METODOS DE CONGELAMENTO PARA SEMEN SUINO E SEUS EFEITOS
NA MOTILIDADE ESPERMATICA
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1. INTRODUCAO

A maioria dos protocolos de congelamento de sémen suino utilizados
atualmente é baseada, ou no método descrito por Westendorf et al. (1975) (WE), no
qgual o plasma seminal € retirado somente quando a curva de resfriamento atingir
15°C, ou no método descrito por Paquignon et al. (1974) (PA), no qual,
imediatamente apds a coleta do ejaculado, é feita a remoc¢édo do plasma seminal
através da centrifugacdo. Nos protocolos de congelamento, um crioprotetor externo
usualmente adicionado aos diluentes é a gema de ovo, com o intuito de proteger a
membrana da célula espermatica das injarias provocadas pelo processo de
congelamento, especialmente num ponto critico abaixo de 15°C. O efeito crioprotetor
da gema de ovo é dado pela fracao de lipoproteina de baixa densidade (LDL) [4, 16].
Os resultados insatisfatorios obtidos com sémen suino congelado, em geral, sédo
atribuidos a ineficiéncia dos diluentes e crioprotetores, 0 que sugere que novas
solucdes crioprotetoras e métodos diferentes de congelamento devam ser testados
[5, 8]. Outro fator limitante para a expansdo do uso de sémen suino congelado é a
grande variacdo observada na capacidade de congelabilidade do sémen, entre
diferentes reprodutores, considerando-se também a instabilidade da célula
espermatica do suino quando comparada a outras espécies no processo de
congelamento, provavelmente devido a caracteristicas de composi¢do da sua
membrana celular. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
métodos de congelamento na motilidade espermatica de sémen suino.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois machos (A e B) suinos cruzados (Landrace x Large
White), com coleta de dez ejaculados de cada macho. As coletas feitas atraves do
método da mao-enluvada [2], usando um copo plastico protegido por um copo
isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar a fragcdo do ejaculado rico em gel.
Somente a por¢ado do ejaculado com a maior concentragcdo espermatica foi utilizada
para ser criopreservada. As por¢cdes menos concentradas foram descartadas. Apos
a coleta do ejaculado, a concentracdo de células esperméticas foi realizada através
do hematocitbmetro. Também foram avaliados a motilidade (0 a 100%) e vigor
(escala de 0 a 5) espermaticos, por microscopia 6tica em aumento de 200 x [3].
Somente ejaculados com motilidade > 70% foram utilizados. Para o método descrito
por Westendorf et al. (1975) imediatamente ap0s a coleta do sémen, uma aliquota
de 10 ml da fracédo rica em espermatozoides foi diluida (1:1, v/v), em tubo cbnico de
50 ml, em BTS [11]. O sémen foi submetido a uma curva de resfriamento apos a
diluico inicial de 90 min a 20°C e logo apds a outra curva de 180 min a 15°C. ApGs
atingir 15°C, o tratamento foi submetido a centrifugacao (800 x g por 10 min), para
retirada do plasma seminal. O pellet de espermatozéides obtido da centrifugacéo foi
re-suspenso no diluidor de resfriamento (80%, v/v, de solugcéo de lactose a 11%;


mailto:nmartins_fv@ufpel.edu.br

20%, v/v, gema de ovo; pH de 6,1) com uma concentracdo de 1,5 x 10°
espermatozoéides/ml. Apos, 2 ml da solugéo foram transferidos para tubos conicos de
15 ml, realizando-se o resfriamento por 90 minutos a 5°C. Apés o termino do tempo
a 5°C, os tubos cbnicos com 2 ml de espermatozdides diluidos foram re-suspensos
em 1 ml do diluidor de congelamento (89,5% de diluidor de resfriamento WE + 1,5%
Orvus Ex Paste, Equex-Paste e 9% glicerol, v/v; pH de 6,83) para uma concentracao
final de 1,0 x 10° espermatozéides/ml e 3% de glicerol. Apés a adicdo do diluidor de
congelamento, o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml (Minitiib, Germany),
com concentracdo de 500 x 10° espermatozéides/palheta. As palhetas foram
congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido, por 20 min,
sendo apo6s estocadas em nitrogénio liquido a -196°C. Seguindo o método
Paquignon et al. (1974), apés a coleta e avaliacao inicial do ejaculado, tubos cénicos
de 15 ml receberam aliquotas da fracdo rica em células do ejaculado de cada
macho, até a concentracdo de 6 x 10° espermatozéides/tubo. Estas aliquotas foram
imediatamente centrifugadas a 800 x g por 15 minutos, a fim de retirar o plasma
seminal. Apés a centrifugacdo, o pellet foi re-suspenso no diluidor de resfriamento
(5,67%, vlv, de glicose; 22,5%, v/v, de gema de ovo; pH 6,20), para atingir 4 ml e
concentracdo de 1,5 x 10° espermatozéides/ml. Foi realizada a curva de
resfriamento por 120 minutos a 20°C e ap6s 180 minutos a 15°C. Apos atingir 15°C,
0s tubos conicos com 4 ml de espermatozdides diluidos receberam 2 ml do diluidor
de congelamento PA (91,0% de diluidor de resfriamento PA + 9,0% glicerol, v/v; pH
de 6,14), para atingirem concentracao final de 1,0 x 10° espermatozéides/ml e 3% de
glicerol. Feita a adicdo do diluidor de congelamento, os tratamentos permaneceram
60 minutos a 5°C. O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml, com concentracéo
de 500 x 10° espermatozéides/palheta, as quais foram congeladas horizontalmente,
5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido, por 4 minutos, sendo ap0s estocadas em
nitrogénio liquido a -196°C. O descongelamento foi realizado a 37°C por 20 s, em
banho-maria com circulacdo de agua. ApGs o descongelamento, o sémen foi
incubado em tubos coénicos de 15 ml a 37°C para a avaliacdo da motilidade para
ambos os métodos WE e PA, através de microscopia o6tica a 200 x [3]. No
descongelamento, as palhetas do método WE e PA foram re-suspensas (1:10, v/v)
em tubos conicos de 15 ml [10], em BTS, incubados a 37°C. A avaliacdo da
motilidade espermatica foi realizada através de microscopia 6tica (200 x), 10 e 30
minutos ap6s o descongelamento. A motilidade foi comparada por andlise de
variancia, com posterior comparacdo entre médias pelo método LSD. Todas as
analises foram realizadas com o software Statistix® (2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A motilidade para o método WE (68%) foi superior a do método PA (52%), no
pré-congelamento (P < 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Motilidade espermatica pré e pos-descongelamento de acordo com o
meétodo de congelamento.

Momento da Avaliagcéo

Metodologia congelamento PoOs-descongelamento

Pré-congelamento

10 m 30m
Método de Westendorf et al. (1975) 68,0 2 36,0 355°¢
Método de Paquignon et al. (1974) 52,0° 24,07 22,0¢

Médias na coluna com letras diferentes diferem estatisticamente (P < 0,05)



Esta diferenca se confirmou aos 10 minutos (36,0% e 24,0%,
respectivamente; P < 0,05) e aos 30 mim pés-descongelamento (35,5% e 22,0%,
respectivamente; P < 0,05) (Tabela 1). O fato de que o método WE tenha
apresentado motilidade superior ao método PA pode ser atribuido a alguns fatores.
Um deles seria a presenca de plasma seminal durante a curva de resfriamento, o
que pode ter influenciado positivamente a motilidade. No entanto, este efeito &
controverso, pois existem relatos de que a presenca de plasma seminal é associada
com maior sensibilidade do espermatozoide suino ao choque térmico [12], ou que a
remocado deste ndo interferiu na viabilidade pés-descongelamento [13]. Ainda,
existem relatos de que o plasma seminal adicionado a fracéo rica do ejaculado, ndo
teria influéncia sobre a qualidade do sémen [7]. Por outro lado, € importante
ressaltar que, no método PA, o diluidor de congelamento contendo glicerol foi
adicionado ao sémen a 15°C, permanecendo durante 60 minutos antes do sémen
ser congelado a 5°C. J& no método WE, o diluidor de congelamento que contém o
glicerol foi adicionado ao sémen a 5°C e, imediatamente apo0s, as amostras foram
congeladas. Portanto, a exposi¢cdo prolongada ao glicerol pode ter prejudicado a
motilidade do sémen, em funcdo do potencial efeito citotoxico do glicerol [1, 6].

4. CONCLUSOES
O método de congelamento desenvolvido por Westendorf et al. (1975)
apresentou melhores resultados de motilidade espermatica para o sémen, apos o
descongelamento, quando comparado ao método desenvolvido por Paquignon et al.
(1974) que foi associado com reducdo na motilidade.
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