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INTRODUGAO

O sémen suino resfriado entre 15-18°C é utilizado na maioria das inseminagdes artificiais (IA). Os indices
de fertilidade com IA sao similares aos obtidos com monta natural, quando o sémen resfriado é utilizado até 72 h
apos o inicio do armazenamento, mas aproximadamente 85% das IA séo realizadas no dia da coleta do sémen ou
no dia seguinte (9). O diluente mais utilizado para sémen suino resfriado é o Beltsville Thawing Solution (BTS),
desenvolvido inicialmente para sémen congelado, sendo, posteriormente, adaptado para o acondicionamento de
sémen a 15-18°C (15). Alguns diluentes foram desenvolvidos para permitir maior tempo de estocagem entre 5-7 d
(10), ou para armazenamento do sémen a 5°C (6). O congelamento do sémen é uma biotécnica reprodutiva
importante para aumentar a eficiéncia de produgéo dos rebanhos, especialmente devido & possibilidade do uso em
maior escala de animais geneticamente superiores (8). Porém, durante os processos de resfriamento,
congelamento e descongelamento os espermatozdides sdo expostos a vdrias situagbes adversas a sua
homeostase, tornando-o susceptivel aos choques térmico e osmético que podem promover alteragoes estruturais e
funcionais na célula espermética, com prejuizos para a motilidade e nas trocas que ocorrem através da membrana
plasmética (4, 5). Nos protocolos de congelamento, a gema de ovo é usualmente adicionada aos diluidores, a fim
de proteger a membrana da célula espermatica das injirias provocadas por baixas temperaturas, especialmente
abaixo de 15°C. O efeito crioprotetor da gema de ovo é dado pela fragéo de lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(8, 17). A agéo crioprotetora da LDL purificada da gema de ovo sobre a preservacdo de sémen suino foi estudada
com o uso de sémen resfriado (7). O diluente PIGPEL-5 (6), desenvolvido para o acondicionamento de sémen suino
a 5°C, possui gema de ovo na sua composicéo, possibilitando seu uso em protocolos para o congelamento do
sémen suino. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes crioprotetores durante o tempo de
resfriamento pré-congelamento e seu efeito na motilidade no descongelamento do sémen sufno.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois machos (A e B) suinos cruzados (Landrace x Large White), com, aproximadamente,
18 meses de idade, que apresentavam fertilidade conhecida e que eram mantidos em baias individuais, sob as
mesmas condigdes ambientais, na Estacdo Experimental da Palma, Universidade Federal de Pelotas (Brasil). Os
machos eram alimentados com ragéo balanceada, com formulagao baseada nos niveis nutricionais indicados (13),
ajustada a sua condig¢ao corporal. Foram coletados dez ejaculados de cada macho, semanalmente. As coletas
através do método da méao-enluvada (1), usando um copo pléstico protegido por um copo isotérmico recoberto por
gaze, a fim de separar a fragéo do ejaculado rico em gel. Imediatamente apés a coleta do sémen, uma aliquota de
10 mL da fragdo rica em espermatozéides foi diluida (1:1, v/v), em tubo cénico de 50 mL, em cada um de trés
diluentes: BTS (15), PIGPEL-5 (6) e PIGPEL-5, com substituigdo de gema de ovo por LDL (PIGPEL+). A LDL foi
obtida através do protocolo utilizado para sua purificagao da gema do ovo (12). Na curva de resfriamento, apés a
diluigéo inicial em cada um dos trés diluidores de resfriamento, os frascos permaneciam 90 m a 20°C e, ap6s, 180
m a 15°C. Apés atingirem 15°C, os tratamentos foram submetidos a centrifugagéo (800 x g por 10 m), para retirada
do plasma seminal. O pellet de espermatozdides obtido da centrifugacéo foi re-suspenso no diluidor de resfriamento
(80%, v/v, de solugéo de lactose a 11%; 20%, v/v, gema de ovo; pH de 6,1) com uma concentracao de 1,5 x 10°
espermatozéides/mL (18). Apds, 2 mL da solugao foram transferidos para tubos cénicos de 15 mL, realizando-se o
resfriamento por 80 m a 5°C. Aos 5°C, os tubos conicos com 2 mL de espermatozdides diluidos foram re-suspensos
em 1 mL do diluidor de congelamento (89,5% de diluidor de resfriamento + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e
9% glicerol, viv; pH de 6,83) para uma concentragao final de 1,0 x 10° espermatozéides/mL e 3% de dlicerol. Apés a
adigéo do diluidor de congelamento o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 mL, com concentragao de 500 x 10
espermatozoides/palheta. As palhetas foram congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio
liquido, por 20 m, sendo apés estocadas em nitrogénio liquido a -196°C. O descongelamento das palhetas foi
realizado a 50°C por 40 s em banho-maria com circulagéo de agua. As palhetas foram re-suspensas (1:10, v/v) em
tubos conicos de 15 mL (14), nos diluentes BTS, PIGPEL-5 e PIGPEL+ e incubados a 37°C. A avaliagdo da
motilidade espermatica foi realizada através de microscopia 6tica (200 x), 10 e 30 m ap6s o descongelamento (2). A
motilidade entre diferentes tratamentos foi comparada por analise de varidncia, com posterior comparagéo entre
médias pelo método LSD (16).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes do congelamento, observou-se que o sémen diluido sem a presenca de crioprotetor extracelular
durante a curva de resfriamento até 15°C (BTS), apresentou motilidade superior (P < 0,05) aos tratamentos que
continham crioprotetor, tanto PIGPEL-5, como o PIGPEL+ (Tabela 1). A substituicdo da gema de ovo por LDL néo
influenciou a motilidade (P > 0,05). Apés o descongelamento (Tabela 1) verificou-se a mesma tendéncia de
motilidade superior tanto aos 10 m (P < 0,05) como aos 30 m (P < 0,05) no tratamento que n&o continha crioprotetor
durante o resfriamento até 15°C, sendo que entre os tratamentos com a presenga de crioprotetor ndo houve
diferenga (P > 0,05). A presenca de crioprotetor extracelular (gema de ovo ou LDL) durante a curva de resfriamento
acima de 15°C nao influenciou a motilidade do sémen submetido a criopreservagao. Apés a retirada do plasma
seminal e exposicdo da célula espermatica a temperaturas abaixo de 15°C, é fundamental a presenca de
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crioprotetores extracelulares no diluente utilizado para resfriar o sémen até 5°C (3, 17). A LDL presente na gema do
ovo promove a entrada de fosfolipidio e colesterol na membrana, além de formar um complexo com as proteinas do
plasma seminal, prevenindo a saida de fosfolipidio e colesterol da membrana espermatica (3,11). Os diluentes
PIGPEL-5 e PIGPEL+, que possuem crioprotetor extracelular em sua composi¢ao (6), possivelmente nao
influenciaram a viabilidade espermatica, talvez pelo baixo contelido de gema de ovo e LDL, o que néo possibilitou
intensificar os mecanismos de protegéo da LDL (3,17). Portanto, um maior inclusdo de gema de ovo e LDL pode ser
necessaria, para aumentar a eficiéncia destes diluentes.

CONCLUSOES
A presenga de crioprotetor externo (gema de ovo ou LDL) no diluente utilizado durante a curva de
resfriamento nao influenciou a motilidade espermatica do sémen descongelado.
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Tabela 1: Motilidade espermaética pré e pds-descongelamento de acordo com o diluente utilizado

Momento da Avaliagéo

Diluente Pré-Congelamento Pds-Descongelamento

10 m 30 m
BTS 67,5° 43,07 37,0°
PIGPEL-5 62,5° 34,1 32349
PIGPEL+ 63,0° 33,3 31,0 ¢

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