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Utilizacao de diferentes meios de ressuspensao para
0 sémen do varrdo apos descongelacao

Use of differents means of the boar semen dilution after thawing

Ricardo Toniolli,* Michelle Costa e Silva,* Roberta Nogueira Chaves*

Resumo

A pesquisa brasileira com sémen congelado em suinos é recente e apesar de bons niveis de eficiéncia, ainda ndo conseguiu
obter resultados economicamente viaveis. Este trabalho teve por objetivo testar diferentes diluentes para a ressuspensao
do sémen apos descongelagdo. Trés machos foram coletados, em recipiente de 500 mL coberto por gaze para separagédo
da parte gelatinosa e protegido por envoltério térmico. Cada amostra continha 112 x106 sptz/mL para as analises in vitro. A
técnica de Paquignon foi utilizada para a congelagdo do sémen. Apds a descongelacédo, a 37°C durante 30 segundos, 0
contelido de cada palheta foi ressuspenso: 1) Beltsville Thawing Solution (BTS — controle); 2) BTS + acido 3-indol acético (IAA
=10 ng/mL); 3) Androhep (ADH) e 4) Agua de coco (COCO) + antibiético. Foram avaliadas em microscopia 6ptica a motilidade
e vigor espermatico apos cinco minutos e duas horas de incubacdo a 37°C. Foram feitos esfregacos de sémen aos 5
minutos de incubacgdo para avaliacdo da morfoldgia do acrossoma, de acordo com a seguinte classificagdo: normal (NAR);
em processo de perda (PAR); sem acrossoma (SAR); com defeito (DAR); com edema (EAR). Foi utilizado o teste de Mann
Whitney através do General Linear Models do programa Statistical Analysis System (SAS 6.03, 1988) a 5% (p<0,05). Os
diluentes BTS e IAA obtiveram os melhores resultados de vigor (2,2 e 2,1, respectivamente) e motilidade espermatica (41,9
e 6,5%, respectivamente). As analises morfologicas indicaram o ADHP e o IAA com os melhores resultados de NAR (65,7 e
59,5%, respectivamente).
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Abstract

The brazilian research with swine frozen semen is recent and in spite of a good efficiency levels, it didn't still get the results
economically viables. This work had for objective to test differents extenders for the semen dilution after descongelation.
Three males were collected, in recipient with 500 mL covered by filter for separation of the gelatinous part and protected by
thermal wrapper. Each sample contained 112 x10° sptz/mL for the in vitro analyses. The Paquignon technique was used for
the semen freezing. After the descongelation at 37°C during 30 seconds, the content of each slat was diluted: 1) Beltsville
Thawing Solution (BTS — control); 2) BTS + acid 3-indol acetic (IAA = 10 ng/mL); 3) Androhep (ADH) and 4) Coconut Water
(COCO) + antibiotic. They were analysed in optical microscopy the spermatic motility and vigour after five minutes and two
hours of incubation at 37°C. For the acrossome morphologic evaluation, they were made the semen scrub after five minutes
of incubation, in agreement with the following classification: normal (NAR); in loss process (PAR); without acrossome (SAR);
with defect (DAR); with edema (EAR). The Mann Whitney’s test was used with the Lineal General Models in the Statistical
Analysis System Program (HEALTHY 6.03, 1988) at 5% (p <0,05). The BTS and IAA extenders obtained the best vigour (2.2 and
2.1, respectively) and spermatic motility results (41.9 and 6.5%, respectively). The morphologic analyses indicated the ADHP
and IAA extender with the best results of NAR (65.7 and 59.5%, respectively).

Keywords: freezing, semen, swine, extender.

Introducéo

Os primeiros trabalhos de congelagdo do sémen do varrdo
comecaram nas décadas de 1950-60. Em 1970, Polge et al.
demonstraram a possibilidade de se preservar uma boa
fertilidade do sémen congelado através de inseminacdes
feitas por via cirdrgica, diretamente no oviduto de marrés em
estro. Varios autores (Crabo e Einarsson, 1971; Grahan et
al., 1971; Pursel e Johnson, 1971) também conseguiram
manter um nivel de fertilidade aceitavel através de
inseminacg@es intracervicais. Consideragdes técnicas, tais

como diluentes, avaliacdo da célula espermética, tempo de
inseminacéo, volume a ser inseminado e eficiéncia da
técnica sdo importantes no sucesso da inseminacao artificial
em suinos (Johnson et al., 2000).

A susceptibilidade dos espermatozoides de mamiferos ao
resfriamento varia de acordo com a espécie (Watson e
Plummer, 1981). A sensibilidade peculiar da célula
espermatica suina apresenta problemas praticos e cientificos
na criopreservagado do sémen (Wilmut e Polge, 1972; Salamon
et al., 1973). Portanto, torna-se necessario a compreensao
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dos danos causados pelo estresse térmico e das respostas
dos espermatozoides ao resfriamento, no desenvolvimento
de métodos para a congelacdo do sémen de mamiferos
(Bwanga, 1991).

A pesquisa brasileira no setor é recente, porém alcanca niveis
de eficiéncia no dominio da tecnologia comparavel aos de
outros paises. Trabalhos iniciais permitiram avaliar os
resultados técnicos da aplicacdo do sémen congelado
importado (Scheid et al., 1986). Entretanto, seu emprego é
ainda esporadico e limitado a praticamente programas de
melhoramento e trabalhos experimentais (Scheid et al.,
1982). Embora a tecnologia venha sendo aprimorada, os
resultados da aplicagdo dos métodos de conservagdo do
sémen suino sdo ainda insuficientes, apresentando niveis
mais baixos de fecundidade em relagdo a monta natural ou
a inseminacgdo artificial utilizando sémen resfriado. Varios
diluentes tém sido desenvolvidos, sendo a maioria para
protocolos particulares, de forma que eles geralmente néo
sdo transferiveis de um método para outro (Osinowo e
Salamon, 1976). Este trabalho teve por objetivo testar
diferentes diluentes para a ressuspensdo do sémen suino
ap6s descongelagéo.

Material e métodos

Machos e ejaculados

Trés machos de racas puras (1 Landrace e 2 Duroc), foram
coletados 20 vezes cada um, através da técnica da méo
enluvada em recipiente com capacidade para 500 mL coberto
por uma gaze prépria para separagdo da parte gelatinosa e
protegido por envoltério térmico. Foram realizadas duas
coletas por semana (22 e 52-feira), sendo utilizado apenas o
ejaculado da segunda coleta. Os reprodutores passaram por
exames espermaticos prévios, encontrando-se dentro dos
padrfes fisiolégicos ideais determinados pelo Colégio
Brasileiro de Reprodug&o Animal (1998): células anormais d”
20%. Cada ejaculado (sémen in natura) foi avaliado através
do vigor espermatico (notas de 0 a 5) e motilidade (0 a 100%),
sendo utilizados para o experimento apenas 0s que apresen-
taram valores minimos de 3,0 e 70%, respectiva-mente.

Sémen, congelacéo e diluentes

Cada palheta continha uma concentragcdo de 112 x10° sptz/
mL para as analises in vitro. A técnica utilizada para a
congelagdo do sémen foi a de Paquignon et al. (1974). O
sémen foi envazado em palhetas com capacidade para 0,5
mL, devidamente identificadas. A descongelagéo foi feita em
agua a uma temperatura de 37°C na qual foi mergulhada cada
palheta durante 30 segundos. Apds a descongelagéo, o
conteldo de cada palheta foi ressuspenso nos diferentes
diluentes (2 mL) a serem testados: 1) Beltsville Thawing
Solution (BTS — controle); 2) BTS adicionado do acido 3-indol
acético (IAA = 10 ng/mL); Androhep (ADH) e agua de coco
(ACP) adicionada de antibiético (gentamicina a 80 mg/100mL),
incubados em banho-maria a 37°C, recompondo desta forma
seu volume final (2,5 mL) para procedimento das andlises.

Caracteristicas avaliadas

Foram avaliadas as caracteristicas de motilidade esperma-
tica (resultado em percentagem) e vigor espermatico (notas
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de 0 a 5 — Toniolli, 1996) com leituras feitas a luz da
microscopia optica ap6s cinco minutos e duas horas de
incubacdo do sémen a 37°C. Foram feitos esfregagos de
sémen aos 5 minutos de incubacdo para avaliagdo das
caracteristicas morfolégicas do acrossoma, de acordo com
a seguinte classificacdo: normal (NAR); em processo de
perda (PAR); sem acrossoma (SAR); com defeito (DAR) e
com edema (EAR). Essas avaliagcGes foram feitas ao
microscopio 6ptico em um aumento de 1000x com contraste
de fase, ndo havendo necessidade de coloracéo especifica.

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao
acaso com a analise estatistica feita pela avaliacdo das
médias e desvios-padrdes, com aplicacdo de testes de
analise de variancia. O teste proposto foi o de Mann Whitney
para a comparacdo entre grupos. A andlise das diferencas
entre médias foi feita por variancia multifatorial usando-se o
General Linear Models do programa Statistical Analysis
System (SAS 6.03, 1988), com um intervalo de confian¢a de
5% (p<0,05).

Resultados

Nas Figuras 1 e 2 podem ser vistos os resultados médios
para as caracteristicas de vigor e motilidade espermatica,
obtidos a partir das avaliacdes do sémen ap0s desconge-
lacdo e ressuspensdo nos diferentes diluentes a serem
testados.

Para a caracteristica vigor espermatico, aos cinco minutos
de incubacdo, os melhores resultados (p<0,05) foram
obtidos com o diluente BTS acrescido ou ndo do &cido 3-
indol acético (2,2 e 2,1, respectivamente). Comparando-se
com os outros diluentes testados, as diferencas foram
significativas (p<0,05). N&o houve diferencga entre os diluentes
com piores resultados (p>0,05). Apés uma hora a 39°C, a
excecdo do diluente dgua de coco que obteve o menor valor
para vigor (1,0) (p<0,05), todos os outros ndo apresentaram
diferengas entre si (p>0,05). Em todos os diluentes houve
uma queda dos valores do vigor espermatico entre os dois
momentos de incubacdo do sémen (cinco minutos e uma
hora) (Figura 1).
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Figura 1 : Vigor espermatico do sémen suino descongelado e ressuspenso
em diferentes diluentes, apés incubagéo a 37°C



Analisando-se a motilidade, aos cinco minutos de incubagéo,
verificou-se que quando ressuspenso no diluente BTS
obteve-se o melhor resultado (41,9%), apesar de néo ter
havido diferenga dos resultados quando comparado com o
diluente IAA (36,5%) (p>0,05). Comparando-se com 0s
resultados dos outros dois diluentes testados (ACP = 30,4;
ADHP = 32,3%), estes ultimos foram mais baixos (p<0,05),
apesar de nao diferirem entre si (p>0,05). Apés a uma hora
de incubacdo, a semelhanca do obtido para o vigor
espermatico, a motilidade observada no sémen foi mais baixa
no diluente agua de coco (9,7%). Foi diferente (p<0,05) em
relagdo aos outros diluentes (ADHP = 20,0; IAA=17,2e BTS =
18,3%). Os valores da motilidade também cairam em todos
os diluentes, durante o periodo de incubagdo do sémen, com
0 ACP apresentando o pior resultado (p>0,05) (Figura 2).
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Figura 2 : Motilidade esperméatica do sémen suino descongelado e
ressuspenso em diferentes diluentes, apds incubacéo a 37°C

Os resultados das analises morfolégicas indicaram dois
diluentes (ADHP e IAA) que apresentaram os melhores
resultados com percentagens de células com acrossoma
normal (NAR) de 65,7 e 59,5%, respectivamente. Estes
valores foram melhores do que os apresentados nos
diluentes BTS (55,8%) e agua de coco (58,5%) (p<0,05).
Analisando-se os espermatozéides em relacdo as formas
patologicas apresentadas nas andlises (PAR, SAR, EAR e
DAR) apenas para a perda do capuz acrossémico (PAR) os
resultados foram relativamente altos, todos acima de 30%
de acometimento.

Comparando-se os resultados de PAR
entre os diferentes diluentes de res-
suspensao, o ADHP apresentou o0 me-
lhor resultado (30,8%) (p<0,05), com
pequena variagdo entre os resultados
dos outros diluentes (34,0% no ADHP;
35,5% no IAA e 37,5% para o diluente
agua de coco. Com relacdo as outras
patologias, os valores encontrados
foram muito baixos, sempre inferior a
5%. Ainda assim verificou-se em todos
0s casos (SAR, EAR e DAR) que o
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Discussao

O desempenho da agua de coco (ACP) sobre a preservacéo
das caracteristicas de motilidade espermatica do sémen
suino apresentou neste trabalho resultados com valores
baixos para ambas caracteristicas estudadas, diferenciando-
se dos resultados obtidos por Toniolli et al. (1998) que,
utilizando este diluente para a conservar o sémen do varrao,
obtiveram melhores resultados até duas horas de incubacgéo
a 39°C. Neste caso, autores citados trabalharam com sémen
resfriado e as diferencas encontradas podem ser explicadas
pelo estresse térmico provocado pela técnica de congelagéo/
descongelacao do sémen.

A criobiologia aplicada a conservagdo de sémen foi
inicialmente utilizada por Polge et al. (1949), que relataram o
efeito crioprotetor do glicerol na sobrevivéncia espermatica
apos congelacdo de espermatozdides de diferentes espécies
animais. No entanto, esta substancia tem-se mostrado
pouco efetiva na prote¢do de espermatozoéide suino contra
os efeitos nocivos da congelagdo (Polge, 1956; Wilmut et al.,
1973; Polge, 1976; Larsson, 1978) fato este também
observado nos resultados deste trabalho.

Relatos de Maxwell e Johnson (1997) utilizando palhetas de
0,5 mL para congelacéo constataram que a maior parte das
alteracBes da membrana ocorreram durante o resfriamento,
sugerindo que os danos da formacéo de cristais de gelo ou
a toxicidade do glicerol seriam menores do que os danos
causados pelo resfriamento dos espermatozoéides até 5°C.

O acido 3-indol acético (IAA), é uma auxina que, ao ser
adicionada aos diluentes convencionais para o sémen de
diferentes espécies, conferiu aos espermatozéides um
incremento na motilidade com um aumento na taxa de
fertilidade, além de permitir a conservacdo do sémen por
maiores periodos de tempo (Toniolli et al., 1995; Nunes et
al., 1996). Neste trabalho o IAA nao foi adicionado ao diluente
durante o processo de abaixamento da temperatura visando
a congelagao, tendo sido colocado apenas nos diluentes de
ressuspensdo, apdés a descongelacdo do sémen.
Possivelmente, por este motivo, os valores ficaram abaixo
dos encontrados por Toniolli (1996), que adicionou esta
substancia também ao diluente de congelacdo. Acredita-se,
portanto, que para evidenciar-se a agéo do IAA sobre a célula
espermatica, o mesmo ja deve ser adicionado ao diluente
no inicio do processo de congelacdo, bem como no diluente
de ressuspensdo do sémen, apos descongelacgao.
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diluente BTS apresentou os maiores 0
valores (3,7; 4,9 e 0,8%, respectiva-
mente) (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3: Integridade morfologica do espermatozdide suino descongelado e

ressuspenso em diferentes diluentes, apés incubagdo a 37 °C
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Toniolli (1999) obteve resultados com sémen resfriado
utilizando BTS adicionado do IAA, o qual mostrou uma agéo
protetora sobre a célula espermatica, proporcionando a
manutencdo de um maior nimero de espermatozoides
normais. Neste trabalho o IAA néo diferiu do diluente ADHP
que apresentou o melhor resultado (65,7%), mostrando que
apesar de modos de conservacéo diferentes (resfriamento
e congelacéo), o IAA manteve sua acdo protetora.

Quanto a congelabilidade espermatica, os ejaculados de
todos os reprodutores, aos cinco minutos de incubacéo,
foram classificados como congelaveis, de acordo com os
valores minimos estabelecidos por Coster (1978) de 50%
de espermatozoides com morfologia acrossomal normal e
de 30% de espermatozoides moveis pos-descongelacao,
0s quais foram obtidos neste trabalho.

Em boa parte dos estudos, independentemente do protocolo
de congelacao/descongelacédo utilizado, a motilidade foi
normalmente inferior a 50% (Hofmo e Almlid, 1991; Almlid e
Hofmo, 1996). No que se refere a integridade morfoldgica,
50 a 60% dos espermatozdides apresentam o acrossoma
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intacto, imediatamente apds a descongelagdo. Os resultados
obtidos nesse experimento confirmam essas informacdes,
visto que o melhor resultado obtido na motilidade foi de
41,9% com o diluente BTS e que o valor maximo de células
com acrossoma intacto foi de 65,7% com o diluente ADHP.

Dentro desta mesma Optica, os resultados deste trabalho
coincidiram com o de Martin Rillo et al. (1994), que afirma
que o acrossoma desempenha um papel importante dentro
do processo de fecundacao.

Conclusdes

Os resultados ndo permitiram a definicdo de um diluente de
ressuspensdo eficaz na preservacdo das caracteristicas in
vitro estudadas pela metodologia, o que sugere a
necessidade de uma incubacédo prévia do sémen nos
mesmos diluentes aumentando o tempo de contato dos
espermatozéides com estas substancias a fim de permitir o
aparecimento de uma a¢ado positiva dos mesmos sobre a
células espermatica.
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