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1. INTRODUÇÃO 
 

O sêmen suíno resfriado entre 15-18°C é utilizado na maioria das 
inseminações artificiais (IA). Os índices de fertilidade com IA são similares aos 
obtidos com monta natural, quando o sêmen resfriado é utilizado até 72 h após o 
início do armazenamento, mas aproximadamente 85% das IA são realizadas no dia 
da coleta do sêmen ou no dia seguinte [9]. O diluente mais utilizado para sêmen 
suíno resfriado é o Beltsville Thawing Solution (BTS), desenvolvido por Pursel & 
Johnson, inicialmente para sêmen congelado, sendo, posteriormente, adaptado para 
o acondicionamento de sêmen a 15-18ºC. Outros diluentes foram desenvolvidos 
para permitir maior tempo de estocagem de 5-7 dias [10], ou para armazenamento 
do sêmen a 5°C [6]. O congelamento do sêmen é uma biotécnica reprodutiva 
importante para aumentar a eficiência de produção dos rebanhos, especialmente 
devido ao uso em maior escala de animais geneticamente superiores [8]. Porém, 
durante os processos de resfriamento, congelamento e descongelamento os 
espermatozóides são expostos a situações adversas a sua homeostase, tornando-
os susceptíveis aos choques térmico e osmótico que podem promover alterações 
estruturais e funcionais na célula espermática, com prejuízos para a motilidade e nas 
trocas que ocorrem através da membrana plasmática [4, 5]. Nos protocolos de 
congelamento, a gema de ovo é usualmente adicionada aos diluidores, com a 
finalidasde de proteger a membrana da célula espermática das injúrias provocadas 
por baixas temperaturas, especialmente abaixo de 15°C. O efeito crioprotetor da 
gema de ovo é dado pela fração de lipoproteína de baixa densidade (LDL) [3, 17]. A 
ação crioprotetora da LDL purificada da gema de ovo sobre a preservação de sêmen 
suíno foi comprovada por Demaniowicz & Strzezek. O diluente PIGPEL-5 [6], 
desenvolvido para o acondicionamento de sêmen suíno a 5°C, possui gema de ovo 
na sua composição. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes 
crioprotetores durante o tempo de resfriamento pré-congelamento e seus efeitos na 
motilidade no descongelamento do sêmen suíno. 

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 

 
Foram utilizados dois machos (A e B) suínos 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 condições 
ambientais, na Estação Experimental da Palma, Universidade Federal de Pelotas 
(Brasil). Os machos eram alimentados com ração balanceada, com formulação 
baseada nos níveis nutricionais indicados no NRC (1998), ajustada às suas 
condições corporais. Os machos foram coletados semanalmente, totalizando ao final 
do experimento dez ejaculados de cada um. As coletas foram feitas através do 
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método da mão-enluvada [1], usando um copo plástico protegido por um copo 
isotérmico recoberto por gaze, a fim de separar a fração do ejaculado rico em gel. 
Imediatamente após a coleta do sêmen, uma alíquota de 10 mL da fração rica em 
espermatozóides foi diluída (1:1, v/v), em tubo cônico de 50 mL, em cada um de três 
diluentes: BTS [15], PIGPEL-5 [6] e PIGPEL-5, com substituição de gema de ovo por 
LDL (PIGPEL+). A LDL foi obtida através de protocolo descrito por Moussa et al. Na 
curva de resfriamento, após a diluição inicial em cada um dos três diluidores de 
resfriamento, os frascos permaneciam 90 m a 20°C e, após, 180 m a 15°C. Após 
atingirem 15°C, os tratamentos foram submetidos à centrifugação (800 x g por 10 
m), para retirada do plasma seminal. O pellet de espermatozóides obtido da 
centrifugação foi re-suspenso no diluidor de resfriamento (80%, v/v, de solução de 
lactose a 11%; 20%, v/v, gema de ovo; pH de 6,1) com uma concentração de 1,5 x 
109 espermatozóides/mL (18). Após, 2 mL da solução foram transferidos para tubos 
cônicos de 15 mL, realizando-se o resfriamento por 90 m a 5°C. Aos 5°C, os tubos 
cônicos com 2 mL de espermatozóides diluídos 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 concentração final de 1,0 x 
109 espermatozóides/mL e 3% de glicerol. Após a adição do diluidor de 
congelamento o sêmen foi envasado em palhetas de 0,5 mL, com concentração de 
500 x 106 espermatozóides/palheta. As palhetas foram congeladas horizontalmente, 
5 cm acima do vapor de nitrogênio líquido, por 20 m, sendo após estocadas em 
nitrogênio líquido a -196°C. O descongelamento das palhetas foi realizado a 50°C 
por 40 s em banho-maria com circulação de água. As palhetas foram res-suspensas 
(1:10, v/v) em tubos cônicos de 15 mL [14], nos diluentes BTS, PIGPEL-5 e 
PIGPEL+ e incubados a 37°C. A avaliação da motilidade espermática foi realizada 
através de microscopia ótica (200 x), 10 e 30 m após o descongelamento [2]. A 
motilidade entre diferentes tratamentos foi comparada por análise de variância, com 
posterior comparação entre médias pelo método LSD. Todas análises foram 

realizadas com o software Statistix (2004).  
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 Antes do congelamento, observou-se que o sêmen diluído sem a presença 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).  
 
Tabela 1: Motilidade espermática pré e pós-descongelamento de acordo com o 
diluente utilizado 

Diluente 

Momento da Avaliação 

Pré-Congelamento 
Pós-Descongelamento 

10 m 30 m 

BTS 67,5 a 43,0 x 37,0 c 
PIGPEL-5 62,5 b 34,1 y 32,3 d 
PIGPEL+ 63,0 b 33,3 y 31,0 d 

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

A substituição da gema de ovo por LDL não influenciou a motilidade (P > 0,05). 
Após o descongelamento (Tabela 1) verificou-se a mesma tendência de motilidade 
superior tanto aos 10 m (P < 0,05) como aos 30 m (P < 0,05) no tratamento que não 



 

continha crioprotetor durante o resfriamento até 15°C, sendo que entre os 
tratamentos com a presença de crioprotetor não houve diferença (P > 0,05). A 
presença de crioprotetor extracelular (gema de ovo ou LDL) durante a curva de 
resfriamento acima de 15°C não influenciou a motilidade do sêmen submetido a 
criopreservação. Após a retirada do plasma seminal e exposição da célula 
espermática a temperaturas abaixo de 15°C, é fundamental a presença de 
crioprotetores extracelulares no diluente utilizado para resfriar o sêmen até 5°C [3, 
17]. Bergeron et al. (2004) e Manjunath et al. comprovaram que a LDL presente na 
gema do ovo promove a entrada de fosfolipídio e colesterol na membrana, além de 
formar um complexo com as proteínas do plasma seminal, prevenindo a saída de 
fosfolipídio e colesterol da membrana espermática. Os diluentes PIGPEL-5 e 
PIGPEL+, que possuem crioprotetor extracelular em sua composição, possivelmente 
não influenciaram a viabilidade espermática, talvez pelo baixo conteúdo de gema de 
ovo e LDL, o que não possibilitou intensificar os mecanismos de proteção propostos 
por Bergeron et al. e Manjunath et al. Portanto, um maior inclusão de gema de ovo e 
LDL pode ser necessária, para aumentar a eficiência destes diluentes.  
 

4. CONCLUSÕES 
 

 A presença de crioprotetor externo (gema de ovo ou LDL) no diluente utilizado 
durante a curva de resfriamento não influenciou a motilidade espermática do sêmen 
descongelado.  
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