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RESUMO

O uso de diluentes adequados é importante para o sucesso da inseminagdo artificial. O objetivo deste estudo
foi avaliar a eficiéncia de diluentes em diferentes temperaturas. Foram utilizados os seguintes diluentes:
Beltsville Thwaing Solution (BTS); TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano - H2ZNC(CH2OH)3); TRIS + gema
de ovo (TGO) e Leite em p6 desnatado (LPD). Cinquenta ejaculados foram analisados quanto ao vigor, a
motilidade, a funcionalidade de membrana e a atividade mitocondrial. Os diluentes TGO e LPD mantiveram
os maiores valores para vigor ¢ motilidade a 10 °C, em comparagdo aos demais tratamentos (p<0,05). A 17
°C, esses diluentes apresentaram resultados melhores de vigor e motilidade em relagdo aos demais, somente
até D1 (p<0,05). A partir de D2, o BTS mostrou-se como o melhor diluente para a preservacao dessas
caracteristicas. Maior percentual de espermatozoides com membrana funcional foi observado no TGO a 10
°C, seguido do LPD, BTS e TRIS (p<0,05). A 17 °C, o BTS manteve essa caracteristica, exceto em D0, em
que o TGO e o LPD apresentaram melhores resultados. Quanto a atividade mitocondrial, maiores valores
foram observados a 10 °C no TGO em todos os dias de andlise e em DO a temperatura de 17 °C. O diluente
TRIS + gema de ovo mostrou-se como uma alternativa para conservagao do sémen suino a 10 °C, assim como o
LPD. Além disso, esses mesmos diluentes constituem alternativas para conservagdo a curto prazo a 17 °C.
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ABSTRACT

The use of suitable extenders is important to artificial insemination success. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the efficiency of extenders at different temperatures. The following extenders were used: Beltsville
Thawing Solution (BTS); TRIS (Tris-hidroximetil-aminometano - H2NC(CH2OH)3),; TRIS + egg yolk
(TGO), and skim powdered milk (SPM). Fifty ejaculates were analyzed regarding sperm vigor, motility,
membrane functionality, and mitochondrial activity. The TGO and SPM extenders maintained the highest values
for vigor and motility at 10 °C, in comparison to the other treatments (p<0.05). At 17 °C, these extenders showed
better results of vigor and motility compared to the others, only until D1 (p<0.05). From D2, BTS proved to be
the best extender to preserve these characteristics. A higher percentage of sperm with a functional membrane was
observed for TGO at 10 °C, followed by SPM, BTS, and TRIS (p<0.05). At 17 °C, BTS maintained this
characteristic, except for DO, which showed better results for TGO and SPM. Regarding the mitochondrial
activity, higher values were observed at 10 °C for TGO on all days of analysis and D0 at a temperature of 17 °C.
The extender TRIS + egg yolk was shown as an alternative for the conservation of swine semen at 10 °C, as well
as the SPM. In addition, these same extenders are alternatives for short-term conservation at 17 °C.

Keywords: Sperm, extender, swine, egg yolk, BTS, TRIS.

INTRODUCAO

A inseminagdo artificial ¢ uma ferramenta importante para acelerar o
melhoramento genético na producao animal (PEZO et al., 2019; VIANA et al., 2019). Na
suinocultura comumente utiliza-se o sémen refrigerado, que fornece resultados de
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fertilidade similares aqueles obtidos com a monta natural. Para conservacdo do sémen
suino preconiza-se que a temperatura seja mantida entre 15 e 17 °C, pois, enquanto
temperaturas mais baixas reduzem a sobrevivéncia espermatica, temperaturas acima de 17
°C nao desaceleram os processos metabolicos celulares necessarios a preservagao das
doses de sémen utilizadas em programas de inseminagao artificial (IA) (YESTE, 2017).

No entanto, a conservag¢ao do sémen através do processo de resfriamento induz
modifica¢des morfoldgicas a célula, em diferentes espécies domésticas (BAILEY et al.,
2000), sendo o espermatozoide suino um dos mais sensiveis ao processo de resfriamento. Em
variagOes da temperatura, maiores de £2 °C, ou em temperaturas abaixo de 15 °C, ele pode
sofrer choque térmico, que pode provocar lesdes irreversiveis na estrutura celular, com
diminui¢do da permeabilidade seletiva e perda da integridade da membrana plasmatica,
fatos esses que levam a uma diminui¢do ou a perda total de sua motilidade, podendo,
posteriormente, levar o espermatozoide a morte (YESTE, 2017).

Desta forma, o processamento do sémen suino com diluentes adequados ¢ um dos
pontos importantes para sua conservagao eficiente. O diluente possui varias fungdes: aumentar
o volume total do ejaculado, fornecer nutrientes para a producdo de energia, proteger os
espermatozoides contra o choque térmico, controlar o nivel do pH, manter o balango osmotico
e inibir o desenvolvimento bacteriano (CORREA etal.,2001; BORTOLOZZO et al., 2005).

A viabilidade do sémen suino mantém-se satisfatoria durante 72 horas a 16 °C, em
diferentes diluentes comerciais (BTS, Kiew, Androhep, Reading, MR-A; FIGUEIROA et
al., 2001). Entretanto, esse periodo ¢ insuficiente, nao permitindo um melhor
aproveitamento do material genético dos reprodutores em sistema de coleta. Assim, a
procura por novos diluentes, para o sémen de diferentes espécies domésticas, levou
pesquisadores a estudarem a agua de coco em po6 (NUNES e SALGUEIRO, 1999;
TONIOLLI et al., 2001; YESTE, 2017) e o leite desnatado (TONIOLLI et al., 2010;
ARAUIJO et al., 2012; YESTE, 2017), como alternativas viaveis na substituicdo dos
diluentes tradicionais.

Azerédo et al. (2001) relataram que visando a diluicao de s€men, pode ser utilizado o
diluente TRIS-gema de ovo, devido a sua prote¢ao aos espermatozoides. Entretanto, Salviano
e Souza (2008) afirmam que devem ser adicionados antibioticos, fontes nutritivas e
estabilizadoras, além de tamponantes. A adi¢do da gema do ovo tem a fungdo de nutrir os
espermatozoides e adicionalmente ela tem propriedades termo-protetoras para a membrana
plasmatica, restaurando os fosfolipidios perdidos durante um possivel choque térmico, que pode
ocorrer durante o resfriamento do sémen. Acredita-se que essa prote¢do possa ser devido a
presenca de uma lipoproteina chamada fosfatidilcolina, que durante o choque térmico interage
com a estrutura lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides e propicia a protecao
(BOUCHARD et al., 1990).

Deste modo, um diluente que permita uma melhor protecao a célula espermatica e
um maior periodo de conservacao do ejaculado € importante para um maior sucesso dos
resultados da inseminacgao artificial. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de
técnicas e solugdes que permitam a utilizagdo do s€men resfriado, sem queda dos resultados
de fertilidade em particular na espécie suina (ARAUJO et al., 2016). Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de diluentes alternativos para sémen suino,
conservado em diferentes temperaturas.
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MATERIAL E METODOS

Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratorio de Reproducao Suina e Tecnologia de
Sémen da Universidade Estadual do Ceara (LRSTS/UECE), localizada a 03° 43' 02 S e 38°
32" 35” O, com altitude média de 21 metros acima do nivel do mar, indice pluviométrico anual
de 1600mm e temperatura média anual em torno dos 26 °C. Os cuidados e procedimentos com
os animais utilizados para coleta de sémen foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Estadual do Ceard (CEUA), sob o Protocolo n® 7157270/2015.

Animais experimentais e coleta do sémen

Foram utilizados cinco reprodutores hibridos comerciais que pertenciam ao LRSTS da
Universidade Estadual do Ceard. Os animais se encontravam em sistema rotineiro de coleta de
sémen semanal, mantidos em um sistema de confinamento, em baias individuais. A dicta
fornecida apresentava os niveis proteicos, energéticos € mineral dentro dos padroes estipulados
para a fase de reproducdo (3.150 Kcal de energia metabolizdvel e 14% de PB), com um
consumo diario de 2,5kg/dia, em dois arragoamentos e dgua potavel ad libitum.

O sémen foi coletado uma vez por semana durante 9 semanas (n=45), através da
técnica da mao enluvada (HANCOCK e HOVELL, 1959). em recipiente com capacidade de
500mL, coberto por gaze e protegido em copo térmico de coleta. Antes de cada coleta, foi feita
uma higienizacao externa do baixo ventre e do prepticio, com agua corrente € sabao neutro,
seguida de esgotamento prepucial no sentido caudo-cranial por pressao manual. Em
seguida, as partes molhadas eram secas por meio de toalha de papel descartavel. Apds a
coleta, o ejaculado era identificado e levado ao laboratorio para o seu processamento. A
presenga de sangue, de odor fétido ou urinoso, indicando uma possivel contaminagao do
ejaculado, resultava no descarte de todo material.

Avaliacido do ejaculado in natura

No laboratorio, a fragdo gelatinosa retida pela gaze era descartada, e a qualidade do
ejaculado in natura era avaliada pelos seguintes critérios: temperatura (°C), volume (mL) em
balanga digital de precisdo, concentragio (x10° sptzZmL) em espectrofotometro, total de
espermatozoides (x10° sptz), vigor espermatico (0 a 5; TONIOLLI, 1996) e motilidade
espermatica (0 a 100%; MARTIN RILLO et al., 1996). Para avaliacdo das duas ultimas
caracteristicas, uma amostra do s€émen (15uL) foi colocada entre ldmina e laminula (24 x
24mm) e em seguida feita a leitura em microscopia dptica com um aumento de 200 vezes.
Foram avaliados para cada caracteristica, no minimo, trés campos de microscopio. As
analises tinham por finalidade a avaliagdo e controle de cada ejaculado durante o periodo
experimental. Somente os ejaculados que apresentaram valores iguais ou maiores a trés (3,0),
para o vigor espermatico, e valores iguais ou maiores que oitenta por cento (80%), para a
motilidade, foram utilizados nos protocolos experimentais (CBRA, 2013).

Diluentes, diluicio e conservacio

Apos as primeiras avaliagdes, o ejaculado foi colocado em banho maria a 30 °C
durante 15 minutos, ¢ em seguida diluido de acordo com os tratamentos experimentais,
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dentro da primeira meia hora pds coleta. Sémen e diluente se encontravam sempre a mesma
temperatura.

De cada ejaculado, foi retirado um total de 1,75 x10° sptz, em seguida repartido
equitativamente entre os oitos tratamentos (quatro diluentes e duas temperaturas; 218,75 x10°
sptz/tratamento). O sémen diluido foi mantido a uma concentragio fixa de 35 x10° sptz/mL,
com um volume final por tratamento de 25mL (sémen + diluente), envasados em cinco tubos
de ensaio/tratamento (SmL/tubo = 175 x10° sptz/tubo). Foram avaliados quatro diluentes:
Beltsville Thawing Solution (BTS = contréle); TRIS modificado; TRIS gema de ovo (TGO)
= TRIS + 20% de gema de ovo; Leite em p6 desnatado (LPD).

Obs.: Composicao dos diluentes: 01 = TRIS modificado: Tris-hidroximetilaminometano (3,028g - Sigma);
acido citrico monohidratado (1,780g); D-Frutose (1,25g); estreptomicina (0,0134g); dgua destilada (100mL gsp)
(ROBERTS, 1986); 02 = Leite em p6 desnatado: LPD (100g); glicose (1,94g); gentamicina (80mg/100mL); agua
destilada (100mL, gsp). Cada 100g de LPD foi composta por: carboidratos (56g); proteinas (20,8g); fibra

soluvel (9,6g); sodio (300mg); calcio (2 g); ferro (17,2mg); vitaminas A (564 pg), D (6 pg), E (18,8 mg) e C
(92mg) e acido folico (480pg), segundo o fabricante.

O sémen diluido a 30 °C foi submetido a duas temperaturas de conservagao, 17 e
10 °C. Apos a diluigdo e envaze nos tubos de ensaio, o s€émen foi colocado em geladeira a
17 °C. Os tubos de ensaio referentes as amostras que seriam conservadas a 10 °C,
permaneceram inicialmente estocados a 17 °C por 1 hora, para em seguida serem
transferidos para outra geladeira a 10 °C. O sémen foi conservado durante um total de cinco
dias, sendo o dia da coleta considerado como dia zero (D0) e permanecendo por mais quatro
dias (D1, D2, D3 e D4).

Analises do sémen diluido e conservado

A cada dia de analise, os tubos equivalentes a cada ejaculado/tratamento foram
retirados das geladeiras e, em seguida, levados ao banho maria a 37 °C e incubados por 10
minutos, para em seguida serem analisados conforme as caracteristicas abaixo:

Vigor e motilidade espermatica: visando a avaliacdo da qualidade espermatica, foi
analisado o vigor espermatico (0 a 5; TONIOLLI, 1996) e a motilidade espermatica (%
c¢lulas moveis; MARTIN RILLO et al., 1996), colocando-se uma gota de s€émen de 15ul.
entre lamina e laminula, com leitura em microscopia optica a um aumento de 200 vezes.
Para essas caracteristicas, o sémen diluido e conservado foi analisado diariamente, durante
todo periodo de conservagao (D0 a D4).

Teste de Resisténcia Osmotica (TRO): Objetivando a avaliagdo da funcionalidade da
membrana do espermatozoide, esse teste (hiposmotico) tem relagdo com a capacidade de
conservacao do sémen e resultados de fertilidade. Para tal, adicionou-se 100puL de sémen puro
em ImL de solu¢dao 100 mOs/kg de 4gua, incubada por 40 minutos a 37 °C. Ao término dessa
incubacdo, avaliou-se a porcentagem de espermatozoides (%) com cauda enrolada e cauda reta,
através de contraste de fase com aumento de 1000 vezes, em um total de 200 células contadas.
O espermatozoide com a cauda reta era indicativo de perda de funcionalidade da membrana, os
que permaneceram com membrana funcional apresentavam cauda enrolada (GRAHAM e
MOCE, 2005).
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Atividade mitocondrial dos espermatozoides

A atividade mitocondrial foi determinada colocando 25ul. da amostra, de cada
tratamento, em microtubo, seguido da adigdo de 25uL de 3,3 Diaminobenzidine (DAB;
Img/mL de PBS) e incubando por 1 hora a 37 °C, protegido da luz. Ap6s o periodo de
incubagdo, retirou-se uma aliquota de 10uL, colocando entre 1amina e laminula a 37 °C em
microscopio optico com um aumento de 100x. Classificou-se as células da seguinte forma:
DABI1 (peca intermedidria totalmente corada = alta atividade); DAB2 (predominancia de
segmentos corados ou ativos = media atividade); DAB3 (predominancia de segmentos ndo
corados ou inativos = baixa atividade); DAB4 (peca intermediaria totalmente descorada = sem
atividade) (CAVALCANTE et al., 2005; DE AGOSTINI, 2018).

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. Cada animal
representou uma unidade experimental, com o numero de ejaculados correspondendo ao
numero de repetigdes do experimento. A analise estatistica foi feita por meio da avaliacao
das médias e desvios padrao, aos quais foram aplicados testes de andlise de variancia. As
varidveis quantitativas foram avaliadas quanto a normalidade de sua distribui¢do
utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. A andlise das diferencas entre médias foi realizada
por meio de uma variancia multifatorial usando-se o General Linear Models (GLM) do
programa Statistical Analysis System (SAS versao 8, 2002). Para comparagdo de médias,
utilizou-se o teste de Tukey (varidveis paramétricas) e o teste do Qui-quadrado (resultados
expressos em porcentagem), ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen in natura proveniente de 50 ejaculados analisados durante o experimento
apresentou aspecto normal, coloracdo branca leitosa, volume médio de 258,0+42mL e
concentragio média de 405,4+26 x10° sptz/mL. Tais caracteristicas estio dentro da
normalidade para a espécie suina (CBRA, 2013). A analise do vigor espermatico (4,5+0,5) e da
motilidade espermatica (93,0+5,1%) apresentaram valores do ejaculado in natura acima dos
critérios de exclusdo estipulados pela metodologia para utilizagao do ejaculado.

Nas amostras conservadas a 10 °C, os diluentes TRIS gema de ovo (TGO) e leite em
p6 desnatado (LPD) apresentaram os melhores resultados de vigor espermatico (p<0,05),
quando comparado com os demais tratamentos (BTS e Tris), no intervalo de DO a D4 (Tab.01).
Entretanto, quando comparados entre si, 0 TGO foi significativamente melhor do que o LPD
(p<0,05), nos ultimos dois dias de conservacdo do s€émen. O diluente TRIS, por si s6, ndo foi
capaz de proporcionar um bom vigor espermatico durante todo o periodo de conservagao,
entretanto, quando adicionado da gema de ovo (TGO), ele apresentou valores médios melhores
(p<0,05), para essa caracteristica, colocando em evidéncia a agdo protetora da gema de ovo
sobre a célula espermatica. O diluente BTS ndo proporcionou uma boa protecdo a célula
espermatica, a temperatura de 10 °C, sendo melhor apenas do que o TRIS (p<0,05).

Com o sémen diluido e conservado a 17 °C, os tratamentos TGO e LPD apresentaram
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os melhores resultados de vigor espermadtico (p<0,05) no primeiro dia de conservagao (D0). O
TGO manteve os melhores valores para essa caracteristica (p<0,05) até o segundo dia de
conservagdo (D1), enquanto o tratamento LPD apresentou decréscimo significativo desse
parametro espermatico, juntamente com os diluentes Tris € TGO, a partir do dia D2 (Tab. 01).

Tabela 01: Vigor espermatico (0 a 5) do s€émen suino, conservado durante 5 dias em diferentes
temperaturas (10 °C e 17 °C), nos diluentes BTS, TRIS, TGO e LPD.

Tratamentos Dias de conservacio
D0 D1 D2 D3 D4
BTS 2,140,6" 1,740,6° | 1,0+0,4° 0,9+0,4° | 0,5+0,5°
. TRIS 1,240,6¢ 1,1£0,7 | 0,7+0,7° 0,1£0,49 | 0,1+0,4°
10°C TGO 3,8+0,5° 3,240,7* | 2,7+0,4° 2,4+0,5% | 2,1+0,4°
LPD 3,7+0,5 3,3£0,7° | 2,4+0,7° 1,840,5° | 1,2+0,5°
BTS 2,7+0,8° 2,5+0,8° | 1,6+0,6° 1,540,6° | 0,8+0,8%
TRIS 1,7+0,8° 1,0£1,1° | 0,0+0,1¢ 0,0£0,0° | 0,0+0,0°
17 °C

TGO 3,6+0,5° 3,540,6* | 0,2+0,6° 0,0+0,0° | 0,0+0,0°
LPD 3,6+0,5% 2,9+0,7° | 0,5+0,7° 0,0+0,0° | 0,0+0,0°

abed T etras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
LPD: Leite em p6 desnatado; TRIS: Tris-hidroximetilaminometano; TGO: Tris mais gema de ovo.

Até o terceiro dia de conservagao (D2), a temperatura de 17 °C, o diluente TRIS nao
conseguiu proporcionar uma boa protecdo aos espermatozoides, que apresentaram os valores
mais baixos de vigor espermatico, quando comparados ao sémen diluido nos outros diluentes,
durante o mesmo periodo. A partir dos dois ultimos dias de conservacao, nos resultados dos
diluentes LPD, TRIS e TGO, os espermatozoides nao apresentaram células com vigor
espermatico (notas zero). Para essa mesma caracteristica, entretanto, em uma temperatura de
conservacao mais alta (17 °C), a gema de ovo ndo foi capaz de proteger a célula espermatica,
demonstrando ser um componente importante do diluente do sémen suino, mas apenas para os
dois primeiros dias de conservagdo (DO e D1).

Na conservagdo do ejaculado a 17 °C, no diluente BTS, apesar de ter apresentado
valores médios de vigor espermatico mais baixos no inicio do periodo de conservagao do s€émen
(DO e DI), aqueda dos valores do vigor foi mais suave em relagao aos outros diluentes testados.
Estes resultados permitem sugerir uma escolha preferencial do BTS para um periodo de
conservagdo maior, de até 4 dias, o que permite o transporte das doses de s€men em pequenas
e médias distancias. Utilizando-se a temperatura de 17 °C, em conservacao de duracdo mais
curta (até 24 horas), o LPD e, particularmente, o TGO, mostraram-se como excelentes opgoes.

A literatura apresenta a gema de ovo e o leite desnatado como alternativas a
conservagao de sémen suino, principalmente quando estocado sob temperaturas mais baixas (5
a 10 °C). Os componentes, tanto da gema de ovo (proteinas) quanto do leite desnatado
(carbohidratos, proteinas e vitaminas), atuam na protecdo da membrana espermatica, auxiliando
na reducdo de danos causados pela queda da temperatura (LUSIGNAN et al., 2011; RUSU et
al., 2011; ARAUJO et al., 2016; TONIOLLI et al., 2016a). Os resultados do presente trabalho
corroboram com as afirmativas desses autores e podem ser entendidos pela melhor manutengao
dos valores do vigor espermatico a 10 °C, nos diluentes TGO e LPD. Ja quando o
armazenamento se deu a 17 °C, os diluentes TGO e LPD ndo mantiveram sua agdo protetora
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sobre a célula espermatica, possivelmente devido a diminui¢ao da capacidade de conservagao
do meio e/ou a contaminacdo microbioldgica, conforme também ¢é relatado por outros autores
(KASIMANICKAM et al., 2011; ARAUJO et al., 2016; TONIOLLI et al., 2016b; TONIOLLI
et al., 2017). Dessa forma, frente aos resultados de vigor espermatico a 17 °C, o BTS, um dos
diluentes mais difundidos na suinocultura, prosseguiu como diluente de eleicao (PAQUIGNON
et al., 1988; DIAS et al., 2019).

Quanto ao percentual de espermatozoides moveis a 10 °C (Tab. 02), o TGO (83,9%)
apresentou resultados semelhantes ao LPD (82,7%) apenas no primeiro dia de conservacao,
entre os dias (D1 a D4) o TGO apresentou maior total de espermatozoides moéveis (p<0,05),
que os demais tratamentos. A avaliagdo de motilidade total a 17 °C evidenciou que o TGO
(83,2%) foi semelhante ao LPD (81,6%) no primeiro dia de conservagao, ja no segundo dia de
conservagdo o TGO apresentou os melhores resultados de motilidade (p<0,05) em comparagao
com os demais tratamentos. Entretanto, a partir do terceiro dia de conservagao (D2), o TGO
apresentou grande decréscimo de motilidade total, juntamente com os tratamentos (LPD e
TRIS), enquanto o BTS apresentou melhores taxas de espermatozoides moveis (p<0,05) em
comparagao com os demais tratamentos.

Tabela 02: Total de espermatozoides moveis (%) do sémen suino, conservado durante 5 dias
em diferentes temperaturas (10 e 17 °C), nos diluentes BTS, TRIS, TGO e LPD.

Tratamentos Dias de conservacao
D0 D1 D2 D3 D4

BTS 64,6+7,1* | 51,5+6,7° 21+6,8° 15,2£7.8° | 2,6+2,5°
. TRIS | 46,5+£50° |32,546,12¢ | 13,6498 | 83+9,6° | 3,8+75¢
10°C TGO 83,944, 0° | 82,645,528 | 73,3+4,9* | 66,6£52% | 642+11,1°
LPD 82,7449 | 782+64P | 64,2+51% | 4538+5,6° | 35,6+11,9°
BTS 67,7£6,7° | 55,5+13,0° | 34,66+9,6* | 32,2+10,3* | 20,7+10,1?
179C TRIS | 58,5+10,6¢ | 33,8+11,4% | 5,8£10,0° | 3,3+9,5° 0,2+0,8°
TGO 83.2+4.2% | 82,1+6,5* | 6,3£12,2° | 0,0+0,0° 0,0£0,0°
LPD 81,6+6,4* | 76,3£9,9° | 10,0+11,1° | 0,3+0,8° 0,0+0,0P

abed [ etras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).
LPD: Leite em p6 desnatado; TRIS: Tris-hidroximetilaminometano; TGO: Tris mais gema de ovo.

Os resultados de motilidade espermatica refletem os observados para o vigor
espermatico, em que os diluentes TGO e LPD conferiram uma melhor conservagdo da
motilidade espermatica a 10 °C em comparagdo a outros diluentes, fato também verificado por
Kulaksiz et al. (2012). Ja a 17 °C os diluentes TGO e LPD s6 garantiram melhor percentual de
células moveis nos primeiros dias de armazenamento, provavelmente devido a natureza
perecivel dos diluentes.

A temperatura de 10 °C, a porcentagem de células reativas ao teste hiposmotico
(espermatozoides com membranas funcionais) foi significativamente maior no diluente TGO
(66,05%; 57,70% e 42,80%, respectivamente) nos dias DO, D2 e D4 de conservagdo, quando
comparada com os resultados obtidos com BTS, LPD e TRIS (p<0,05) (Tab. 03). Por outro
lado, na temperatura de conservagdo a 17 °C, os diluentes TGO (62,15%) e o LPD (61,60%)
mantiveram elevada porcentagem de membranas funcionais, apenas no primeiro dia de
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conservagdo (DO0), sendo superiores aos demais tratamentos (p<0,05). Porém, na sequéncia do
periodo de conservagao do s€émen, ambos apresentaram forte queda na porcentagem de células
com membranas funcionais. Por outro lado, o diluente BTS apresentou resultados melhores
(p<0,05) na sequéncia do periodo de conservacdo (D2=33,00% e D4=14,85%), quando
comparado com os demais diluentes.

Tabela 03: Espermatozoides com membranas funcionais (teste hiposmotico, %), no s€émen
suino refrigerado a 10 e 17 °C, nos diluentes BTS, TRIS, TGO e LPD.

Tratamentos DO D2 D4
BTS 30,9+9,6¢ 17,15£12,8° 12,9+6,6°
10°c | TRIS 21,55+13,2¢ 12,5+12,3¢ 9,6+12,6¢
TGO 66,05+£12,2° 57,7+12,3 42 8+8.6
LPD 62,35+11,6° 53,5+7,8° 37,35+13,2°
BTS 35,5£19,7° 33,0+£11,3? 14,85+5,5°
170c | TRIS 35,7+28,4° 5,05+12,5° 4,25+8,4°
TGO 62,15+£21,7* 5,6+12,5¢ 3,7+6,4
LPD 61,6+£25,1° 12,35+10,3° 7,249,1°

abed [ etras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05).
LPD: Leite em p6 desnatado; TRIS: Tris-hidroximetilaminometano; TGO: Tris mais gema de ovo.

A gema de ovo adicionada ao diluente TRIS (TGO) possui moléculas como colesterol,
fosfolipidios e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que sdo importantes para proteger a
membrana espermatica contra o choque térmico (HU et al., 2010). Em geral, atribui-se ao
contetdo de LDL a acdo protetora relacionada a gema de ovo sobre as membranas das células
espermaticas (SOUZA et al., 2015; BASHAWAT et al., 2016), o que garantiu um maior
percentual de espermatozoides com membranas funcionais no diluente TGO a 10 °C durante
todo o periodo de anélise quando comparado aos demais diluentes. Da mesma forma, os
constituintes do diluente LPD como a caseina (LUSIGNAN et al., 2011), as lipoproteinas e as
lecitinas estariam relacionadas a protecdo da célula espermatica contra o choque térmico,
quando adicionadas ao s€émen conservado a 10 °C (FOOTE, 1974; MEMON e OTT, 1981,
TONIOLLI et al., 2017).

No entanto, os mesmos diluentes (TGO e LPD) submetidos a uma temperatura de
armazenamento de 17 °C ndo foram capazes de manter a funcionalidade da membrana
espermatica nos demais dias de analise (D2 e D4). A temperatura de 17 °C ¢ utilizada para a
conservagao das doses inseminantes, promovendo uma reducdo da atividade metabdlica das
células espermaticas, necessaria a preservacdo (BORTOLOZZO et al., 2005b), porém nao ¢
uma temperatura suficiente para conter os processos oxidativos de materiais biolégicos como o
leite e a gema de ovo (NESPOLO et al., 2015). Dessa forma, o BTS, por ser considerado um
diluente de curta duracdo, conservando o sémen por até 72 horas a 17 °C (FIGUEIROA et al.,
2001), ndo apresentou oscilacdo quanto ao percentual de membranas funcionais entre os dias
DO e D2, sendo mais vantajoso nas avaliagdes dos dias D2 e D4 em relacdo aos demais
diluentes.

No que se refere a capacidade de potencial de atividade mitocondrial, no diluente
TGO, os espermatozoides apresentaram uma maior atividade mitocondrial (p<0,05), nas duas
temperaturas de conservagdo, no primeiro dia de avaliacao (D0), quando comparado aos
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diluentes BTS, LPD e TRIS (Tab. 04).

Tabela 04: Atividade de mitocondrial (%) de espermatozoides de suinos no D0 de conservacao,

nas temperaturas 10 e 17 °C e nos diluentes BTS, TRIS, TGO e LPD.

Tratamentos DABI1 DAB2 DAB3 DAB4
BTS 44,86+4,2° 16,26+2,9° 19,33+2,6° 19,55+1,7°
. TRIS 44,16+3,2° 10,96+1,9° 21,37+1,5 23,5142,6°
10°C TGO 69,0+2,9? 12,35+1,4% 9,6+1,6¢ 9,0+2,3¢
LPD 64,66+2,9° 13,26+1,7° 13,32+42,5° 8,76+1,7°
BTS 57,8+2.7° 14,8+1,5% 18,05+1,7° 9,35+2,44
17 °C TRIS 40,943,0° 15,7+1,6 16,25+1,9% 27,1542,1°
TGO 65,5+1,8° 13,2+1,7° 8,35+1,9¢ 12,95+1,9°
LPD 55,7+2,9° 15,75+1,7° 12,55+1,8° 15,95+2,3°

abed] etras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).
LPD: Leite em p6 desnatado; TRIS: Tris-hidroximetilaminometano; TGO: Tris +mais gema de ovo. DABI
(alta atividade); DAB2 (média atividade); DAB3 (baixa atividade); DAB4 (sem atividade)

No terceiro dia de conservagdo (D2) o TGO manteve-se com melhor atividade
mitocondrial (p<0,05) que os demais diluentes na temperatura de conservagdo a 10 °C, no
entanto quando comparado o potencial de atividade mitocondrial a 17 °C, o BTS (54%)
apresentou melhor resultado (p<0,05) que todos os diluentes utilizados, exceto o LPD (Tab.
05).

Tabela 05: Atividade de mitocondrial (%) de espermatozoides de suinos no D2 de conservacao,
nas temperaturas 10 e 17 °C e nos diluentes BTS, LPD, TRIS e TGO.

Tratamentos DABI1 DAB2 DAB3 DAB4
BTS 15,4423 0° 12,5443 3° 257043, | 46,3243,9°
LPD 40,2042,6b 22.1043.4° 2120£2.8 | 16,5043 3¢
10°C | 1Rys 14,0541 ,9¢ 13,8342,3b 3706524 | 35,06+2,9°
TGO | 44,50+2,8b" 22.2042.2¢ 19.45:4.9¢ | 13,85+6,4¢
BTS 27,009,3° 20.0027.4° 27.5049,7° | 25,50£10,29
LPD 25,1048, 7% 21,1083 254049,6% | 28,40+9,0°
17°C | RIS | 11,10%11,2¢ 13,10£10,0° 33.00£12,6° | 428041420
TGO | 22,62+104° 9.86+8,0¢ 19.41£12,3° | 48,11=10,8°

abed] etras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).
LPD: Leite em p6 desnatado; TRIS: Tris-hidroximetilaminometano; TGO: Tris mais gema de ovo. DAB1
(alta atividade); DAB2 (média atividade); DAB3 (baixa atividade); DAB4 (sem atividade)

No ultimo dia de avaliagdo embora o TGO tenha apresentado semelhanca quanto ao
potencial de atividade mitocondrial do BTS em grau (DAB 1), quando observado o grau (DAB
3), na temperatura de conservagao de 10 °C, o TGO apresenta melhor potencial de atividade
mitocondrial (p<0,05), em relagdo aos demais diluentes (Tab. 06). Quando se comparou a
atividade mitocondrial no dia 5 do experimento (D4, de conservacao) a 17 °C, observou-se
melhores resultados de potencial mitocondrial nos diluentes BTS e LPD (p<0,05), em relagao
aos tratamentos TGO e TRIS (Tab. 06).
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Tabela 06: Atividade de mitocondrial (%) de espermatozoides de suinos no D4 de conservacao,
nas temperaturas 10 e 17 °C e nos diluentes BTS, LPD, TRIS e TGO.

Tratamentos DABI1 DAB2 DAB3 DAB4
BTS 17,50£10,2° 12,78+3,5° 60,41+8,4° 8,41+10,8°
. LPD 2,85+1,5¢ 14,75+6,1% 55,75+1,8° 26,65+7,1°
10°C TRIS 7,00+8,1° 8,00+6,4% 44,00+7,2° 41,00+10,2°
TGO 11,0+£10,2° 8,50+7,9° 54,2513.4® | 26,25+10,5°
BTS 5,87+4,7° 11,13+6,9° 38,37+13,2¢ 44.63+8,1°
17°C LPD 8,25+6,5° 10,53+8,5° 30,60+12,8¢ 50,62+8,1%
TRIS 1,13+1,1° 0,87+1,1° 45,00+8,4° 53,00+7,0°
TGO 2,50+2,2¢ 5,60+1,5° 50,00+£12,9% | 41,85+10,7¢

abed] etras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).
LPD: Leite em p6 desnatado; TRIS: Tris-hidroximetilaminometano; TGO: Tris mais gema de ovo. DABI
(alta atividade); DAB2 (média atividade); DAB3 (baixa atividade); DAB4 (sem atividade)

A atividade mitocondrial ¢ um parametro que mantém relagdo com a motilidade dos
espermatozoides (RUIZ-PESINI et al., 1998), pois uma estrutura estavel na membrana
plasmatica nos espermatozoides, especialmente na cauda, mantera o trabalho da enzima
aspartato aminotransferase na extracao de energia do ATP para ADP e ADP para AMP (RIZAL,
2003), importantes para manutencdo da atividade mitocondrial e propulsio dos
espermatozoides (motilidade). Dessa forma o diluente TGO foi o que melhor preservou a
atividade mitocondrial no sémen suino, no DO em ambas as temperaturas e em D2 sob 10 °C,
em relagdo aos demais tratamentos, dada pelo maior percentual de células classificadas como
DABI1 (Fig. 01). Isso pode ser atribuido aos componentes da gema de ovo que podem servir
como fonte de energia, além de proteger os espermatozoides do choque pelo frio (KULAKSIZ
et al., 2010).

| mBTS @TRIS TGO CLPD |
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aab ¢ b
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302
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Atividade mitocondrial (% - DAB1)

E
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Figura 01: Porcentagem (%) de espermatozoides com alta atividade mitocondrial (DAB1),
durante o periodo de conservagao do sémen suino, a 10 e 17 °C, nos diluentes BTS, LPD, TRIS
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e TGO.

A prote¢do a membrana espermatica ¢ essencial para manutencdo de sua
funcionalidade. De acordo com Rizal (2003), danos a membrana pode gerar perdas de enzimas
necessarias ao processo metabolico, com prejuizos a producao de energia e consequentemente
a motilidade espermatica. A partir de D2, observou-se uma queda brusca na atividade
mitocondrial das células espermadticas, comum ao todos os tratamentos, o que estaria
relacionado ao envelhecimento celular e aos danos & membrana espermatica causado pelas
espécies reativas ao oxigénio produzidas durante a conservagdo do sémen, mesmo a baixas
temperaturas (JOFRE et al., 2019), sendo superior naquelas amostras constituidas por leite ou
gema de ovo.

CONCLUSOES

O diluente TRIS adicionado de gema de ovo mostrou-se, segundo avaliagdes in vitro,
como uma alternativa para conservacdo do sémen suino a 10 °C, bem como o LPD. Esses
mesmos diluentes constituem alternativas para conserva¢do a curto prazo (24 horas) quando
conservado a temperatura convencional, 17 °C, enquanto o BTS, nessa temperatura, ¢ uma boa
escolha para conservacdes mais longas, permitindo o transporte das doses de sémen para outras
localidades em até médias distancias. No entanto, maiores estudos sdo necessarios a fim de
avaliar esses diluentes em testes in vivo.
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