EFEITO DO USO DE GEMA DE OVO E LjPOPRO]'EiNA DE BAIXA DENSIDADE NA
CRIOPRESERVACAO DE SEMEN SUINO

Bianchi, I."’; Calderam, K.'; Maschio, E.F.'; Madeira, E.M."; Ulguim, R.R."; Corréa, E.K."; Corcini, C.D.";
Lucia, T.Jr."; Deschamps, J.C."; Corréa, M.N."
'PIGPEL: Ensino, Pesquisa e Servicos em Produgdo de Suinos. Centro de Biotecnologia - UFPEL, Campus
Universitario s/n, CEP 96010-900, Pelotas, RS. *E-mail: ivan.bianchi@pfizer.com

PALAVRAS CHAVE: Crioprotetor extracelular, Lipoproteina de baixa densidade, Sémen, Suino.

INTRODUCAO

O congelamento do sémen é uma biotécnica reprodutiva importante para aumentar a eficiéncia de
produgédo dos rebanhos, especialmente devido ao uso em maior escala nos programas de inseminacao
artificial (IA) de animais geneticamente superiores (5). No entanto, a expansao da IA em suinos tem sido
limitada devido a baixa fertilidade da célula espermatica de suinos ap6s o descongelamento. A gema de ovo
€ amplamente utilizada nos protocolos de congelamento de sémen (4, 13). Trabalhos com o uso de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), na composicédo de diluentes utilizados para sémen foram testados em
diferentes espécies (9, 12). A substituicido da gema de ovo por LDL foi benéfica para a manutengio da
qualidade espermatica em sémen de cées, quando preservado a temperatura de refrigeragdo a 5°C ou
congelado (12). Enquanto que, LDL na concentragdo de 8%, pode substituir a gema de ovo na composi¢ao
do diluente utilizado para criopreservar sémen equino (9). O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de
gema de ovo e de LDL, na composi¢ao dos diluidores de resfriamento (DR) e congelamento (DC) utilizados
na criopreservagdo de sémen suino, sobre parametros de avaliagdo espermatica in vitro de sémen
congelado-descongelado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis machos suinos cruzados (Landrace x Large White), com aproximadamente 18
meses de idade, que apresentavam fertilidade conhecida. Para cada macho foram realizadas 10 coletas,
feitas através do método da méo-enluvada. Imediatamente apés a coleta do sémen, para cada macho foram
coletadas duas aliquotas de 20 ml da fragdo rica em espermatozoides (SPTZ), sendo diluidas (1:1, v/v) em
tubo cénico de 50 ml com BTS (8). O método de congelamento foi o descrito por Westendorf et al. (13) e
Bordignon et al. (4), com modifica¢des feitas por Bianchi et al. (2, 3). O tratamento utilizado como controle foi
preparado utilizando-se a gema de ovo como crioprotetor extracelular. Na curva de resfriamento, apds a
diluigdo inicial, os frascos permaneciam 60 min a 24 °C e, ap6s, 60 min a 15 °C. Ao atingirem 15 °C, os
tratamentos foram submetidos a centrifugagao (800 x g por 10 min), para retirada do plasma seminal. O pellet
de SPTZ obtido da centrifugagao foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (DR) GEMA utilizado como
controle (80%, v/v, de solucdo de lactose a 11%; 20% gema de ovo, v/v) e no DR LDL (80%, v/v, de solugéo
de lactose a 11%; 20% LDL, v/v), para uma concentragao de 450 x 10% SPTZ/ml. A LDL foi obtida através de
protocolo descrito por Moussa et al. (10). Apés realizou-se o resfriamento por 90 min a 5 °C. Os tratamentos
GEMA e LDL foram re-suspensos quando atingiram 5 °C no diluidor de congelamento GEMA a base do
crioprotetor intracelular dimetilacetamida (DMA) (83,5% de DR GEMA + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e
15% DMA, v/v) e no diluidor de congelamento LDL também a base do crioprotetor DMA (83,5% de DR LDL +
1,5% Orvus Ex Paste, Equex-Paste e 15% DMA, v/v). As concentragdes finais foram de 300 x 10° SPTZ/ml e
5% de DMA. Apo6s a adigdo do diluidor de congelamento, o sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml, com
150 x 10° SPTZ/palheta. As palhetas foram congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio
liquido por 20 min, sendo ap6s armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C. O descongelamento das
palhetas foi realizado a 37 °C por 20 s em banho-maria com circulagdo de agua. As palhetas foram re-
suspensas (1:20, v/v) em tubos cénicos de 15 ml, no diluente BTS incubado a 37 °C. As varidveis
dependentes consideradas foram: percentual de motilidade, espermatozdides com membrana integra no
descongelamento no teste da fluorescéncia e para o choque hiposmotico (CHIPO). Foi gerada analise de
variancia pelo modelo linear através de medidas repetidas, a fim de isolar o efeito de cada coleta e de cada
macho sobre os parametros avaliados. A comparacdo de médias foi feita no teste de Tukey. Todas as
analises foram através do programa Statistix® (11).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das avaliagbes de motilidade, SPTZ com membrana integra na fluorescéncia e
membrana reagida no choque hiposmético apds o descongelamento, estdo apresentados na Tabela 1. O uso
de gema de ovo na composicao dos diluidores de congelamento e resfriamento proporcionou melhores
resultados (P < 0,05) ap6s o congelamento para motilidade e integridade de membrana avaliada por
fluorescéncia em relagdo ao uso de LDL, mas néo diferiu (P > 0,05) na integridade de membrana pelo choque
hiposmotico. Moussa et al. (10), determinaram a inclusdo de LDL em 8% para o congelamento de sémen de
touro. Estudos de criopreservagdo de sémen de caes (12) e de garanhdo (9), também estabeleceram a
utilizagao de 8% de LDL. Trabalho com uso de LDL na crioreservagao de sémen suino foi realizado por Hu et
al. (7). Esses autores encontraram que a concentracao de 9% de LDL determinou os melhores resultados de
motilidade e integridade de acrossoma e membrana. Neste estudo, o percentual de inclusédo de LDL no
diluidor de resfriamento foi de 6% enquanto que no diluidor de congelamento foi de 5%. Dessa forma, o uso
de LDL nos diluidores em substituicio a gema de ovo, possivelmente ndo influenciou a viabilidade



espermatica devido a baixa inclusdo do crioprotetor, em relacdo aos 9% estabelecidos em outro trabalho (7).
He et al. (6), obtiveram redugéo na sensibilidade de espermatozdides suinos submetidos a criopreservacgao,
através da incorporagdo de microvesiculas de lipidios especificos na forma de lipossomas. Além disso,
Bergeron et al. (1) demonstraram que o tempo minimo de incubagdo do sémen com LDL deve ser de 4 h, a
fim de que a lipoproteina possa interagir com a membrana celular. Dessa forma, além do baixo percentual de
inclusdo de LDL neste estudo, o uso da molécula complexa de lipoproteina ao invés do uso de
microvesiculas e o curto periodo de incubagao do sémen na presenga dos diluidores com LDL, 1,5 h ao invés
das 4 h preconizadas, sao as hipéteses para que nao tenha se observado os beneficios crioprotetores da
fragé@o de lipoproteina.

CONCLUSOES
Neste estudo o uso de gema de ovo ao invés de LDL como crioprotetor extracelular na composicao
dos diluidores de resfriamento e congelamento, proporcionou melhores resultados de motilidade e integridade
de membrana plasmatica de espermatozoides suinos criopreservados.
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Tabela 1. Resultados de motilidade e integridade de membrana do sémen descongelado.

Avaliacao GEMA LDL
Motilidade, % 53,7 2 37,3°
SPTZ com membrana integra na fluorescéncia, % 49,0° 43,7°
SPTZ com cauda reagida no chogue hiposmético, % 32,7° 30,2°

22 Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05)
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