo do centro da dose em
macrotubos ¢ 3,7 vezes menor do que a observada na periferia. Essa variagdo ndo ocorre no
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macrotubo achatado (WEITZE et al., 1991), o que explica, em parte, a melhor motilidade
espermatica com o uso deste tipo de embalagem.
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Figura 02: Motilidade espermatica (%) do sémen suino criopreservado, em diferentes tipos
de embalagens, apos descongelagao, ressuspensao em BTS e incubagdo por 10 min. a 37 °C.

As diferencas de temperatura entre o centro e periferia do recipiente permitem a
formagdo de gelo intra e extracelular, que traz como consequéncia lesio de membranas
(FISER e FAIRFULL, 1990) e formacdo de micro-cristais em mitocondrias (COURTENS e
PAQUIGNON, 1985), afetando a motilidade pos-descongelagao (FISER e FAIRFULL,
1990). Baseado nos relatos de autores, pode-se explicar os melhores resultados obtidos no
presente trabalho utilizando-se as palhetas para o envase do sémen. A escolha de um
determinado tipo de embalagem deve estar vinculada a facilidade de manejo, ao custo e aos
resultados de congelacao/descongelacao.

Li et al. (2019) observaram melhores resultados de cinética espermatica em sémen
humano criopreservado em criotubos, comparado ao conservado em palhetas. Por outro lado,
Leisinger ef al. (2017) observaram maior motilidade e percentual de espermatozoides intactos
em sémen equino criopreservado em palhetas, em comparagdao com criotubos de 1,5mL,
corroborando com o presente estudo. A criopreservagdo em frascos criogénicos (criotubo)
oferece uma simplificacdao do protocolo de congelagdo, além de proporcionar um sistema mais
seguro, mantendo melhor a identificagdo do s€émen e reduzindo significativamente o potencial
de contaminacdo e desperdicio, ou perda total da amostra, como pode ser visto nos cortes de
palhetas apos a descongelacdo (LEISINGER et al., 2017). Desta forma, faz-se necessario
estudos complementares para poder se entender de uma forma mais ampla a relacdo entre os
resultados pds-descongelagdo de qualidade espermatica e a contaminacdo e/ou perda de
sémen da amostra, bem como as diferengas entre o sémen de diferentes espécies domésticas.

Segundo os resultados do teste de termorresisténcia, em todas as embalagens, houve
uma reducdo nos valores do vigor espermatico ap6s o periodo de incubacdo (Fig. 03).
Entretanto, constatou-se que o sémen envasado e congelado nas palhetas e macrotubos de
240mm apresentaram os melhores resultados para esse tipo de teste. Desta forma, pode-se
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dizer que essas sdo as embalagens que proporcionam ao espermatozoide suino, apos
descongelagdo, uma melhor possibilidade de fertilizacdo, uma vez que o sémen apresentou
uma menor taxa de degradag¢do da motilidade (56,5 e 54,1%, respectivamente), o que pode ser
compreendido como uma maior quantidade de espermatozoides com bom vigor espermatico.
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Figura 03: Taxa de degradagdo média da motilidade (TDM, %) no sémen suino
criopreservado em diferentes tipos de embalagens apos descongelacao, ressuspensao em BTS
e incubag¢do por 120 min. a 37 °C.

A queda no vigor espermatico, observada ao fim do teste de termorresisténcia, pode
ter sido devido a perda de componentes intracelulares ou a lesdes estruturais na cauda dos
espermatozoides (COSTA BARROS et al., 2014). Durante o periodo de incubagdo, os valores
do vigor espermatico cairam significativamente se comparados ao vigor nas amostras em que
ndo ocorreu diferenca de temperatura entre o s€émen e o diluente, explicando assim os
resultados obtidos por outros autores (ERIKSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2000) e
representando um desafio para a pesquisa em definir protocolos de criopreservacao adequados
a célula espermatica.

No processo de criopreservagdo das células espermaticas suinas, rotineiramente o
plasma seminal ¢ descartado. No entanto, tém-se evidenciado efeitos positivos dele sobre a
fertilidade dos espermatozoides suinos. Uma vez que o plasma seminal ¢ capaz de modular a
funcdo espermatica e melhorar parametros de fertilidade de espermatozoides descongelados
de varrdes (RECUERO et al., 2019), a sua inclusdo junto ao sémen descongelado, durante o
periodo de incubagdo, poderia ter favorecido uma melhor manuteng¢ao dos valores do vigor
espermatico e diminuido as diferencas entre amostras onde ocorreu variacdes da temperatura.

Nos resultados da analise da integridade acrossomal (Fig. 04), as palhetas
apresentaram as maiores porcentagens de espermatozoides com acrossoma integro (60,6%),
em comparacao aos demais tipos de embalagens (p<0,05). Os resultados deste trabalho
corroboram com o de outros autores (ERIKSSON ¢ RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2002;
[ZQUIERDO et al., 2005; LEISINGER et al., 2017) na afirmativa de que melhor motilidade e
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morfologia espermatica podem ser obtidos quando se utiliza embalagens de menor didmetro
para a criopreservagdo do sémen.
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Figura 04: Acrossomas intactos (%) no sémen suino criopreservado em diferentes tipos de
embalagens apos descongelagdo, ressuspensdo em BTS e incubagdo por 10 min. a 37 °C.

O tipo de embalagem utilizada na criopreservacdo do sémen suino interferiu na
qualidade acrossomal avaliada depois (EKWALL et al., 2009). O melhor resultado obtido
com as palhetas foi devido, provavelmente, ao padrao de formacao de cristais de gelo, devido
a uma maior velocidade de congelacdo. A ocorréncia de choque térmico entre as células que
se encontram nas regides periféricas e centrais da embalagem pode induzir ao aparecimento
de danos no acrossoma dos espermatozoides, durante o processo de congelagio (CORDOVA
et al., 2002; IZQUIERDO et al., 2005). Além disso, existe a interacdo entre o diluente de
criopreservacdo ¢ o tipo de acondicionamento, que pode conferir melhores caracteristicas
fisicas, morfologicas e funcionais ao s€émen (SICHTAR et al., 2019; KHALIL et al., 2020).

O dano acrossomal, provocado pela desestabilizagdo das membranas plasmatica e
acrossOmica externa, deve-se a perda de componentes da membrana espermatica e pode estar
associado ao processo de refrigeracdo entre temperaturas de 15 a 5 °C e ao estresse da
criopreservacdo (CEROLINI et al., 2001), podendo ser visto edema, ondulagdes, rupturas e
vacuolizacdes (SILVA et al., 2009). Por outro lado, alguns autores relatam que mudancas
sofridas pelo acrossoma, ap6s a descongelacdo, estdo associadas as mudancas semelhantes
aquelas sofridas na capacitacdo, sendo comprovadas em experimentos com corantes vitais que
se ligam ao conteudo acrossomal e @ membrana plasmatica (BERNECIC et al., 2019).

Os danos causados pela criopreservacdo a qualidade espermatica podem ser
influenciados pela forma e volume das embalagens utilizadas (IZQUIERDO et al., 2005). As
embalagens devem proporcionar velocidades uniformes de congelagdo e descongelagdo, de
forma a minimizar o efeito deletério sobre o espermatozoide (LEISINGER et al., 2017),
sendo sugerido, para isto, uma maior relacao superficie: volume (BURANAAMNUAY et al.,
2009), a qual s6 pode ser encontrada nas embalagens de menor volume e raio interno.
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Outro fator que influencia a qualidade do resultado final da criopreservacdo do
sémen suino ¢ a variacdo individual de reprodutores ao processo e, consequentemente, a
capacidade de fertilizagdo, que pode ser influenciada por varios componentes do plasma
seminal e do proprio espermatozoide (PRIETO-MARTINEZ et al., 2017). Contudo, muitos
destes componentes e suas fungdes ainda sdo desconhecidos e as diferencas individuais no
conteudo destas substancias estabilizadoras podem também explicar as diferencas na
congelabilidade do ejaculado de cada reprodutor (VALENCIA et al., 2020).

O formato e volume das embalagens utilizadas para o envase e a criopreserva¢ao do
espermatozoide suino sdo importantes e devem ser levadas em consideracdo no tocante a
decisdo de qual protocolo de congelacdo serd usado. Entretanto, outros fatores também
influenciam no processo e no resultado final, no tocante a uma maior ou menor possibilidade
de fertilizacdo pelo s€émen conservado por essa técnica. O papel central das proteinas e suas
interacdes na funcao celular (LAZARI et al., 2019), que também sofrem influéncia sazonal
(MARTIN-HIDALGO et al., 2020), também nao podem ser negligenciados e precisam ser
melhor estudados e compreendidos.

Neste trabalho, a queda da qualidade espermatica foi mais acentuada no sémen
proveniente das embalagens com maior diametro (criotubo, Mac 4 e Mac 5), em relagdo a de
menor didmetro (palheta) (p<0,05). Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que as
células mais proximas da periferia da embalagem congelam mais rapidamente do que as da
porcao central. Durante a descongelacao, isso se repete, sendo descongelada primeiramente a
porc¢ao periférica e posteriormente a por¢ao central (ERIKSON e RODRIGUES-MARTINEZ,
2000). Dessa forma, Bwanga et al. (1991) obtiveram uma melhor qualidade espermatica pos-
descongelagdo, usando macrotubos achatados (1,7mL) ou palhetas (0,5mL), em comparagdo
aos macrotubos tradicionais (4 e SmL), corroborando com os resultados deste estudo. Por
causa do menor didmetro, o conteudo da palheta congelou e descongelou de forma mais
homogeénea, proporcionando uma melhor qualidade ao sémen ap6s a descongelagao.

CONCLUSOES

A palheta foi a embalagem mais adequada para criopreservacao do sémen suino, pois
possibilitou uma congelacdo mais uniforme da amostra de s€émen contida no seu interior,
proporcionando os melhores resultados apds a descongelacdo do sémen. A influéncia destes
resultados in vitro, sobre a possibilidade de fertilizagdo do espermatozoide suino
criopreservado, deve ser motivo de estudos suplementares mais detalhados.
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