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RESUMO

SHIOMI, Hugo Hideki, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2013.
Criopreservacdo de Espermatozoides Suinos da Raga Piau: Avaliacdo de Curvas de
Congelamento e Centrifugacdes. Orientador: José Domingos Guimaraes.

A manutencdo das chamadas racas naturalizadas de suinos € muito importante, pois
constituem fontes potenciais de novas variantes genéticas de extrema importancia para a
suinocultura nacional. A raca Piau é considerada uma das melhores e mais importantes
ragas naturalizadas brasileiras. Desta forma, a pesquisa em desenvolvimento de protocolos
de congelamento de sémen é imprescindivel para formacéo de bancos de germoplasma e
protecdo de ragas suinas em risco de extingdo. Protocolos de criopreservacdo de sémen
suino necessitam de centrifugacdo para separar os espermatozoides do plasma seminal,
mas essa ndo tem sido muito enfocada nos estudos. O objetivo no presente estudo foi
avaliar o efeito do tempo de centrifugacdo e da curva de congelamento em protocolo de
criopreservagdo sobre a viabilidade espermatica pds-descongelamento de suinos da raca
Piau (Sus scrofa), por meio de testes de avaliagdo in vitro. Foram utilizados seis
ejaculados de cinco varrdes da raca Piau, com idades variando de 1,5 a 5,0 anos,
aprovados por meio de exame androldgico, totalizando 30 amostras. As coletas de sémen
foram realizadas utilizando o método da estimulacdo com a méo enluvada com auxilio de
um manequim ou uma fémea em estro natural. Foram testadas duas centrifugagdes (800 G
por dez minutos e 2400 G por trés minutos) e duas curvas de congelamento (convencional
com vapor de nitrogénio - congelamento 1 e controlada por uma méaquina de
congelamento programada- congelamento 2). Dessa forma os tratamentos foram divididos
em M3-Centrifugacdo a 2400 G por 3 minutos e congelamento 2; M10- Centrifugagdo a
800 G por 10 minutos e congelamento 2; R3-Centrifugacdo a 2400 G por 3 minutos e
congelamento 1; R10-Centrifugacdo a 800 G por 10 minutos e congelamento 1. Apés o
descongelamento, as meédias registradas para motilidade espermatica total e vigor do
sémen foram 44,0+10,3 e 3,1+0,4; 44,3+7,7 e 3,0+0,3; 39,2+10,2 e 2,9+0,4; 38,0+9,2 e
2,9+0,4 respectivamente para os tratamentos M3, M10, R3 e R10, ndo havendo diferenca
entre 0s mesmos (p>0,05). Os valores médios nos diferentes tratamentos ndo
apresentaram diferenca em relacdo aos testes supravital (39,9+£7,9; 40,1+8,1; 37,3+7,0;
36,5+6,8; respectivamente para M3, M10, R3e R10), hiposmdtico, nimero de
espermatozoides ligados a membrana perivitelinica da gema de ovo de galinha e

morfologia espermatica (p>0,05). Ndo houve interacdo entre curva de congelamento e

Vi



centrifugacdo, sendo entdo analisadas de forma independente. No presente estudo foi
observado que tanto a curva de congelamento quanto o regime de centrifugacédo
influenciam na qualidade espermética pds-descongelamento, sendo que centrifugacdes
com tempos mais curtos e curvas de congelamento com queda de temperatura controlada

por méquina séo as mais indicadas para mininizar as injurias espermaticas.
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ABSTRACT

SHIOMI, Hugo Hideki, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2013.
Cryopreservation of Piau swine breed sperms: Evaluation of freezing curves and
centrifugations Adviser: José Domingos Guimaraes.

The maintenance of naturalized swine breeds is very important for the Brazilianpork
production industry, due to the potential source of new genetic variants. The Piau breed is
considered one of the best and the most important Brazilian domestic naturalized swine
breeds. Thus, research towards developing protocols for freezing semen is essential in
order to create germplasm banks and protect the endangered swine breeds. Protocols for
boar semen cryopreservation require the centrifugation of semen in order to separate sperm
cells from the seminal plasma, nevertheless it has not been main focus on many studies.
The aim on this study was to evaluate the effect of centrifugation and freezing curve in
cryopreservation protocol on after thawing sperm viability of Piau swine breed (Sus
scrofa), through assessment in vitro tests. Six ejaculates from five Piau boars were used,
with ages ranging from 1.5 to 5.0 years, approved by andrologic examination, 30 samples
in total._The semen collections were performed using the method of stimulation with a
gloved hand with the aid of a dummy or a sow in natural estrus. Two centrifugations (800
G for ten minutes and 2400 G for three minutes) and two freezing curves (with
conventional nitrogen vapor- freezing 1 and controlled by a programmed freezing
machine- freezing 2) were tested. So the treatments were divided into M3- centrifugation at
2400 G for 3 minutes and freezing 2; M10- centrifugation at 800 G for 10 minutes and
freezing 2; R3-centrifugation at 2400 G for 3 minutes and freezing 1; R10- centrifugation
800 for 10 minutes and freezing 1. After thawing, the averages recorded for total sperm
motility and vigor of semen were 44.0 £ 10.3 and 3.1 £+ 0.4; 443 £ 7.7 and 3.0 £ 0.3; 39.2
+10.2and 2.9 £0.4; 38.0 £ 9.2 and 2.9 + 0.4 respectively for treatments M3, M10, R3 and
R10, with no difference between the groups (p> 0.05). The mean values in the different
treatments did not differ regarding supravital test (39.9 £7.9;40.1 £8.1;37.3+£7.0; 36.5
6.8, respectively to M3, M10, R3 and R10), hypoosmotic, the number of sperm bound
perivitelline membrane of chicken egg yolk and morphology (p> 0.05). No interaction
between freezing curve and centrifugation force was detected, hence the further individual
analysis. In the present study it was observed that both the curve and the freezing spin

regime influence on after thawing sperm quality, and shorter centrifugation periods and
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freezing rates decrease with temperature controlled by machine are the most suitable to

decrease sperm injuries.



INTRODUCAO GERAL

No Brasil, dentre as racas suinas nativas catalogadas como de alto risco de extingéo,
a raga Piau (Sus scrofa) esta entre as melhores e mais importantes racas naturalizadas
nacionais, sendo uma das poucas ragas nativas que ainda existe no pais. A manutencdo das
chamadas ragas naturalizadas de suinos é fundamental, visto que, tais ragas apresentam
caracteristicas proprias de adaptacdo aos ecossistemas brasileiros, além de constituirem
fontes potenciais de novas variantes genéticas de extrema importancia para a suinocultura
nacional (Garcia e Barbosa, 1994; Sollero et al., 2009).

Vérios 0rgéos internacionais estdo empenhando esfor¢os no sentido de preservar e
melhorar geneticamente as diferentes racas de animais, muitas das quais em via de
extingdo. Entretanto, a maioria dessas ragas, por cruzamentos absorventes ou por
substituicdo, deu lugar a outras que, por serem mais produtivas e melhoradas
geneticamente, contribuiram para reducdo das populacBes de animais nativos (Pereira,
2004).

A maioria dos estudos da raca refere-se aos aspectos de desempenho reprodutivo
das fémeas, desenvolvimento ponderal dos leitdes, qualidade de carcaca e tendéncias
genéticas de algumas caracteristicas produtivas e reprodutivas da raca (Garcia e Barbosa,
1994; Pereira, 2004). Quanto as pesquisas genéticas, foram realizados estudos sobre
polimorfismo do gene do hormdnio de crescimento suino (Wenceslau et al., 2001; Faria et
al., 2006), de genes relacionados com a obesidade (Soares et al., 2006), e a identificacdo
de genes expressos no musculo longissimus dorsi durante o desenvolvimento muscular
fetal (Sollero et al., 2011). Em relagdo aos varrGes da raga Piau, Barros et al. (2012a)
estudou as caracteristicas qualitativas e quantitativas do sémen e Pinho et al. (2012)
realizaram testes de ligagdo de espermatozdides a membrana perivitelina do ovo da gema
de galinha.

No ambito da conservacdo das espécies, a criopreservacdo de sémen associada a
outras biotecnologias apresenta-se como importante ferramenta para a manutengdo de
recursos genéticos (Andrabi e Maxwell, 2007). Porém, segundo Mileham et al. (1997) o
menor desempenho reprodutivo associado com o uso de sémen criopreservado é a razo
para seu uso limitado em granjas comerciais. No entanto, quando métodos adequados de
criopreservacgdo sdo utilizados em sémen de suinos, taxas de motilidade espermaética pos-
descongelamento de 35-55% tém sido obtidas (Fiser et al., 1993; Rodriguez-Martinez,
1996; Woelders e Den Besten, 1996; Ohata et al., 2001; Ohata et al., 2005; Bianchi et al.,



2008; Barros et al., 2012b) sugerindo que bons desempenhos podem ser alcangados com
uso dos protocolos utilizados pelos autores.

As pesquisas na area de criopreservacdo de sémen, efetuadas durante os ultimos
trinta anos, resultaram em avancos, sobretudo, referentes a diferentes crioprotetores,
embalagens de congelamento, diluentes e curvas de congelamento e descongelamento
(Antunes, 2007). No entanto, o emprego de sémen congelado ainda estd associado &
reducdo de 10 a 20% na taxa de parto e de 1 a 2 leitdes por leitegada (Johnson et al., 2000),
indices reprodutivos insatisfatorios, quando comparados aos obtidos com o emprego de
sémen resfriado (Almlid e Hofmo, 1996; Woelders, 1997).

Devido a baixa fertilidade, grande variabilidade na resposta dos machos suinos ao
congelamento e aos altos custos por dose produzida, a inseminagéo artificial com sémen
congelado tende a se restringir a exportacdo de sémen entre paises e a formagéo de bancos
de sémen de racas ou linhagens de alto valor genético, ou que se encontram em via de
extingdo ou em risco sanitario (Andrade et al., 2007). O uso de sémen congelado de
machos de alto mérito genético também ¢é utilizado para repopulagdo de determinadas
espécies apds ocorréncia de desastres naturais, por exemplo, surtos de doencas (Johnson et
al., 2000). Adicionalmente, segundo Smits (2006) a questdo sanitéria, que a cada dia torna-
se alvo de negociacgBes internacionais interferindo no mercado de carne suina global, é
apontada como grande vantagem competitiva em favor do uso do sémen congelado.

No desenvolvimento de protocolos de congelamento de sémen suino tem-se que
considerar a interagdo entre a concentragdo de crioprotetor no diluente e a velocidade de
congelamento/descongelamento, que sabidamente devem ser otimizadas em conjunto
(Johnson et al., 2000).

Os trabalhos de pesquisa desenvolvidos nos ultimos anos mostram que o glicerol é
o melhor crioprotetor para sémen de suinos, mas a sua concentracdo ndo pode exceder 6%
devido a toxicidade do mesmo para os espermatozoides, sendo a concentracdo de 3 a 4% a
mais recomendada (Holt et al., 2005). A velocidade de congelamento deve ser -30°C /
minuto e a velocidade de descongelamento de 1200°C / minuto. Outro aspecto se refere &
embalagem de estocagem, na qual o envase, que deve ser efetuado em palhetas de 0,5 mL,
pois os resultados séo superiores a pellets ou macrotubulos (Johnson et al., 2000).

A utilizacdo de diversos crioprotetores e suas associagdes pode minimizar e
controlar os processos deletérios que ocorrem na célula espermética durante o
congelamento e descongelamento, possibilitando desta forma, resultados mais satisfatorios

de motilidade e viabilidade espermética pos-descongelamento e conseqlientemente



melhora das taxas de prenhes (Rossi et al., 2003). Estudos recentes compararam glicerol e
diferentes amidas com o objetivo de verificar um crioprotetor menos toxico para a célula
espermatica e com menos efeitos contraceptivos (Gomes et al., 2002 a, b; Henry et al.,
2002; Medeiros et al., 2002;Vidament et al., 2002; Squires et al., 2004). Desta forma, as
pesquisas em reproducdo suina e o desenvolvimento de protocolos de congelamento de
sémen sdo imprescindiveis para melhorar os indices do sémen congelado e para a formacéo
de bancos de germoplasma de ragas suinas em risco de extingéo.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo verificar os efeitos de duas
diferentes centrifugagdes associadas com duas curvas de congelamento sobre a qualidade

espermatica pds-descongelamento em suinos da raga Piau.

REVISAO DE LITERATURA
Criopreservagao de sémen

A criopreservagdo cessa a atividade celular e aumenta o tempo de vida dos
espermatozoides, todavia, induz a formacdo de cristais de gelo nos ambientes intra e
extracelulares, causa estresse térmico com mudangas drasticas de temperatura, leva ao
estresse osmotico e tdxico derivado da exposicdo aos crioprotetores, gerando varios danos
espermaticos, principalmente de membrana plasmatica (Mazur, 1985).

O estresse inicial se da quando o espermatozoide é submetido & temperatura de
refrigeracdo a 5°C (Squires et al., 1999), devido & fase de transicdo da membrana
plasmética do estado liquido cristalino para o estado de gel (Graham, 1996; Medeiros,
2002), mas na espécie suina essa transicdo parece comecar ocorrer ja em temperaturas
abaixo de 15°C . O desafio celular durante o congelamento e descongelamento ndo é a
capacidade da célula suportar temperatura muito baixa, mas de atravessar uma das fases
criticas do processo (de —15 a —60°C). As células normalmente resistem a reducéo da
temperatura, entretanto ndo suportam a formagdo de cristais de gelo que determina a
retirada de 4gua do sistema, levando ao desequilibrio osmotico com conseqliente
desidratag&o celular (Holt, 2000).

Os lipideos da membrana plasmaética respondem as mudancas de temperatura com
mudanca de fase. Em temperaturas fisioldgicas coexistem regifes na membrana tanto no
estado fluido como em gel, porém as redugBes de temperatura favorecem a transi¢do de
fase fluida para a fase gel. (Holt, 2000).

Como os espermatozoides ndo sdo adaptados para serem submetidos as mudancas

de temperatura durante a criopreservacdo, ndo conseguem modificar sua composicao



lipidica para se adaptarem as condicdes (Hazel, 1989). Essa capacidade de transicdo de
fase é espécie dependente, o que poderia explicar as variagbes de sensibilidade a
criopreservagdo de espermatozoides de diferentes espécies. 1sso € evidenciado durante o
processo de congelamento-descongelamento, no qual as membranas espermaéticas devem
ser submetidas as transicOes de fase. Holt (2000) obtiveram evidencias que a transi¢do de
fase deve ser relacionada com a manifestagdo de crioinjurias durante o descongelamento
dos espermatozdides.

A bicamada lipidica da membrana do espermatozoide suino apresenta diferengas
em relacdo as outras espécies que podem explicar a maior susceptibilidade do mesmo ao
choque pelo resfriamento (Watson, 1995; Buhr e Pettitt, 1996). Entre as principais
diferengas pode-se citar uma menor porcentagem de moléculas de colesterol (Paulenz et
al., 1999) e sua distribuicdo de maneira assimétrica na membrana, tendo uma maior
quantidade na monocamada interna do que na monocamada externa (Johnson et al., 2000),
uma quantidade menor de fosfatidilcolina e uma quantidade maior de fosfatidiletanolamina
e esfingomielina, além de diferencas na composi¢do dos &cidos graxos dos fosfolipidios
que possuem poucas duplas ligagdes do tipo cis.

Estas diferencas estruturais ajudam a explicar a alta sensibilidade do
espermatozoide suino ao choque pelo frio, que leva a um aumento da permeabilidade da
membrana e conseqiiente perda de cétions e enzimas através da mesma, reducdo da
atividade enzimética e dos processos de difusdo controlados pela membrana e mudancas no

movimento lateral de canais (Johnson et al., 2000).

Centrifugacéo

As injurias causadas pela centrifugacdo sdo atribuidas ao trauma mecénico nas
membranas dos espermatozéides (Alvarez et al., 1993) e indiretamente aos danos
provocados pela formagdo excessiva de ROS (espécies reativas de oxigénio) (Aitken e
Clarkson, 1988; Mortimer, 1991).

Altas concentracfes de ROS estdo associadas aos danos de membrana espermatica
por meio da peroxidacdo lipidica, o qual pode alterar a fungdo espermética, levando a
perda de motilidade e viabilidade espermética e consequentemente reduzir a fertilidade
(Shekarriz et al., 1995). Quanto mais intensa e longa a peletizagcdo, maior producdo de
ROS e mais danos aos espermatozdides (Katkov e Mazur, 1998), sendo que a exposi¢do
intensa aos ROS tem maior influencia nos danos celulares quando comparada as altas

aceleragOes na centrifugagao.



Curva de congelamento

A curva de congelamento deve ser lenta o suficiente para permitir que a gua seja
transportada por osmose para 0 meio extracelular, prevenindo a formagdo de gelo
intracelular que causa danos irreversiveis nas células esperméticas (Fisher e Fairfull,
1986).

Quando o processo de congelamento é muito lento ocorre a congelamento da agua
extracelular com a consequente concentragdo de soluto, colocando a célula
momentaneamente em um meio hipertdnico e determinando perda rapida da agua, o que
leva a desidratagdo celular e ao aumento da concentragdo de soluto extracelular. Por outro
lado, quando a célula é congelada rapidamente, ndo h& perda suficiente de &gua,
promovendo, com isso, a formagé&o de cristais de gelo intracelular (Mazur, 1985). A perda
de &gua e a desidratacdo celular sdo eventos desejaveis, pois reduzem a probabilidade de
formar grandes canais de gelo dentro da célula, o que ocasionaria danos as estruturas

internas e/ou @ membrana plasmaética (Squires et al., 1999).
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RESUMO

O objetivo no presente estudo foi avaliar o efeito do tempo de centrifugacdo e da
curva de congelamento em protocolo de criopreservacdo sobre a viabilidade espermética
pés-descongelamento de suinos da raca Piau (Sus scrofa), por meio de testes de avaliagdo
in vitro. Foram utilizados seis ejaculados de cinco varrdes da raga Piau, com idades
variando de 1,5 a 5,0 anos, aprovados por meio de exame androldgico, totalizando 30
amostras. As coletas de sémen foram realizadas utilizando o método da estimulagéo com a
mao enluvada com auxilio de um manequim ou uma fémea em estro natural. Foram
testadas duas centrifugacdes (800 G por dez minutos e 2400 G por trés minutos) e duas
curvas de congelamento (convencional com vapor de nitrogénio - congelamento 1 e
controlada por uma méquina de congelamento programada- congelamento 2). Dessa forma
os tratamentos foram divididos em M3-Centrifugagdo a 2400 G por 3 minutos e
congelamento 2; M10- Centrifugacdo & 800 G por 10 minutos e congelamento 2; R3-
Centrifugagdo & 2400 G por 3 minutos e congelamento 1; R10-Centrifugacéo a 800 G por
10 minutos e congelamento 1. Ap6s o descongelamento, as médias registradas para
motilidade espermatica total e vigor do sémen foram 44,0+10,3 e 3,1+0,4; 44,3+7,7 ¢
3,0+0,3; 39,2+10,2 e 2,9+0,4; 38,0£9,2 e 2,9+0,4 respectivamente para os tratamentos M3,
M10, R3 e R10, ndo havendo diferenca entre os mesmos (p>0,05). Os valores médios nos
diferentes tratamentos ndo apresentaram diferenga em relacdo aos testes supravital
(39,9+7,9; 40,1+8,1; 37,3+7,0; 36,5+6,8; respectivamente para M3, M10, R3e R10),
hiposmotico, nimero de espermatozoides ligados a membrana perivitelinica da gema de
ovo de galinha e morfologia espermética (p>0,05). N&o houve interacdo entre curva de
congelamento e centrifugagéo, sendo entdo analisadas de forma independente. No presente
estudo foi observado que tanto a curva de congelamento quanto o regime de centrifugagéo
influenciam na qualidade espermética pos-descongelamento, sendo que centrifugacBes
com tempos mais curtos e curvas de congelamento com queda de temperatura controlada

por méquina séo as mais indicadas para mininizar as injurias espermaticas.
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ABSTRACT

The aim on this study was to evaluate the effect of centrifugation and freezing
curve in cryopreservation protocol on after thawing sperm viability of Piau swine breed
(Sus scrofa), through assessment in vitro tests. Six ejaculates from five Piau boars were
used, with ages ranging from 1.5 to 5.0 years, approved by andrologic examination, 30
samples in total._ The semen collections were performed using the method of stimulation
with a gloved hand with the aid of a dummy or a sow in natural estrus. Two centrifugations
(800 G for ten minutes and 2400 G for three minutes) and two freezing curves (with
conventional nitrogen vapor- freezing 1 and controlled by a programmed freezing
machine- freezing 2) were tested. So the treatments were divided into M3- centrifugation at
2400 G for 3 minutes and freezing 2; M10- centrifugation at 800 G for 10 minutes and
freezing 2; R3-centrifugation at 2400 G for 3 minutes and freezing 1; R10- centrifugation
800 for 10 minutes and freezing 1. After thawing, the averages recorded for total sperm
motility and vigor of semen were 44.0 £ 10.3 and 3.1 £+ 0.4; 443 £ 7.7 and 3.0 £ 0.3; 39.2
+10.2and 2.9 +0.4; 38.0 £ 9.2 and 2.9 + 0.4 respectively for treatments M3, M10, R3 and
R10, with no difference between the groups (p> 0.05). The mean values in the different
treatments did not differ regarding supravital test (39.9 £7.9;40.1 £8.1;37.3+£7.0; 36.5
6.8, respectively to M3, M10, R3 and R10), hypoosmotic, the number of sperm bound
perivitelline membrane of chicken egg yolk and morphology (p> 0.05). No interaction
between freezing curve and centrifugation force was detected, hence the further individual
analysis. In the present study it was observed that both the curve and the freezing spin
regime influence on after thawing sperm quality, and shorter centrifugation periods and
freezing rates decrease with temperature controlled by machine are the most suitable to

decrease sperm injuries.
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INTRODUCAO

No Brasil, a raca Piau é considerada uma das melhores e mais importantes ragas
naturalizadas dentre as racas suinas nativas, porém estdo catalogadas como de alto risco de
extingdo (Garcia e Barbosa, 1994). Cruzamentos absorventes e ou substituicbes dos
animais do rebanho, visando melhorar os indices produtivos, resultaram em aumento da
populacéo de animais de outras ragas, mais produtivas e melhoradas geneticamente, em
detrimento das ragas nativas (Pereira, 2004; Sollero et al., 2009).

Considerando o risco de extingdo, a manutencdo das chamadas ragas naturalizadas
de suinos é imprescindivel por constituirem fontes potenciais de novas variantes genéticas
e por serem adaptadas ao ecossistema nativo. Entre as ragas suinas catalogadas como de
alto risco de extincéo, a raca Piau € uma das poucas que ainda existe (Sollero et al., 2009),
sendo essencial um planejamento para programas de conservacdo de recursos genéticos.

No ambito da conservagdo de espécies, a criopreservacdo de sémen associada a
outras biotecnologias apresenta-se como importante ferramenta para a manutengdo de
recursos genéticos (Andrabi e Maxwell, 2007), principalmente de animais em ameaca de
extin¢cdo como os animais da raga Piau. Os beneficios do banco de germoplasma sdo bem
conhecidos (Holt, 2001) e a criopreservagdo de sémen representa uma excelente forma de
conservacdo de material genético (Johnson et al., 2000). Entretanto, o éxito da
criopreservacdo de sémen depende de Vérios fatores, incluindo a qualidade inicial do
sémen, protocolo de congelamento e diluentes utilizados (Johnson et al., 2000; Holt et al.,
2005).

A criopreservagdo cessa a atividade celular e aumenta o tempo de vida dos
espermatozoides (Mazur, 1985), todavia, induz a formacglo de cristais de gelo nos
ambientes intra e extracelulares, causa estresse térmico com mudancas drasticas de
temperatura, leva ao estresse osmético e toxico devido a exposicdo aos crioprotetores,
gerando varios danos espermaticos, principalmente de membrana plasmaética.

A criopreservacdo de sémen suino com os métodos atuais resulta em perdas na
viabilidade espermatica, geralmente mais de 50% dos espermatozdides ndo sobrevivem ao
processo de congelamento-descongelamento (Almlid e Hofmo, 1996). Essa redugdo é
atribuida tanto as mudancas de temperatura quanto & manipulagdo do sémen durante a
centrifugacdo. Os principais problemas causados pela centrifugagdo sdo a perda
espermética devido & remoc¢do do sobrenadante (Katkov e Mazur, 1998) e as injdrias

fisicas causadas na populacéo espermética (Alvarez et al., 1993).

13



Na criopresevagdo de sémen suino, a centrifugacdo € uma etapa necessaria antes do
congelamento, facilitando a remocdo do plasma seminal e concentrando o0s
espermatozoides para a posterior ressuspensdo com os meios de congelamento (Carvajal et
al., 2004). Vérios regimes de centrifugacdo foram adotados na pesquisa de criopreservagdo
do sémen suino: 300 G por 10 minutos (Pursel e Johnson, 1975); 800 G por 10 minutos
(Westendorf et al., 1975); 800 G por 15 minutos (Paquignon e Courot, 1976) e 1400 G por
cinco minutos (Larson et al., 1977), sendo que os dois primeiros citados sdo 0s mais
utilizados comercialmente.

Considerando 0 exposto anteriormente, 0 presente estudo teve como objetivo
verificar os efeitos de duas diferentes centrifugacdes associadas com duas curvas de

congelamento sobre a qualidade espermética pos-descongelamento em suinos da raga Piau.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado na Granja de Melhoramento Genético de Suinos do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa-MG (GMS/DZO/UFV), no
periodo de margo a setembro de 2011, com projeto aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais- CEUA/UFV. O municipio esté localizado a 20°45'45" latitude Sul e 42°52'04"
a Oeste de Greenwich, altitude média é de 690 m, temperatura média anual de 20,9 °C,
indice pluviométrico anual de 1.203 mm e clima do tipo CWA (inverno seco e verdo
chuvoso) pela classificagédo de Kdeppen.

O delineamento experimental foi arranjado em fatorial 2 x 2, com duas
centrifugacdes e duas curvas de congelamento.

Foram utilizados seis ejaculados de cinco varrbes da raga Piau, com idades
variando de 1,5 a 5 anos, aprovados por meio de exame androldgico, totalizando 30
amostras. As coletas de sémen foram realizadas utilizando o método da estimulagéo com a
mao enluvada (Hancock e Hovell, 1959) com auxilio de um manequim ou uma fémea em
estro natural. A fragdo rica de espermatozdides foi coletada em copos plasticos
descartaveis de 700 mL, protegidos em embalagens térmicas previamente aquecidas a
37°C, com filtro de gaze para retencéo da fracdo gelatinosa do ejaculado.

A motilidade espermatica progressiva (expressa em porcentagem) e 0 vigor
espermaético (escala de 0 a 5) foram avaliadas acondicionando uma aliquota de 10 pL de
sémen entre 1dmina e laminula pré-aquecidas a 37°C e analisando em microscopio de luz

em aumento de 200 a 400x.
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Apds a avaliacdo do sémen in natura, foram realizados os procedimentos de
criopreservagdo de acordo com os protocolos dos tratamentos descritos a seguir. Somente
foram submetidos ao processo de criopreservagéo, ejaculados com concentragcdo > 200 x
10° espermatozéides/mL, >85% de espermatozoides com morfologia normal, >75% de
motilidade espermaética total (Roca et al., 2010).

A fracdo rica em espermatozdides do ejaculado foi diluida em 1:1 em meio
Beltsville Thawing Solution (BTS) e mantido a temperatura de 25°C por 60 minutos.
Posteriormente foi submetido & temperatura de 15°C durante 60 minutos (Bianchi et. al.,
2008) e ao final deste periodo, cada ejaculado foi dividido em duas fragces, uma delas
centrifugada a 800 G por 10 minutos (Ohata et al., 2005) e a outra a 2400 G por trés
minutos (Carvajal et al., 2004), ambas a 15°C. Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e os espermatozoides ressuspendidos com o diluente de resfriamento (DR),
composto por 80% (vol/vol) de solugdo de p-lactose (310 mM em &gua), 20% (vol/vol)
gema de ovo, e 100 pug/mL de sulfato de kanamicina. A concentracdo de espermatozoides
no pellet foi estimada utilizando a cdmara de Neubauer, possibilitando a determinacdo do
volume de ressuspensdo do DR necessario para atingir a concentragdo de 600 x 10°
espermatozoéides/ mL. O pellet ressuspendido foi mantido a 5°C por 90 minutos (Ohata et
al., 2001) e apds esse periodo foi adicionado 1 mL de diluente de congelamento (DC) com
6% de glicerol (72,5 mL de lactose a 11%; 20 mL de gema de ovo; 6 mL de glicerol e 1,5
mL de Orvus-es-paste—Equex) para cada 2 mL de DR, até atingir uma concentracdo final
de 400 x 10° espermatozéides/mL e uma concentracdo final de 2,0% de glicerol
(considerando a equagdo: C1V1=C2V2, onde C=concentragdo e V=volume).
Posteriormente, o envase foi realizado em palhetas de 0,5 mL com 200 x 10°
espermatozoides viaveis.

Posteriormente, as amostras de sémen envasadas foram submetidas a duas curvas
de congelamento. Na primeira foi utilizada a rampa de nitrogénio, sendo as palhetas
mantidas a 5 cm acima do vapor de nitrogénio liquido (-120°C) durante 20 minutos e
posteriormente submersas em nitrogénio liquido (-196°C) (congelamento 1). No segundo,
as palhetas foram submetidas a uma queda gradativa de temperatura controlada por uma
maquina de congelamento programada (Cryogen, Neovet®, Brasil), conforme a seguinte
curva de congelamento, modificado de Roca et al. (2010): de 5°C a -5°C foi utilizada a
curva de congelamento de -6°C/min; de -5°C a -80°C a curva foi de -40°C/min; mantida a
-80°C por 30 segundos; de -80°C a -100°C utilizou-se a curva de -70°C/min e
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posteriormente submersas em nitrogénio liquido e estocadas a -196°C. Dessa forma 0s
tratamentos foram divididos em:

e M3 : Centrifugagdo a 2400 G por trés minutos e congelamento 2 (maquina);

e  M10: Centrifugagdo a 800 G por 10 minutos e congelamento 2 (maquina);

e R3: Centrifugacéo & 2400 G por trés minutos e congelamento 1 (rampa);

e R10: Centrifugacéo & 800 G por 10 minutos e congelamento 1 (rampa);

Apds serem submersas no nitrogénio liquido (-196°C), todas as amostras
permaneceram nessa condi¢do em botijoes de congelamento de sémen por pelo menos 48
horas antes do descongelamento.

As amostras de sémen foram descongeladas em banho-maria a 38°C, por 20
segundos e ressuspendidas com 1,25 mL de diluente BTS (Maxwell e Johnson, 1997). Foi
realizado o teste de termo-resisténcia (TTR) pela incubacdo do sémen pos-
descongelamento em banho-maria a 38°C, por 120 minutos, avaliando-se motilidade
espermética total, vigor espermético e o percentual de espermatozéides vivos pela
coloracéo supravital imediatamente ap6s o descongelamento e posteriormente aos 30, 60,
90 e 120 minutos apds o descongelamento (teste supravital). Além dessas avaliagBes, as
amostras de sémen dos quatro protocolos também foram avaliadas quanto & morfologia
espermaética, integridade funcional da membrana plasmatica pelo teste hiposmotico (HO),
integridade de membrana plasméatica e membrana acrossomal por sondas florescentes
(FLUO) e teste de ligacéo de espermatozdides & membrana perivitelinica da gema do ovo
de galinha (MPVOG).

A avaliacdo de células vivas e mortas foi realizada pelo teste de coloracdo
supravital utilizando solucdo de eosina (1%) e nigrosina (5%), conforme descrito por
Bamba (1988).

Em um tubo pléstico de 1,5 mL (eppendorph®) contendo 1 mL de solucdo de
formol salina tamponada foram adicionadas aliquotas do ejaculado suficiente para turvar a
solucdo, para analise morfoldgica dos espermatozdides por meio de preparagdo Umida,
com auxilio de microscopia de contraste de fase em aumento de 1000x (sob uma gota de
6leo de imersdo). Foram analisadas 400 células por ejaculado, determinando-se o
percentual de espermatozdides normais e de anomalias de acrossoma, cabeca, peca
intermediéria e cauda, tal como preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo
Animal (CBRA, 1998) e classificados em defeitos esperméaticos maiores (DEFM), menores
(DEFMEN) e totais (DEFT) conforme os critérios classificados por Blom (1973).
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A integridade funcional da membrana plasmética dos espermatozoides foi avaliada
por meio do teste hiposmotico (HO) répido descrito para espermatozdides de suinos por
Perez-Llano et al. (2001). Uma aliquota de 100 pL do sémen descongelado em meio BTS
foi incubado a 37°C por 30 minutos em solugdo de BTS a 75 mOsm/Kg. Apo6s o término
do tempo de incubagédo, as amostras foram fixadas em 0,5 mL de solucdo formol-salina
tamponada. Posteriormente, uma aliquota de 20uL da solucéo foi colocada entre lamina e
laminula para contagem de 100 espermatozdides, em microscopia de contraste de fase com
aumento de 1000x. As células foram classificadas quanto & presenga ou ndo de cauda
dobrada ou enrolada e o resultado foi determinado em porcentagem, efetuando-se o calculo
pela férmula: HO (%) = (% de alteragdes na regido da cauda apds teste HO) — (% de
alteracbes na regido da cauda dos espermatozdides antes do teste HO) (Melo e Henry,
1999).

A avaliacdo da membrana plasmética do espermatozdide e da membrana
acrossomal das amostras de sémen congelado/descongelado foi realizada com associagédo
de duas sondas fluorescentes (diacetato de carboxifluresceina e iodeto de propideo),
conforme protocolo empregado por Harrison e Vickers (1990). As amostras de sémen
foram descongeladas em banho-maria a 37°C e incubadas por oito minutos em presenca
das sondas. Posteriormente, em microscopia de epifluorescéncia utilizando microscépio
Olympus — Modelo BX 60F5, equipado com filtro de excitagdo (365nm) e filtro de barreira
(410nm), com um aumento de 400x, foram analisados 100 espermatozoides, classificados
em integros, semilesados e lesados. Os espermatozoides integros coram-se pelo diacetato
de carboxifluresceina (verdes em toda extensdo), os semilesados, o acrossomo e a
membrana coram-se pelo diacetato de carboxifluresceina, mas o ntcleo cora-se com iodeto
de propideo (vermelho) e os lesados coram-se de vermelho.

Para avaliar a fertilidade in vitro do sémen congelado/descongelado foi realizado o
teste de ligacdo dos espermatozdides & membrana perivitelina da gema do ovo de galinha,
conforme metodologia descrita por Barbato (1998). A membrana perivitelinica foi
preparada pela separacdo da gema da clara do ovo, removendo o excesso de clara usando
um papel toalha. A gema intacta foi colocada sobre um pedago de parafilme, sendo
delicadamente rompida e lavada com BTS. A membrana removida do parafilme foi
colocada em placas de Petri para sucessivas lavagens com BTS que ficasse limpa;
posteriormente foi esticada delicadamente e cortada em pequenos quadrados (1 cm?),

usando uma cubeta de espectrofotometro como molde. Cada pedago foi alocado em um
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tubo de cultura (10 mL) contendo 1 mL de BTS. Cada quadrado da membrana foi
inseminado com 10 pL de sémen na concentragéo de 20 x 10° espermatozoides/ mL.

A membrana com os espermatozdides foi incubada por 1 hora a 37°C em atmosfera
de 5% de CO,. Agitando-se suavemente ap6s 30 minutos. Neste momento foi acrescentado
1uL de Hoechst 33342 (Img/mL de &gua), para corar o nucleo dos espermatozéides.
Depois da incubacdo, a membrana foi colocada em um tubo contendo 1mL de BTS, e as
membranas foram lavadas trés vezes com BTS. A membrana foi acondicionada sobre uma
lamina, esticando delicadamente para remover possiveis dobras, foram cobertas com
laminulas e examinadas utilizando microscopio Olympus — Modelo BX 60F5, equipado
com filtro de excitacdo (365nm) e filtro de barreira (410nm), com um aumento de 400x.
Foram observados o0s espermatozoides aderidos & membrana. Para cada membrana
foram contados todos os espermatozdides aderidos em seis microcampos aleatorios, e
posteriormente determinado o percentual de espermatozdides aderidos, de acordo com
procedimentos empregados por Barbato et al. (1998).

Para a analise estatistica, foi utilizado o software SAEG versao 9.1. (SAEG-UFV,
2007). Anélises descritivas quanto as medias, desvios-padrdes e coeficientes de variagdo
foram realizadas para todas as varidveis estudadas. O teste Lilliefors foi utilizado para
verificacdo de normalidade das respostas das varidveis estudadas. A homogeneidade das
variancias entre grupos de tratamento foram estudadas utilizando-se o teste de Cochran-
Bartlett. A andlise de varidncia foi utilizada para verificar possiveis diferengas entre 0s
grupos experimentais e em relacdo aos testes complementares, aspectos fisicos e
morfologicos do sémen. Quando foi detectado efeito pelo teste F, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (5%). Para as variaveis que ndo atenderam as premissas de
normalidade dos dados obtidos e homogeineidade das variancias entre os grupos, os dados
foram analisados pela analise ndo paramétrica e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis
(5%).

A anélise de regresséao foi utilizada para se verificar o comportamento dos aspectos
fisicos do sémen durante as 3 horas de incubacdo no teste de termo-resisténcia lento.
Correlagdo simples de Pearson foi realizada entre as caracteristicas seminais e os testes

complementares.

18



RESULTADOS

Apds o descongelamento, as médias registradas para motilidade espermaética total
do sémen (tabela 1) foram 44,0+10,3; 44,3+7,7; 39,2+10,2; 38,0+9,2 respectivamente para
os tratamentos M3, M10, R3 e R10, ndo havendo diferenca entre os tratamentos (p>0,05).
Os resultados médios de motilidade espermética (41,4) e de SV (38,5) encontram-se dentro
do intervalo de confianca verificado em outros estudos realizados na é&rea de
criopreservacgdo de sémen suino.

Na tabela 1 é observado que os valores médios nos diferentes tratamentos néo
apresentaram diferenca entre si (p>0,05) em relagdo aos testes SV, HOST, NEL e
morfologia espermética. Em relacdo a porcentagem de espermatozoéides classificados como
integros pelas sondas fluorescentes, os valores médios nos tratamentos M10 e R10 foram
superiores a0 R3 (P<0,05), mas nenhum desses tratamentos supracitados apresentou
diferengca com os valores do M3 (p>0,05).

Na tabela 2 estdo sumariados os valores médios de motilidade espermaética, vigor
espermatico e porcentagem de espermatozoides vivos pela coloracéo supravital no decorrer
do teste de termo-resisténcia lento de 120 minutos. N&o houve diferenca entre os
tratamentos no descongelamento (tempo zero) quanto a MOT, VIG e SUP (p>0,05). Ao
final do TTR, houve diferenca em relacdo & MOT, sendo que no R10 os valores médios
foram inferiores aos de M3 (P<0,05), mas quanto ao VIG e SUP ndo houve diferenca
(p>0,05).
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Tabela 1: Avaliagdo do sémen de suinos da raca Piau criopreservado em diferentes protocolos

Tratamentos
Avaliagdo seminal
M3 M10 R3 R10
MOTILIDADE TOTAL (%)* 44,0+10,3° 443778 39,2+10,2°2 38,0+9,2°
VIGOR (1-5)* 3,1+0,4° 3,0+0,32 2,940,4° 2,940,4°
SV * 39,9+7,9° 40,1+8,1° 37,3+7,0° 36,5+6,8 °
HOST** 16,0+6,0° 15,8+5,7° 18,6+7,8% 18,4495 °
INTEGROS** 11,247,2° 14,749,2% 8,5+4,2% 15,1+#10,1 ®
SEMILESADOS** 45423 5,8+4,5% 4,242,7° 47426°
INTEGROS/SEMI-LESADOS** 15,7+8,3 20,5+10,4% 12,846,1% 19,8+10,1 %
LESADOS** 84,38,3° 79,5+10,4% 87,246,1% 80,2+10,1 ®
NEL** 861,2+48451%  838,1+802,4% 614,84509,3%  701,6+665,3°
EL (%)** 0,43+0,42° 0,42+0,40° 0,31+0,25° 0,35+ 0,33°
Defeitos Maiores* * 50+2,2% 55+2,0*% 55+2,8% 6,242,222
Defeitos Menores 8,6+2,9 8,3+3,0 8,8+3,2 10,1+£3,6
Defeitos Totais* 13,6+4,32 13,8+3,62 14,3+502 16,3+4,22

*"Médias de valores na mesma linha, seguidas de letras minGsculas diferem entre si (P<0,05) pelo teste de

*Tukey; ** Kruskal-Wallis; Médiatdp = Média e desvio padréo;SV=supravital, HOST=teste hiposmotico;

NEL= nUmero de espermatozdides ligados & membrana perivitelina do ovo de galinha; EL=

espermatozdides ligados & membrana perivitelina do ovo de galinha; M3=curva de congelamento

controlada por méquina e centrifugacdo com 2400 G por trés minutos; M10=curva de congelamento

controlada por méquina e centrifugacdo com 800 G por 10 minutos; R3= curva de congelamento

tradicional com rampa e centrifugacdo com 2400 G por trés minutos; R10= curva de congelamento

tradicional com rampa e centrifugagdo com 800 G por 10minutos.
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Tabela 2: Qualidade seminal pds-descongelamento durante o teste de termo-resisténcia em suinos da raga

Piau, de acordo com os diferentes protocolos de congelamento.

TEMPOS DE INCUBACAO (minutos)

TRATAMENTOS
0 30 60 90 120
Motilidade Espermética

M3 44,0+10,3%  34,7#10,3"%"  297+112°%°  235+02°  19,7+10,3*
M10 44,347,717 35,049,9"° 28,3192 22,7410, "  18,5+9,8"8¢

R3 3924102 29,0+10,9”%®  23,5+10,4"%™ 19,2+10,2"B¢  14,3+9 5”8
R10 38,0+9,2 27,7411,9% 20,5+9,4% 1554855  12,7+9,1%

Vigor espermético

M3* 3,1+0,4" 2,8+0,7°%¢ 2,6+0,7° 2,7+0,97° 1,840,9%
M10* 3,0+0,3% 2,8+0,4"° 2,4+0,778% 2,2+0,8"° 1,840,9%
R3* 2,9+0,4 2,6+0,6™ 2,240,748 1,9+0,9”% 1,4+0,9"%
R10* 2,9+0,4% 2,540,574 2,0+0,75% 1,8+0,74 1,3+0,8"

Supra vital

M3 39,9+7,9% 33,048,2"° 27,747, 7% 2254774 19,046,7M
M10 40,1+8,1% 34,3+6,1"° 29,1+6,8"° 22,7473 19,1+6,8%

R3 37,3+7,0% 30,1+7,4"° 245+87° 204479 14,9480
R10 36,5+6,8™ 30,5+7,6"" 24,0£8,0%  20,3+8,7°° 153481

~BMédias de valores na mesma coluna, seguidas de letras maitsculas diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05); **Médias de valores na mesma linha, seguidas de letras mintsculas diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05); *Kruskal Wallis dentro de um mesmo tratamento em fungdo do tempo; Médiatdp =
Média e desvio padrdo; M3=curva de congelamento controlada por méaquina e centrifugacdo com 2400 G
por trés minutos; M10=curva de congelamento controlada por maquina e centrifugacdo com 800 G por 10
minutos; R3= curva de congelamento tradicional com rampa e centrifugacdo com 2400 G por trés

minutos; R10= curva de congelamento tradicional com rampa e centrifugacdo com 800 G por 10minutos.
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Tabela 3: AvaliacBes esperméticas pds-descongelamento em relagdo as curvas de

congelamento e regimes de centrifugagéo:

Avaliacdo Curva de congelamento Regime de Centrifugagao
M R 800 G 2400 G
MOT 44,2+9,0° 38,6+9,7" 41,6+10,4° 41,2+9,0%
VIG 3,1+0,4° 2,9+0,4° 3,0£0,4° 3,0+0,42
sV 40,0+7,9° 36,9+6,9° 38,6+7,5° 38,3+7,7°
HOST *15,9+5,8°% *18,5+8,6° 17,3+7,0° 17,1+7,8°
INTEGROS 13,0+8,4° 11,8+8,4° *9,8+6,0" *14,949,6°
SEMI-LESADOS *5,2+3,6% *4,5+2 6° *4,4+2 5° *5,2+3,7°
INTEG+ 18,1+9,7° 16,3+9,0° *14,2+7,3" *20,1+10,1°
SEMILESADOS
LESADOS 81,9+9,7° 83,7+9,0° *85,8+7,3°  *79,9+10,1°
NEL *849,6+817,1*° *658,2+584,0° 738,0+702,8% 769,8+734,0°
EL (%) *0,42+0,41° *033+0,29° 0,37+0,35° 0,38+0,37°
Maiores 52+2.12 5,8+2 5% 5,2+2 5% 5,9+2,12
Menores 8,4+3,0° 9,4+3 4% 8,7+3,0° 9,2+3,4%
Totais 13,7+3,9° 15,3+4,7° 13,9+4,6° 15,1+4,0°

“PMédias de valores na mesma linha, seguidas de letras mintisculas diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05); Médiatdp = Média e desvio padréo; *Teste de Wilcoxon (ndo-
MOT= VIG=

espermatatico; SV=supravital; HOST=teste hiposmético; NEL= nimero de espermatozoides

paramétrico); motilidade espermatica  pds-descongelamento; vigor
ligados & membrana perivitelina do ovo de galinha; EL= espermatozoides ligados a
membrana perivitelina do ovo de galinha; Maiores= defeitos esperméaticos maiores;
Menores=defeitos espermaticos menores; Totais=defeitos espermaticos totais;M=curva de
congelamento controlada por méquina; R curva de congelamento tradicional com rampa;
800G= centrifugagdo com 800 G por 10minutos; 2400 G=centrifugacdo com 2400 G por trés

minutos.
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N&o houve interacdo entre curvas de congelamento e centrifugagdes, sendo entéo
analisadas de forma independente. Considerando somente a curva de congelamento, a
curva de congelamento com queda de temperatura controlada por maquina programada
apresentou valores superiores para MOT, VIG e SUP em relagdo a curva de congelamento
tradicional, realizada com a rampa (P<0,05) e ndo diferiram nas demais avaliagdes
(p>0,05). Considerando o regime de centrifugacdo, a centrifugagdo 2400 G por trés
minutos & 15°C apresentou resultado superior em relag&o ao percentual de espermatozdides
integros, comparando com a centrifugacdo 800 G por dez minutos & 15°C (P<0,05).

Todos os tratamentos demonstraram quedas lineares na motilidade espermatica,
vigor espermatico e no teste supravital. As quedas lineares de M3, M10, R3 e R10
obedeceram respectivamente as seguintes equagbes: Y=48,25 - 5983X, (R*=0,40;
p<0,0001), Y=48.97 - 6,400X, (R?=0,48; p<0,0001), ¥Y=42,88 - 5950X, (R%*=0,40;
p<0,0001), Y=41,72 - 6,283X, (R?=0,45; p<0,0001) para motilidade espermética; Y=3,43 -
0,301X, (R%*=0,25;p<0,0001), ¥=3,40 - 0,317X, (R*=0,32; p<0,0001), Y=3,30 - 0,360X
(R?=0,34; p<0,0001), Y= 3,28 - 0,395X, (R?=0,43; p<0,0001) para vigor espermatico e
¥=44,17 - 5250X, (R?=0,49; p<0,0001), ¥=45,19 - 5373X, (R?*=0,54; p<0,0001),
¥=41,76 - 5,443X, ( R?=0,50; p<0,0001),Y=41,11 - 5,267X, (R*=0,48; p<0,0001) para 0
teste supravital. Na tabela 4 estdo sumariadas as diferengas entre as avaliagbes de
motilidade espermatica, vigor espermético e supravital realizadas no sémen in natura e
apds o descongelamento, e posteriormente entre as avaliagdes pds-descongelamento (no
teste de termo-resisténcia).

A motilidade espermatica pos-descongelamento demonstrou alta correlagdo com a
porcentagem de espermatozoides vivos pela coloracdo supravital (r=0,70), vigor
espermético (r=0,61), e valores médios com o teste hiposmotico (r=0,42) e com a
porcentagem de células integras no teste de fluorescéncia (r=0,34). O teste hiposmoético
demonstrou baixa correlagdo (r=0,26) com o teste supravital e valores médios (r=0,36)
com a porcentagem de espermatozoides classificados como integros pela avaliagdo
empregando sondas fluorescentes. A morfologia espermética pds-descongelamento néo
demonstrou correlagdo ou demonstrou correlagéo negativa pouco relevante (r<0,22) com
as caracteristicas fisicas do sémen e com os testes complementares. As correlacdes entre

os testes realizados pés-descongelamento estdo sumariadas na tabela 5.
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Tabela 4: Diferencas na motilidade espermatica, vigor espermatico e supravital de sémen de suinos

realizadas no sémen in natura e pos-descongelamento durante o teste de termo-resisténcia

Diferencas entre avaliagdes

TRATAMENTOS ~ |n natura/
J6s-descong. 0-30 30-60 60-90 90-120
Motilidade Espermética
M3 36,0+10,9° 9,3+4,7° 5,0+4,9°2 6,17+5,36° 3,945,0°
M10 35,7+9,2° 9,3+6,9% 6,6+6,2° 5,7+4,9% 4,244,6°
R3 40,8+11,4"° 10,245,5° 5,5+5,4% 4,3+45° 4,845,8°
R10 42,0+11,6" 10,3%5,71° 7,245,3 5,0+5,3 2,8+3,1°
Média 38,610,9 9,845,7 6,1+5,6 5,3%5,0 3,9+4,7
Vigor espermético
M3 0,7+0,6 0,3+0,4% 0,2+0,3 0,4+0,4% 0,4+0,5%
M10 0,7+0,5° 0,3+0,3° 0,4+0,6° 0,2+0,3° 0,4+0,5°
R3 0,8+0,6 0,4+0,4% 0,3+0,4% 0,3+0,4% 0,5+0,5%
R10 0,8+0,5% 0,4+0,4% 0,5+0,5% 0,3+0,3 0,5+0,4%
Média 0,840,6 0,3+0,4 0,3+0,5 0,3+0,4 0,5+0,5
Supra vital
M3 6,945,3° 5,3+4,0° 5,243,9% 3,5+3,5%
M10 5,845,3° 5,3%3,7° 6,35,4" 3,743,7°
R3 7,245,3° 5,6+4,9° 4,0£3,0° 5,5+4,5%
R10 6,0%5,0° 6,644 3,7+3,0° 5,0+4,9°
Média 6,545,2 5,7+4,2 4,8+4,0 44342

~BMédias de valores na mesma coluna, seguidas de letras maitsculas diferem entre si(p<0,05) pelo teste
de Duncan; “BMédias de valores na mesma coluna, seguidas de letras mailsculas diferem entre
si(p<0,05) pelo teste de *Kruskal Wallis; Médiatdp = Média e desvio padrdo; M3=curva de
congelamento controlada por maquina e centrifugacdo com 2400 G por trés minutos; M10=curva de
congelamento controlada por méquina e centrifugacdo com 800 G por 10 minutos; R3= curva de
congelamento tradicional com rampa e centrifugagdo com 2400 G por trés minutos;R10= curva de
congelamento tradicional com rampa e centrifugacdo com 800 G por 10minutos; In natura/pds-descong.=
diferenca entre avaliacbes do sémen in natura e do sémen apds o descongelamento; 0-30= diferenca entre
as avaliacOes no descongelamento e apds 30 minutos de teste de termo-resisténcia; 30-60= diferenca entre

as avaliagdes com 30 minutos e 60 minutos de teste de termo-resisténcia; 60-90= diferenga entre as
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avaliagdes com 60 minutos e 90 minutos de teste de termo-resisténcia; 90-120= diferenca entre as

avaliagdes com 90 minutos e 120 minutos de teste de termo-resisténcia.

Tabela 5: Correlagdes Simples de Pearson entre as caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen e testes

complementares em suinos da raga Piau.

MOT VIG SV HOST INT SEML INTSEML LES NEL EL DEFM DEFM  DEFT

MOT 1 061 070 042 034 020 0,37 -0,37 NS NS NS E-0,21 -0,22
VIG 1 041 0,22 NS NS 0,15 -0,15 NS NS NS NS NS
SV 1 0,26 0,19 0,20 0,24 -0,24 NS NS NS NS NS
HOST 1 0,36 NS 0,35 0,35 -0,27 0,27 NS -0,19 -0,16
INT 1 NS 0,94 -094 NS NS NS -0,20 -0,15
SEMIL 1 0,46 -046 031 031 NS NS NS
INTSEML 1 -1,00 -0,22 0,22 NS -0,15 NS
LES 1 -0,22 -0,22 NS -0,15 NS
NEL 1 1 NS NS NS
EL 1 NS NS NS
DEFM 1 0,22 0,69
DEFME 1 0,86
DEFT 1

MOT= motilidade espermética pds-descongelamento; VIG= vigor espermdtico po6s-descongelamento;
SV=supravital; HOST=teste hiposmdtico; INT=espermatozoides classificados como integros pela avaliagdo por
sondas fluorescentes; SEMIL= espermatozdides classificados como semilesados pela avaliagdo por sondas
fluorescentes; INTSEML= espermatozdides classificados como integros somados aos espermatozdides
classificados como semilesados pela avaliacdo por sondas fluorescentes; LES= espermatozdides classificados
como lesados pela avaliagdo por sondas fluorescentes; NEL= numero de espermatozdides ligados & membrana
perivitelina do ovo de galinha; EL= espermatozdides ligados @ membrana perivitelina do ovo de galinha; DEFM=
defeitos espermaticos classificados como maiores; DEFME= defeitos espermaticos classificados como menores;

DEFT= defeitos esperméticos totais.

DISCUSSAO

Os resultados de motilidade espermética pds-descongelamento obtidos neste estudo
sdo similares aos obtidos em diversos estudos (Ohata et al., 2005; Bianchi et al., 2008;
Bianch et al., 2011; Barros et al., 2012).

Em suinos hibridos, Ohata et al. (2005) registraram valores médios de 51,4+9,5

para motilidade espermética pds-descongelamento. Bianch et al. (2008) compararam 0s
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métodos de Westendorf et al. (1975) e Paquignon et al. (1976) obtendo valores de 43+1,7 e
34,3%£1,4 respectivamente. Nesse mesmo estudo, os autores utilizaram diferentes meios
diluidores para o resfriamento até 15°C e obtiveram valores de motilidade pos-
descongelamento de 43%1,7; 34+1,7 e 33+1,7 respectivamente para os meios BTS,
PIGPEL5 e PIGPEL5+LDL. Em suinos da raca Piau, Barros et al. (2012) obtiveram
valores médios de motilidade espermética (49,5+12,1%), coloragdo supravital
(39,9+10,4%) e hiposmotico (18,8+5,7%) sendo semelhantes, em relagdo ao sémen pos-
descongelamento, tomando-se como base os resultados dos tratamentos mais eficazes
destes autores e do presente estudo (tabela 1).

O R3 apresentou menor percentual de células integras na avaliacdo por sondas
fluorescentes em relacdo a M10 e R10. A diferenga entre R3 e M10 possivelmente €
atribuida a curva de congelamento de M10, que foi realizada de forma controlada,
causando menos injurias aos espermatozoides. A diferenca entre R3 e R10 contraria a
hipGtese de que a centrifugagcdo com tempo mais curto obtivesse resultados superiores a
centrifugacdo com tempo mais longo, no caso que R3 obtivesse melhores resultados que
R10.

Essa diferenga pode ter ocorrido devido a maior manipulacdo dos espermatozdides
em R3, j& que nos tratamentos em que foi utilizada a rampa, houve maior influéncia de
manipulacdo humana em relacdo aos tratamentos que utilizaram a maquina de
congelamento. Essa foi a Unica diferenca verificada entre os valores médios nos diferentes
tratamentos na avaliacdo imediatamente ap6s o descongelamento. Adicionalmente, a
avaliacdo da viabilidade espermética deve ser interpretada como um conjunto de todas as
avaliacOes realizadas. Segundo Bernardi (2008) dificilmente um U(nico teste apresenta
acurdcia para estimar o potencial de fertilidade, visto que ndo mede todos os atributos
qualitativos e funcionais necessérios para a fecundacdo e desenvolvimento embrionério
normal que ocorrem in vivo.

Em relacdo ao teste de termo-resisténcia, no presente estudo, o tempo de incubagéo
de 60 minutos mostrou eficaz em avaliar as diferentes amostras de sémen, independente da
motilidade e vigor apresentado. Porém, apds os 90 minutos, todas as partidas apresentaram
valores inferiores ao preconizado para uso em programa de Inseminagéo Artificial (CBRA,
1998), sem demonstrar alteragdo em seus valores ate o final do teste.

A motilidade espermética apresentou alta correlagdo com o teste supravital,
correlacdo média com HOST e baixa com os testes com sondas fluorescentes no presente

estudo. Tais resultados indicam que a motilidade espermética por ser um exame simples,
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embora subjetivo (avaliacdo convencional), rapido, de baixo custo, ou mesmo quando
realizado por CASA (Anélise de sémen computadorizada) é um bom indicador da
integridade e funcionalidade das membranas, sendo ainda o principal parametro utilizado
para selecionar os ejaculados (Gadea, 2005).

O teste hiposmoético apresentou baixa correlagdo com o teste supravital e média
correlacdo com a porcentagem de espermatozdide classificados como integros pelas sondas
florescentes. Esse teste deve ser utilizado em conjunto com outros testes de integridade de
membrana, sendo uma importante andlise complementar na detec¢do de alteragdes na
membrana plasmética em espermatozdides suinos, visto que, alguns espermatozoides séo
considerados com a membrana integra na coloragdo supravital e ndo mantém a atividade
bioquimica da membrana plasmética ao serem incubados em solugdo hiposmética ou na
avaliagdo por sondas fluorescentes (Vazquez et al.,1997).

Embora trabalhos atuais preconizem o teste de ligagdo a membrana perivitelinica da
gema de ovo de galinha como alternativa para predizer o potencial fecundante do sémen
(Barbato et al., 1998; Corcini et al., 2008), essa varidvel (ligacdo dos espermatozdides a
membrana perivitelinica) apresentou coeficiente de variacdo muito alto, retratando ser
muito instavel, o que contribuiu para que ndo houvesse diferenca entre os tratamentos.
Essa técnica ainda necessita de ajustes para auxiliar na predicdo da qualidade seminal. Tais
observacdes sdo constatadas também pelas baixas ou nulas correlacdes deste teste com o
aspecto fisico e os demais testes complementares empregados nesse estudo (tabela 5).

Quanto as correlagbes dos testes complementares empregados para avaliar a
qualidade espermética, os resultados tém sido controversos, sendo que, em poucos estudos
foram registrados valores altos de correlacdo entre as caracteristicas seminais ou respostas
espermaticas funcionais e a fertilidade in vivo. Portanto, a analise associada de diferentes
testes referentes a qualidade seminal proporciona melhor acuracia em predizer a fertilidade
dos espermatozdides.

No presente estudo, a centrifugagdo de 2400 G por trés minutos apresentou-se
superior em relacdo a centrifugacéo de 800 G por dez minutos na avaliagéo de integridade
de membrana avaliada por sondas fluorescentes. Esse resultado corrobora com Carvajal et
al. (2004) que avaliaram regimes de centrifugacdo de 2400 G por trés minutos, 1600 G por
cinco minutos e 800 G por dez minutos, e obtiveram melhores resultados pos-
descongelamento de motilidade espermatica, percentual de espermatozoides com
acrossoma intacto em relacdo & populacdo espermatica inicial e  percentual de

espermatozoides ndo capacitados nos regimes de 2400 G por trés minutos e de 1600 G por
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cinco minutos, sendo ainda constatada maior capacidade de penetragdo em ovocito pos-
descongelamento no regime de 2400 G por trés minutos. O tempo de centrifugagdo parece
ser mais critico do que a forga de rotagdo, concordando com Shekarriz et al. (1995) que
estudando o sémen humano concluiu que um tempo curto de centrifugacdo é mais
adequado para manutencéo da qualidade seminal.

As injurias causadas pela centrifugacdo sdo atribuidas ao trauma mecénico nas
membranas dos espermatozoides (Alvarez et al., 1993) e indiretamente aos danos
provocados pela formag&o excessiva de ROS (espécies reativas de oxigénio) (Aitken
e Clarkson, 1988; Mortimer, 1991). Altas concentracfes de ROS estdo associadas aos
danos de membrana espermatica por meio da peroxidacdo lipidica, o qual pode alterar a
funcdo espermética, levando & perda de motilidade e viabilidade espermética e
consequentemente reduzir a fertilidade (Shekarriz et al., 1995). Quanto mais intensa e
longa a peletizacdo, maior producéo de ROS e mais danos aos espermatozdides (Katkov e
Mazur, 1998), sendo que a exposi¢do intensa aos ROS tem maior influencia nos danos
celulares quando comparada as altas aceleragdes na centrifugacdo. O regime de 2400 G por
trés minutos apresentou melhores resultados possivelmente devido a menor estimulo de
producéo de ROS, quando comparado ao regime de 800 G por dez minutos.

No processo de criopreservacdo sob a temperatura de 5°C, a agua intra e
extracelular permanecem super refrigerada e ndo cristaliza. No entanto, entre as
temperaturas de -5 e —10 °C comegam a se formar cristais de gelo no meio extracelular que
permanece super refrigerado e hipertdnico, ocorrendo troca de agua para manter o
equilibrio entre 0 meio extracelular e o intracelular, ocasionando a desidratacéo celular
(Medeiros, 2002). O espermatozdide suino é severamente danificado pelo super
resfriamento e é de fundamental importancia que a curva de congelamento seja bem
controlada depois da nucleagdo do gelo; uma curva de congelamento com taxas lentas
imediatamente ap6s a nucleacdo e taxas mais rapidas nas temperaturas mais intensas
abaixo de zero resulta em melhores resultados. Tais observacdes sdo corroboradas pelos
estudos Woelders et al. (2005) que empregando um modelo matematico que simula os
eventos osmoticos durante o congelamento, verificaram a importancia da variacdo das
taxas de congelamento em fungéo da temperatura. No presente estudo, observou-se que a
curva com temperatura controlada por maquina programada de acordo com as exigéncias
de cada faixa de temperatura apresentou melhores resultados quando comparada a curva

tradicional (com controle de queda de temperatura menos precisa), provavelmente devido
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ao menor estresse osmotico e @ menor quantidade de gelo intra e extracelular formado

durante o congelamento.
CONCLUSOES
No presente estudo foi observado que tanto a curva de congelamento quanto o
regime de centrifugacdo influenciam na qualidade espermatica pds-descongelamento,
sendo que centrifugagbes com tempos mais curtos e curvas de congelamento com queda de
temperatura controlada por méquina sdo as mais indicadas para minimizar as injdrias

espermaéticas. Os protocolos propostos nos diferentes tratamentos apresentaram qualidade

seminal pos-descongelamento satisfatdria em testes de avaliagdes in vitro.
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