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1. INTRODUCAO

Apesar do uso de sémen suino congelado ter sido disponibilizado desde 1975, o
seu uso nao é difundido, em funcéo da obtencao de taxas de paricdo de 50-70% e de
um total de 7-10 leitdes nascidos por leitegada, o que € consideravelmente inferior
aos indices obtidos com sémen resfriado. Além disso, doses inseminantes de sémen
congelado exigem concentracfes de espermatozoides duas a trés vezes maiores do
gue com sémen resfriado, para compensar 0s possiveis danos celulares associados
ao congelamento [5, 11, 18]. Os resultados insatisfatorios obtidos com sémen suino
congelado levam a busca de novos métodos de congelamento utilizando-se
diferentes protocolos, assim como substancias crioprotetoras que possuam
propriedades capazes de minimizar os danos causados pela criopreservagao e
consequentemente melhorar os resultados de fertilidade. Outro fator limitante para a
expansdo do uso de sémen suino congelado é a grande variabilidade de
caracteristicas do sémen entre individuos, sendo que em alguns reprodutores os
espermatozoides se mostram mais resistentes ao congelamento do que outros [19,
22]. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes tempos de
descongelamento sobre a motilidade de sémen suino congelado.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois machos (A e B) suinos cruzados (Landrace x Large
White), sendo coletado dez ejaculados de cada macho. As coletas foram realizadas
através do método da mao-enluvada [1], usando um copo plastico protegido por um
copo isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar a fracdo do ejaculado rico em
gel. Somente a porcdo do ejaculado com a maior concentracdo espermatica foi
utiizada para ser criopreservada. As por¢cdes menos concentradas foram
descartadas. Apos a coleta do ejaculado, a concentracéo de células espermaticas foi
realizada através do hematocitdmetro. Também foi avaliada a motilidade espermatica
(0 a 100%), por microscopia 6tica em aumento de 200x [2]. Somente ejaculados com
motilidade > 70% foram utilizados. A motilidade foi usada como parametro de
avaliacdo, em funcdo ser um bom indicador de integridade e funcionalidade das
membranas celulares [6], apresentar boa correlagio com o numero de
espermatozoides por ovoécito penetrado [9], taxa de fertilizacdo in vivo [3] e taxa de
paricdo e tamanho total de leitegada [7]. Imediatamente ap0s a coleta do sémen,
uma aliquota de 10 ml da fracdo rica em espermatozoides foi diluida em BTS [15]
(2:1, v/v) em tubo cbnico de 50 ml. Foi realizado o resfriamento durante 90 minutos a
20°C e, apos, 180 minutos a 15°C. Apo6s atingir 15°C, os tratamentos foram
submetidos a centrifugagdo (800 x g por 10 minutos), para retirada do plasma
seminal. O pellet de espermatozoéides obtido da centrifugacdo foi re-suspenso no
diluidor de resfriamento (80%, v/v, de solucédo de lactose a 11%; 20%, v/v, gema de
ovo; pH de 6,1) com uma concentracéo de 1,5 x 10° espermatozéides/ml [20]. Apds,
2 ml da solucédo foram transferidos para tubos cénicos de 15 ml, realizando-se o
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resfriamento por 90 minutos a 5°C. Aos 5°C, os tubos cbnicos com 2 ml de
espermatozoides 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, v/v; pH de 6,83) para uma concentracdo final de 1,0 x 10°
espermatozoides/ml e 3% de glicerol. O sémen foi envasado em palhetas de 0,5 ml
(Minitiib, Germany), com concentracdo de 500 x 10° espermatozoéides/palheta. As
palhetas foram congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio
liquido, por 20 minutos, sendo apds estocadas em nitrogénio liquido a -196°C. Para o
descongelamento das palhetas foram utilizadas duas curvas de descongelamento:
Padrao (50°C por 40 s) e Curta (37°C por 20 s), em banho-maria com circulagéo de
agua. As palhetas foram re-suspensas (1:10, v/v) em tubos coénicos de 15 ml [14]
com BTS e incubados a 37°C. A avaliagdo da motilidade espermatica foi realizada
através de microscopia 6tica (200 x), 10 e 30 minutos apds o descongelamento. A
motilidade entre diferentes tratamentos foi comparada por andlise de variancia, com
posterior comparacdo entre médias pelo método LSD. Todas anélises foram
realizadas com o software Statistix® (2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A motilidade pos-descongelamento foi superior (P < 0,05) na curva de
descongelamento curta em relacdo a curva padrdo, apos 10 minutos (42,2% e
31,1%, respectivamente) e 30 minutos (37,4% e 29,4%, respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1. Motilidade espermética pré e pos-descongelamento de acordo com o
tempo de descongelamento.

Momento da avaliacdo

Tempo de R
descongelamento Pré-Congelamento Pos-descongelamentp

10 minutos 30 minutos
Padrdo (50° C - 40 s) 64,22 31,1% 29,4 ¢
Curto (37° C-205s) 64,2 ° 42,27 37,4°

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

Os tratamentos que apresentaram 0s menores valores de motilidade pos-
descongelamento foram aqueles cuja curva de descongelamento foi a padrdo, com
descongelamento das palhetas a 50°C durante 40 s. Os prejuizos observados podem
ser decorrentes da temperatura demasiadamente elevada ou do tempo excessivo em
gue a célula espermatica ficou exposta a temperatura de 50°C. Os melhores
resultados de motilidade obtidos em nosso estudo sdo comparaveis, ou mesmo
superiores, aos obtidos em alguns estudos [8, 10, 16] porém inferiores aos descritos
por Maldjian et al. (2005). Neste estudo, houve reducdo na motilidade na avaliagdo
realizada ap0s a exposicao das palhetas de sémen congelado a temperatura de 50°C
por 40 s no descongelamento. Este efeito pode ser atribuido a danos irreversiveis na
célula espermatica em funcédo do choque térmico que ocorre durante o processo de
congelamento e descongelamento e, também, ao choque osmotico provocado pelas
altas concentragdes intracelulares de sais, resultantes do processo de desidratacéo a
que a célula é submetida [21].

4. CONCLUSOES
A curva de descongelamento a 50°C por 40 s, foi associada a reducédo na
motilidade do sémen descongelado.
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