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1. INTRODUCAO

O sémen suino resfriado entre 15-18°C € utilizado na maioria das
inseminacdes artificiais (IA). Os indices de fertilidade com IA s&do similares aos
obtidos com monta natural, quando o sémen resfriado € utilizado até 72 h apds o
inicio do armazenamento, mas aproximadamente 85% das IA séo realizadas no dia
da coleta do sémen ou no dia seguinte (Johnson et al., 2000).

O congelamento do sémen é uma biotécnica reprodutiva importante para
aumentar a eficiéncia de producdo dos rebanhos, especialmente devido ao uso em
maior escala de animais geneticamente superiores (Gerrits et al., 2005). A fim de
proteger a ceélula espermatica das injurias provocadas pelo processo de
congelamento e descongelamento, ha necessidade de utilizar substancias no meio
diluidor cuja funcéo principal é proteger os espermatozoides. Estas substancias séo
denominadas agentes crioprotetores e sao classificados como penetrantes
(intracelulares) e ndo penetrantes (extracelulares). Os agentes crioprotetores nao
penetrantes ou extracelulares sao macromoléculas (alto peso molecular)
representadas por acucares, proteinas, lipidios e alguns aminoacidos. Nos
protocolos de congelamento, a gema de ovo é usualmente adicionada aos
diluidores, com a finalidade de proteger a membrana da célula espermatica das
injurias provocadas por baixas temperaturas, especialmente abaixo de 15°C
(Westendorf et al., 1975). O efeito crioprotetor da gema de ovo é dado pela fracao de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Bergeron et al., 2004). A acdo crioprotetora
da LDL purificada da gema de ovo sobre a preservacdo de sémen suino foi
demonstrada por Demaniowicz & Strzezek (1996). A LDL purificada promove a
entrada de fosfolipidio e colesterol na membrana, além de formarem um complexo
com as proteinas do plasma seminal prevenindo a saida de fosfolipidio e colesterol
da membrana plasmatica.

O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de LDL e gema de ovo na
composicdo dos diluidores de resfriamento e congelamento utilizados na
criopreservacao de sémen suino.

2. MATERIAL E METODOS
Foram utilizados seis machos 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 condicbes ambientais, na



Estacdo Experimental da Palma, Universidade Federal de Pelotas. Para cada macho
foram realizadas 10 coletas, feitas através do método da mao-enluvada (Bearden &
Fuquay, 1997a), usando um copo plastico protegido por um copo isotérmico
recoberto por gaze, a fim de separar a fragéo do ejaculado rico em gel.

Imediatamente ap0s a coleta do sémen, para cada macho foram coletadas
duas aliquotas de 20 mL da frag&o rica em espermatozoéides (SPTZ), sendo diluidas
(1:1, viv), em tubo cbnico de 50 mL, em BTS (pH de 7,2; osmolalidade de 357)
(Pursel & Johnson, 1975).

O método de congelamento foi o descrito por Westendorf et al. (1975) e
Bordignon et al. (1996), com modificagbes feitas por Bianchi et al. (2005a; 2005b).
Na curva de resfriamento, apds a diluicao inicial, os frascos permaneciam 60 m a
24°C e, apos, 60 m a 15°C. Ao atingirem 15°C, os tratamentos foram submetidos a
centrifugacéo (800 x g por 10 m), para retirada do plasma seminal. O pellet de SPTZ
obtido da centrifugacdo foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (DR) GEMA
(80%, vlv, de solucdo de lactose a 11%; 20%, v/v, gema de ovo; pH de 6,1;
osmolalidade de 381) e no DR LDL (80%, v/v, de solucdo de lactose a 11%; 20%,
vlv, LDL; pH de 6,1; osmolalidade de 431), para uma concentracdo de 1,5 x 10°
SPTZ/mL. A LDL foi obtida através de protocolo descrito por Moussa et al. (2002).
ApOs realizou-se o resfriamento por 90 m a 5°C. Aos 5°C, os tratamentos GEMA e
LDL foram re-suspensos 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; pH de 6,85 e osmolalidade de 3.337) e no diluidor de
congelamento LDL também a base de DMA (83,5% de DR LDL + 1,5% Orvus Ex
Paste, Equex-Paste e 15% DMA, v/v; pH de 6,61 e osmolalidade de 3.323). As
concentracdes finais foram de 1,0 x 10° SPTZ/mL e 5% de DMA.

Apos a adicdo do diluidor de congelamento o sémen foi envasado em palhetas
de 0,5 mL, com concentracdo de 500 x 10° SPTZ/palheta. As palhetas foram
congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido, por 20 m,
sendo apos estocadas em nitrogénio liquido a -196°C. O descongelamento das
palhetas foi realizado a 37°C por 20 s em banho-maria com circulacdo de agua. As
palhetas foram re-suspensas (1:20, v/v) em tubos conicos de 15 mL (Pefia et al.,
2003), no diluente BTS incubado a 37°C.

A avaliacdo da motilidade espermatica foi realizada através de microscopia
Otica (200 x), 10 m apo6s o descongelamento (Bearden & Fuquay, 1997b). Apds a
avaliacdo da motilidade foi feita a avaliacao da integridade de membrana plasmatica
dos SPTZ por fluorescéncia (Harrison & Vickers, 1990), através das sondas
Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (IP). A avaliagcéo foi
feita em microscoépio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, América INC), através de
excitacdo em filtro WU sob aumento de 400x. Foram contados 200 espermatozoéides
em uma mesma lamina e classificadas conforme sua coloragdo em integros
(espermatozéides corados em verde em toda sua extensdo) e lesados
(espermatozdides corados em vermelho). A integridade funcional da membrana
espermatica foi testada também através do teste do choque hiposmético (CHIPO)
(Vasquez et al.,, 1997). A avaliacdo foi feita utilizando-se camara de Neubauer e
microscopia éptica com contraste de fases, em aumento de 400x, procedendo-se a
contagem de 100 células, registrando o numero de células que apresentavam cauda
do espermatozoide normal a aquelas que estavam dobrada ou enrolada. O valor que
foi utilizado para andlise do CHIPO, correspondeu a diferenga obtida entre 0 nimero
de espermatozoéides com cauda dobrada e enrolada, observadas no teste realizado
com a solucéo hiposmética (75 mOsm/kg) e isosmaética (312 mOsm/kg).



As variaveis dependentes consideradas foram: percentual de motilidade,
espermatozoides com membrana integra no descongelamento no teste da
fluorescéncia e para o 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 comparacao de médias foi feita no teste de
Tukey. Todas as analises foram através do Statistix® (2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados das avaliacdes de motilidade, SPTZ com membrana integra na
fluorescéncia e membrana reagida no choque hiposmatico apés o descongelamento,

estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado das avaliacbes realizadas nas amostras de sémen
descongelado.

Avaliacio Diluidores
GEMA LDL
Motilidade, % 53,7a 37,3b
SPTZ com membrana integra na fluorescéncia, % 59,0 a 43,7 b
SPTZ com cauda reagida no choque hiposmoético, % 32,7a 30,2 b

2P Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05)

O uso de gema de ovo como crioprotetor extracelular nos diluidores de
resfriamento e congelamento proporcionou melhores resultados (P < 0,05) dos
parametros avaliados ao invés do uso de lipoproteina de baixa densidade. Bergeron
et al. (2004) e Manjunath et al. (2002) mostraram que 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. O uso de LDL nos diluidores em substituicdo a
gema de ovo, possivelmente ndo influenciou a viabilidade espermatica, talvez pelo
pequena inclusdo, o que nao possibilitou intensificar os mecanismos de protecao
propostos por Bergeron et al. (2004) e Manjunath et al. (2002). Portanto, um maior
inclusdo de LDL pode ser necessaria a fim de verificar o efeito proposto na
bibliografia.

4. CONCLUSOES

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 espermatozdides
suinos submetidos a crioreservacao.
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