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Resumo

A criopreservagdo seminal apresenta baixos resultados produtivos. Objetivou-se testar a Agua de
Coco em P6 (ACP-103®) como diluente de ressuspensdo ap6s a descongelagio seminal e avaliar a
qualidade espermatica durante a curva de resfriamento até a descongelagdo do sémen. Para isso, o
sémen de 15 reprodutores foi coletado uma vez por semana, incubado a 30 °C por 15 minutos, e em
seguida diluido em Beltsville Thawing Solution — BTS (controle) ou em ACP-103®, e submetidos a
uma curva de resfriamento lenta, onde foram feitas anélises de vigor e motilidade em cada passo. O
sémen descongelado foi ressuspenso em seus respectivos diluentes e analisado quanto as
caracteristicas: vigor, motilidade, vitalidade, integridade acrossomal e funcionalidade da membrana.
Durante as analises de vigor e motilidade que compdem a curva de resfriamento, e na descongelagao,
para as analises de vitalidade e membrana acrossomal intacta, observou-se que nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos. J4 apds a descongelagao, o BTS apresentou melhores resultados de
vigor, motilidade espermatica e funcionalidade da membrana. No entanto, a curva de resfriamento e
o ACP-103® podem ser utilizadas no protocolo de criopreservagdo do sémen suino, visto que ambas
asseguraram qualidade da viabilidade espermatica.

Palavras-chave: Sémen suino; diluente alternative; congelagdo; viabilidade espermatica.

Abstract

Semen cryopreservation is associated with low productivity results. This study aimed to test the
Coconut Water Powder (ACP®-103) as a ressuspension diluent after thawing semen, also evaluate
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sperm quality during the cooling curve until thawing of the semen. For this, the semen was collected
from 15 boars once a week, incubated at 30 °C for 15 minutes, and afterwards, the samples were
diluted in the diluent Beltsville Thawing Solution — BTS (Control) or ACP-103®, and subjected to a
slow cooling curve, where the force and the motility were analyzed in each step. The thawed semen
was ressuspended in its respective solvents and analyzed in the characteristics of vigor, motility,
vitality, acrosome integrity and functionality of the membrane. During the analysis of vigor and
motility that make up the cooling curve, and thawing, for analysis of vitality and intact acrosomal
membrane, it was observed that there was no significant difference between treatments. Besides, after
thawing, the BTS showed better results of sperm vigor, sperm motility and membrane functionality.
However, the cooling curve and coconut water powder can be used in the protocol for
cryopreservation of boar semen, as both ensured quality of sperm viability that may be used in
artificial insemination.

Keywords: Swine semen; alternative extender; freezing; sperm viability.
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Introducao

A criopreservacao do sémen suino proporciona a conservagao de ejaculados de animais de alto valor
genético por tempo indeterminado, maximizando assim o poder reprodutivo do macho e permitindo
0 uso mesmo apds a morte do animal). Ela também permite a redugdo de custos com manutengio de
reprodutores, ja que pode ser adquirido sémen congelado com qualidade comprovada®®.

Estudos realizados nas ultimas trés décadas sobre criopreservacdo de sémen resultaram em avangos
no tocante ao uso de diferentes crioprotetores, embalagens, diluentes e curvas de congela¢io!*->. No
entanto, o emprego de sémen congelado na espécie suina ainda apresenta indices reprodutivos
insatisfatorios e esta associado a reducio da taxa de parto e do niimero de leitdes por leitegada®®.

A diminuicdo da viabilidade espermatica apos a descongelacdo ¢ uma caracteristica bastante comum
na espécie suina devido ao estresse térmico e osmotico impostos aos espermatozoides, especialmente
a sua membrana plasmatica. Se a congelacdo ¢ lenta, ha danos por excessiva desidratacdo da célula;
no caso de ser muito rapida, os espermatozoides ndo perdem agua suficiente, provocando a formagao
de cristais de gelo no citoplasma, o que provoca danos irreversiveis, tais como a ruptura da membrana
plasmatica. A taxa de congelagdo deve ser, entdo, suficientemente lenta para permitir a saida de agua
de dentro da célula por osmose, prevenindo o gelo intracelular, e suficientemente rapida para
minimizar os danos pela exposi¢do prolongada a altas concentragdes de solutos(”.

Para que o sémen possa ser conservado, ele deve ser devidamente diluido, visando maior durabilidade
e transporte. O diluente protege a membrana espermatica contra o choque térmico e injurias
mecAnicas causadas pelo transporte, além de fornecer nutrientes e estabilizar o pH do meio®.

Na atualidade os diluentes oferecem uma boa prote¢do a integridade espermatica em protocolos de
refrigeragdo. Entretanto, a baixa fertilidade do sémen congelado pode estar relacionada a composi¢ao
dos diluentes, que, por ndo ter substancias capazes de proteger suficientemente a célula durante
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grandes reducdes de temperatura, pode permitir modificagdes nas caracteristicas dos componentes de
membrana que cobrem o espermatozoide, resultando na sua desestabilizagdo, provocada por um
problema de permeabilidade da mesma®. Que caracteristicas a 4gua de coco em pd apresenta para
ser considerado um diluente seminal?

Desta forma, objetivou-se desenvolver uma nova curva de resfriamento de temperatura e testar a agua
de coco em p6 (ACP-103%) como diluente alternativo em protocolos de congelagio e descongelagio
do sémen suino.

Material e Métodos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Ceara, em 25 de
janeiro de 2012, processo n°® 11518234-9/72. Os animais utilizados para o estudo foram provenientes
do Laboratério de Reprodugdo Suina e Tecnologia do Sémen, da Faculdade de Veterindria, na
Universidade Estadual do Cearéd e da Granja Xerez Avicula LTDA, no Municipio de Maranguape,
Ceara. Foram utilizados animais com idades entre 12 ¢ 24 meses, em sistema rotineiro de trabalho.

Um total de 15 reprodutores foi submetido a coleta de sémen, sendo cada animal coletado uma vez
por semana durante 4 semanas, perfazendo um total de 60 ejaculados. A coleta do sémen (ejaculado
total) foi realizada pela técnica da mao enluvada em recipiente com capacidade para 500 mL, coberto
por um filtro (gaze) e protegido por envoltorio térmico. Apds a coleta, o sémen foi levado ao
laboratodrio para o seu processamento, com a fracao gelatinosa, retida pela gaze, sendo desprezada e
o ejaculado avaliado.

A avaliagdo do sémen in natura foi feita através das seguintes caracteristicas: o volume (mL), medido
em balanga digital; a concentragdo (x10%sptz/mL), avaliada em espectrofotometro, e o total de
espermatozoides (x10%sptz). O vigor espermatico (0 a 5)'” e motilidade espermatica (0 a 100%)
foram avaliados por meio da microscopia Optica, com uma amostra de sémen (15uL) colocada entre
lamina e laminula e levada ao microscopio em um aumento de 200 vezes. Estes exames serviram para
a avaliagdo e controle de cada ejaculado durante o periodo experimental, sendo utilizado apenas
aqueles com valores minimos de vigor >3,5 e de motilidade >85%. Para ser utilizado nos protocolos
experimentais, foi retirando-se um total de 2,5 x10°sptz/ejaculado.

Visando os tratamentos experimentais do presente trabalho, foram utilizados dois diluentes de s€émen,
o Beltsville Thawing Solution (BTS) e o diluente Agua de Coco em P6 (ACP-103%), sendo este
segundo o tratamento a ser testado como diluente alternativo para a criopreservagao de ejaculados de
suinos. Todos os ejaculados produzidos foram utilizados nos dois tratamentos acima descritos.

Para se proceder a congelacdo do sémen apds as primeiras avaliagdes in natura, o sémen foi dividido
igualmente entre dois tubos de 50 mL, em que cada tubo correspondia a um tratamento, e em seguida
submetido a uma curva de resfriamento descrita abaixo. Inicialmente, o s€émen foi incubado por 15
minutos a 30 °C e diluido (dilui¢do 1 -3vol:1vol) em BTS ou ACP-103® (24g de 4gua de coco em po
em 100 mL de dgua destilada, adicionado 80mg do antibiotico gentamicina). Ap6s a dilui¢do, o sémen
foi mantido a esta temperatura por mais 45 minutos.

O sémen diluido foi resfriado a 25 °C durante 30 minutos. Em seguida os tubos foram transferidos
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para o escuro por 2 horas a 17 °C. Posteriormente, sendo centrifugadas a 800G/15 min. a 5 °C.

Apos centrifugacao, o s€émen foi transferido para geladeira a 5 °C, sendo desprezado o sobrenadante,
e o pellet foi ressuspenso no diluente de resfriamento (diluigdo 2 - 20 % de gema de ovo e 34,23g de
glicose), a uma concentragdo inicial de 6 x10° células/mL. Apos a ressuspensio, o sémen continuou
a 5 °C por mais 60 minutos (resfriamento lento). Ao final desse tempo, foi adicionado o diluente de
congelagdo (dilui¢do 3 - volume a volume), com a mesma composi¢ao do diluente de resfriamento
acrescido do glicerol a 6% (2mL:2mL), com uma concentracio final de 100 x10° células/mL.

O sémen foi envasado em palhetas de plastico de 0,5 mL e selado com alcool polivinilico em po
(PVC). Apos o envase, as palhetas foram colocadas em uma rampa de congelagao (-60 a -70 °C)
a 5 cm acima do nitrogénio liquido por 30 minutos, e em seguida submersas em nitrogénio liquido
(-196 °C), permanecendo congeladas por no minimo 7 dias para posterior descongelagdo e analises.

Para a descongelagdao do sémen, a palheta foi colocada em banho maria a uma temperatura de 39 °C
durante 50 segundos. Apds a descongelagdo, o contetido de cada palheta foi ressuspenso em cada
diluente testado (BTS e ACP-103®), que estavam 4 mesma temperatura. Para os testes in vitro, a
diluicao do sémen nos diluentes de ressuspensao foi feita respeitando a concentragdo de uma dose
inseminante. Sendo assim, foi utilizado 0,5 mL do sémen diluido em 2mL do diluente de
ressuspensdo. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio e mantidas em banho maria a 39 °C
durante todo o periodo das analises do sémen.

Foram utilizadas as caracteristicas vigor espermatico (0 a 5)'% e motilidade espermética (0 a 100%),
sendo para essa finalidade avaliados trés diferentes campos no microscopio e repetindo-se as analises
em seis diferentes momentos durante a curva de resfriamento: Analise 1 (Al) = feita logo apds a
diluicao (diluigdo 3:1) do ejaculado, a 30 °C; Analise 2 (A2) = feita apds os 45 minutos da diluigdo,
também a 30 °C; Analise 3 (A3) = feita apds os 30 minutos do sémen a 25 °C; Analise 4 (A4) = feita
apos as 2 horas na fase escura do sémen a 17 °C; Andlise 5 (AS) = feita apds centrifugacao e diluente
de resfriamento (diluicao 2) ser adicionado a 5 °C; Andlise 6 (A6) = feita apos 1 hora do sémen a 5
°C, antes do diluente de congelagdo (diluicdo 3) ser adicionado (Figura 1).

Das anélises 1 a 4, foi retirada uma aliquota (15 pL) do sémen e diluido (3:1) em seus respectivos
diluentes e, para as andlises 5 e 6, foi retirada uma aliquota (15 pL) do sémen diluido nos diluentes
de resfriamento e congelagdo. As aliquotas foram aquecidas durante 2 minutos a 30 °C, e colocado
entre lamina e laminula para em seguida ser analisada a luz da microscopia 6ptica em aumento de
200x. Uma ultima anélise de vigor e motilidade foi feita apos descongelagdo, com o sémen envasado
e submerso a 39 °C por 50 segundos; logo apo6s, foram diluidos/ressuspensos com 2mL de BTS para
o tratamento 1, e 2mL de ACP para o tratamento 2. Logo apos a ressuspensdo, foi retirada uma
aliquota (15 pL) do s€men, colocada entre lamina e laminula, e & luz da microscopia optica analisado
em aumento de 200x.

As avaliagdes morfologica e da porcentagem de célula vivas foram realizadas somente apds a
descongelagdo e ressuspensdo do sé€men, avaliando-se a integridade acrossomal e vitalidade
espermatica, respectivamente, ambas com resultados expressos em porcentagem. Para este exame,
foi utilizada uma aliquota de sémen descongelado (15 pL) e uma do corante (15 pL), homogeneizadas
e procedendo-se em seguida esfregaco, no qual foi analisado um total de 200 células através da
microscopia Optica com lente de imersdo a um aumento de 1000x. A solucdo corante utilizada foi o
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azul de bromo-fenol (0,1g de azul de bromo-fenol, 0,4g de citrato de sdédio e 100 mL de 4gua
destilada, 300 a 310 mOsm). Segundo a morfologia do acrossoma e vitalidade, os espermatozoides
foram entdo classificados em quatro categorias: 01. Vivos com acrossoma integro; 02. Vivos com
acrossoma danificado; 03. Mortos com acrossoma integro; 04. Mortos com acrossoma danificado.
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Figura 1. Curva de resfriamento com suas respectivas anilises de vigor e motilidade na
congelacio e descongelagiio do sémen suino.

O teste de termorresisténcia permite fazer a avaliagdo da funcionalidade da membrana do
espermatozoide e foi realizado também somente apos a descongelagdo. Para tanto, foi colocado em
um tubo de ensaio 0,5 mL de sémen ressuspenso acrescido com 7,5 mL de 4gua destilada mantido
por 15 minutos a 39 °C (solug@o A). Posteriormente, foi retirado 1 mL da solugdo A e colocado em
outro tubo de ensaio contendo 0,5 mL de Formol salina a 1% (solugao B). Em seguida, foi retirada
15 pL da solugio B e colocada entre lamina e laminula. Foram avaliados 200
espermatozoides/esfregagco e as células foram avaliadas de acordo com a propor¢ao de
espermatozoides com cauda enrolada (reagentes) ou cauda reta (ndo reagentes), utilizando-se do
contraste de fase com aumento de 1000 vezes.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso. A analise estatistica foi processada
pela avaliagdo das médias e desvios padrdes, aos quais foram aplicados os testes de Mann-Witney e
o teste t Student. Para comparagdo de multiplas médias, foi utilizado o teste ANOVA com pos-teste
de TUKEY. Quando constatados dados com variancia diferentes pelo teste de Bartlett, foi utilizado
o teste de Kruskal Wallys com pos-teste de Dunns. Todos os testes foram realizados com um indice
de significancia de 5% (P<0,05).
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Resultados e Discussao

O sémen in natura dos 75 ejaculados obtidos no experimento apresentou aspecto normal e
coloragdo branco leitosa; volume médio de 249,4 mL e concentra¢io média de 319,1 x10%sptz/mL,
com tais caracteristicas encontrando-se dentro de padrdes normais para a espécie suina'. A
avaliacdo microscopica do mesmo apresentou um valor médio para o vigor espermatico de 4,2+0,3
e para a motilidade espermatica de 89,4+4,9. Estes valores considerados normais''?) se mantiveram
acima dos parametros minimos estipulados para serem utilizados no experimento (vigor >3,5 e
motilidade >85%).

Visando a avaliacdo do efeito da curva de resfriamento, foram analisados o vigor e a motilidade
espermatica, em momentos pré-determinados. Ambas as caracteristicas apresentaram uma queda de
valores (Tabelas 1 e 2), devido ao proprio declinio da temperatura e consequente reducdo do
metabolismo espermatico, acompanhada da redugdo da atividade mecanica da célula, pois, durante
periodos de incubagdo, gradativamente os espermatozoides consomem os nutrientes disponiveis no
diluente, além de excretar produtos toxicos como os radicais livres, resultantes de seu proprio
metabolismo! V.

A produgdo de radicais livres durante a incubacdo também contribui para o decréscimo da
sobrevivéncia espermatica, uma vez que em ambiente aerobio ou parcialmente anaerobio a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) é inevitavel!”). No entanto, mesmo sob essas circunstancias
que ocorrem durante o periodo de resfriamento e que podem afetar a motilidade espermatica, a curva
de resfriamento utilizada no presente estudo apresentou resultados satisfatorios e similares a de
Westendorf!!¥) avaliada em estudos anteriores™®!¥.

Comparando-se os resultados entre os diferentes tratamentos (BTS e ACP) durante a curva de
resfriamento (A1l a A6), o vigor espermatico nos dois diluentes apresentou-se de forma semelhante,
nao havendo diferencas significativas entre eles (P>0,05) em cada anélise realizada durante todo o
periodo de abaixamento da temperatura antes da congelacao (Tabela 1). O mesmo resultado foi visto
em estudos recentes, nos quais estes diluentes também ndo apresentaram diferencas significativas
para as caracteristicas vigor € motilidade espermatica, durante a conservagao do sémen do varrao nas
temperaturas de 17 e 10 °C". Desta forma, pode-se constatar que o ACP utilizado como diluente
alternativo pode substituir o diluente comercial BTS, que ¢ amplamente utilizado em protocolos de
inseminagao artificial para a espécie suina, servindo como opgao simples, barata e de facil obtencao
sem comprometer a qualidade espermatica e os resultados de fertilidade.

Tabela 1. Valores do vigor espermatico durante a curva de resfriamento (36 a 5 °C), do sémen
suino, conservado nos diluentes Beltsville Thawing Solution (BTS) e o diluente Agua de Coco
em P6 (ACP-103%), visando a sua criopreservagio

Vigor Al A2 A3 A4 AS A6
BTS 3,240,7 3,020,7 2,.8+0,7 2,4+0,6 3,1+0,5 2,740.7
ACP 3,3+0,7 3,0+0,6 2,9+0,6 2,5+0,5 3,04£0,5 2,7+0.7
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Avaliando os resultados do comportamento de cada diluente no decorrer das andlises que compde a
curva de resfriamento (Figura 1), evidenciou-se uma queda continua dos valores até¢ A4, em ambos
os tratamentos. Este tipo de tendéncia ja era esperado devido a diminuicao da temperatura. Dentro de
cada tratamento, houve diferencas dos resultados do vigor espermatico durante a descida da
temperatura, tendo apresentado o valor mais baixo na analise A4, independentemente do diluente
utilizado.

Os resultados obtidos no momento da quarta analise (A4) apresentaram o menor valor médio tanto
no BTS (2,4+0,6) como no ACP (2,5+0,5), com diferengas significativas (P<0,05) quando
comparados com as demais analises de cada tratamento. Este resultado pode estar relacionado com o
fato de que, neste momento, o sémen passou por um longo periodo de equilibrio a uma temperatura
baixa (2 horas a 17 °C), proporcionando uma maior reducao do metabolismo celular. Estes resultados
estdo de acordo com as observacdes de Watson'!®), que afirma que o resfriamento do sémen que ocorre
durante o tempo de equilibrio contribui para a reducao do metabolismo espermatico.

Na sequéncia do protocolo (AS5), ocorreu um aumento nas médias do vigor em ambos os tratamentos,
significativamente diferentes (P<0,05) dos valores comparados em A4. Tal acontecimento pode estar
relacionado com a centrifugacdo do sémen, que atua como uma capacitag¢do celular induzida através
da retirada do plasma seminal e, consequentemente, um aumento no vigor espermatico.
Provavelmente, a inclusdao do diluente de resfriamento também contribuiu para esse bom resultado,
protegendo o espermatozoide contra o estresse provocado pelo frio, em uma temperatura
conhecidamente lesiva (5 °C) para a célula espermatica suina, uma vez que a LDL, uma lipoproteina
de baixa densidade presente na gema de ovo, pode agregar-se 8 membrana plasmatica durante o
processo, evitando a perda de fosfolipidios da membrana e diminuindo as lesdes provocadas pela
acdo do frio e da crioinjuria‘'”.

Por fim, na andlise realizada antes da congelacdo (A6), ambos os diluentes apresentaram um pequeno
declinio no vigor espermatico, mas sem diferenca significativa (P<0,05) com a AS, mostrando que os
espermatozoides foram congelados com um vigor espermatico de boa qualidade. Por isso, um dos
grandes desafios para a criobiologia ¢ desenvolver um meio quimicamente definido'®, bem como
um método eficiente de criopreservacio de células!®, que permitam uma boa manutengdo da
qualidade espermatica.

Como pode ser visto na Tabela 2, a motilidade espermatica foi também analisada em seis diferentes
momentos durante o abaixamento de temperatura do sémen e, da mesma, forma ela ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os resultados das seis analises (Al a A6) em
ambos os diluentes.

Da mesma forma, para a caracteristica motilidade espermatica evidenciou-se uma queda continua dos
valores at¢ A4, em ambos os tratamentos (Figura 2), também sendo esperada esta tendéncia devido
ao abaixamento da temperatura de conservagdo do sémen. Dentro de cada tratamento também houve
diferencas dos resultados da motilidade espermatica, com o resultado mais baixo acontecendo em A4,
independentemente do diluente utilizado.
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Tabela 2. Valores da motilidade espermatica (%) durante a curva de resfriamento (36 a 5 °C),
do sémen suino, conservado nos diluentes Beltsville Thawing Solution (BTS) e o diluente Agua
de Coco em P6 (ACP-103%), visando a sua congelacdo

Al A2 A3 A4 AS A6

BTS 75,5x16,6 68,9187 65,4+19 544=19.3  64.0=14.8 57,6194

ACP 75,0:£17,7 71,8x15,7 68,7174  56,5x16,7 62,5127 55,8+16,5
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Momentos de Analises; Al=dil.1,30°C; A2=1h, 30°C; A3 =25°C; Ad4=2h, 17 °C;
A5 = centrifugacdo, dil.2 /5 °C; A6 =dil.3 /5 °C).

Figura 2. Anilise da variacido do vigor espermatico (0 a 5), durante a curva de resfriamento do
sémen suino, por diluente utilizado (BTS e ACP-103%).

Quanto ao efeito da curva, para a caracteristica motilidade, os dois diluentes (Figura 3) apresentaram
comportamento distintos entre si. No ACP, a varia¢do dos resultados das analises na curva foi menor,
enquanto que no BTS houve uma diferenca significativa em quase todos os momentos de analises
quando comparados entre si. Conforme pode ser observado, também para esta caracteristica, nos
resultados dos quatros primeiros pontos analisados (Al a A4) houve uma redu¢do na motilidade
espermatica em ambos os tratamentos, pois esta queda natural pode ser explicada pelo abaixamento
da temperatura, bem como pelas altera¢des de pH e osmolaridade do meio, ja que com o decorrer do
tempo h4 o consumo do substrato energético e a produgdo de metabolitos??.

Para a motilidade espermatica, os resultados obtidos em A4 também apresentaram o menor valor
médio tanto no BTS (54,4+19,3) como no ACP (56,5+16,7), entretanto, sem diferencas significativas
(P>0,05) quando comparados com as andlises em A5 e A6. Para esta caracteristica, a variagao dos
valores médios durante o abaixamento da temperatura foi menor do que para o vigor espermatico,
reforgando o fato de que se faz necessario o desenvolvimento de um método eficiente de
criopreservacdo de células''®, que permita uma boa manuten¢io da qualidade espermatica.
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Figura 3. Anilise da variacdo da motilidade espermitica (%s), durante a curva de resfriamento
do sémen suino, por diluente utilizado (BTS e ACP-103%),

J& na avaliacdo seguinte (A5), houve um aumento da média da motilidade esperméatica em ambos os
tratamentos. Este resultado pode estar relacionado com o fato que, para ser realizada esta analise, o
sémen sofreu uma centrifugacdo em que o plasma seminal foi retirado, bem como foi adicionado ao
meio o diluente de resfriamento, com gema de ovo em sua constitui¢do. Estudos relatam que a
presenga do plasma seminal proporciona uma maior sensibilidade do espermatozoide suino ao choque
térmico®V, pois ele contém fatores que modificam a célula espermatica antes da congelagdo®?. Desta
forma, sdo validas, para a motilidade espermatica, as mesmas observacdes feitas acima para o vigor
espermatico, que poderiam em trabalhos futuros proporcionar uma melhoria das condigdes de
conservacdo do ejaculado suino, visando sua criopreservagao.

Por fim, pode-se observar que as cé€lulas espermaticas foram congeladas apresentando um vigor e
uma motilidade espermatica de boa qualidade, mesmo apds o sémen ser submetido ao estresse da
redu¢do de temperatura. Tais resultados obtidos podem estar relacionados com a curva de
resfriamento utilizada, pois o0 momento de redug¢do de temperatura deve ser suficientemente lento
para minimizar a formacdo de cristais de gelo intracelular e o suficientemente rapido para tornar
minimo o dano do "efeito solugio"!?.

Sendo assim, uma boa taxa de refrigeracdo deve permitir que a célula espermatica perca agua, mas
nao de forma excessiva, possibilitando que pequenos cristais possam ser formados, mas que estes nao
sejam prejudiciais a ponto de causar a morte da célula®?.

Com relagdo ao efeito do diluente apos a descongelacao e ressuspensdo do s€émen (Tabela 3), o BTS
apresentou melhores resultados (P<0,05) para as caracteristicas vigor (1,8+0,9) e motilidade
espermatica (31,4+22,4), quando comparado com os obtidos com o diluente ACP (1,5+0,9 e
21,3+18,3, respectivamente), confirmando a boa condicdo que este meio quimico oferece aos
espermatozoides.

Da mesma forma, em relagdo aos resultados pos-descongelagdo, em estudos recentes com ejaculados
de varrdes, utilizando-se o ACP como diluente de conservagao durante 5 dias a 17 °C, evidenciou-se
uma reducdo da qualidade espermatica (vigor e motilidade) em diferentes ejaculados®®, apresentando
resultados inferiores quando comparado aos do presente estudo, fato este que vem corroborar com a
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afirmativa de Pyles"” no tocante a necessidade do desenvolvimento de um método eficiente de
criopreservacao que permita uma boa manuten¢ao da qualidade espermatica, sendo que ela esta ligada
ndo s6 as possiveis modificagdes nos procedimentos técnicos, bem como a composicao e qualidade
do diluente utilizado no processo.

Tabela 3. Valores do vigor e da motilidade espermatica do sémen suino analisados apos a
descongelacio e ressuspensdo nos diluentes nos diluentes BTS e ACP-103%

Analises da descongelacio BTS ACP-103*
Vigor espermatico 1,8+0,94 1,5+0,98
Motilidade espermatica 31,4422 44 21,3£18,38

AB.C lotras diferentes na mesma linha diferencas significativas (P<0,05).

Quando comparado o presente estudo com trabalhos que utilizaram a agua de coco em po na
criopreservacao de sémen de outras espécies, os resultados de motilidade espermatica obtidos apos a
descongelagdo na espécie suina (21,3%) foram inferiores quando comparados com os resultados em
ovinos (40,3%)?> e em caninos (58,4%)"'9). Tais resultados podem ser justificados pelo fato de que
a célula espermatica do suino, dentre as diferentes espécies de mamiferos domésticos, ¢ a mais
sensivel as flutuagdes de temperatura’'"), necessitando também de estudos complementares de sua
composi¢ao, particularmente da membrana plasmatica, além das possiveis e necessarias adequagoes
a técnica de congelagdo do sémen.

Apesar do sémen ter sido congelado com uma boa qualidade em ambos diluentes (2,7/57,6 no BTS e
2,7/55,8 no ACP, para vigor e motilidade, respectivamente), apds a descongelagdo e ressuspensao
estes resultados reduziram bastante, pois o declinio no percentual de células moéveis durante
criopreservacao pode ser devido a sua inabilidade em gerar adenosina de trifosfato (ATP) suficiente
pelas mitocondrias, em consequéncia dos danos sofridos por estas organelas®®; ou devido ao efeito
nocivo das enzimas aminodcido-aromatico-oxidase ligadas a membrana plasmatica e liberadas pelos
espermatozoides mortos®?).

Por isso, € necessaria a definicdo de uma curva de resfriamento lenta, de crioprotetores e de
diluentes®, tais como foram utilizados no presente estudo, com o intuito de evitar lesdes celulares,
pois, apesar da baixa produtividade do sémen congelado, as perspectivas para o uso desta técnica
parecem promissoras, devido aos avangos de novas tecnologias e o aprimoramento de equipamentos
de congelagdo do sémen®®,

O sémen suino ¢ o mais sensivel as flutuacdes de temperatura, sendo valores abaixo de 15 °C
causadores de choque térmico, com perda irreversivel da motilidade e lesdes nas estruturas
celulares! V.

Quanto as caracteristicas total de espermatozoides vivos, total de acrossoma intacto e total de células
vivas com acrossoma intacto, o BTS e o ACP apresentaram resultados semelhantes, ndo havendo
diferenga significativa (P>0,05) entre os diluentes (Tabela 4). Considerando-se que a congelagdo de
sémen nos quais variam o crioprotetor, a velocidade no abaixamento de temperatura, os tipos de
embalagens para conservagio e os métodos de descongelagio®”, estudos adicionais ainda sdo
necessarios para se consolidar uma técnica com resultados satisfatorios apds descongelacao.
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Tabela 4. Valores do total de espermatozoides vivos (%), total de acrossoma intacto e
espermatozoides vivos com acrossoma intacto do sémen suino analisados apos a descongelacéo
e ressuspensdo, nos diluentes BTS e ACP-103%

BTS ACP-103*

Total espermatozoides vivos 4]1,1+19.9 40,5=16.3

Total de Acrossoma intacto 84.8£20.6 86.,3£16.3
Sptz vives com acrossoma intacto 37,1£15 36,9£13

No entanto, como verificado na Tabela 4, o percentual de células vivas com acrossomo intacto
apresentaram valores um pouco baixos apos a descongelacdo, em ambos os diluentes. Apesar desses
valores, os resultados ainda parecem satisfatério, uma vez que segundo Salamon e Maxwell®?),
apenas 20-30% dos espermatozoides permanecem biologicamente integros apds o processo de
congelagdo e descongelacao.

A criopreservagdo de sémen ¢ uma biotécnica que proporciona um elevado numero de
espermatozoides com acrossomas capacitados®!, fato que pode ocorrer devido as variagdes de
temperatura®?, ou ao aumento da concentragio de Ca*" intracelular, gerado durante o processo de
armazenamento do sémen®®. Embora a capacitagio seja um processo fisiologico, ela pode ocorrer
precocemente em  espermatozoides que  foram  submetidos ao  processo  de
congelagio/descongelagio®®, podendo diminuir a capacidade de fertilizagdo dos gametas®?.

O uso de sémen congelado na espécie suina ainda ¢ limitado, pois apresenta alteracdes moleculares
na membrana acrossomal, instabilidade da membrana apos o descongelagio®® e uma
desestabilizagdo na estrutura da cromatina espermatica®®”.

Conforme pode ser visto na Tabela 5, quanto a avaliagdo da funcionalidade da membrana do
espermatozoide, os diluentes testados apresentaram diferenca significativa (P>0,05) em que o BTS
(28,4%) apresentou maior percentual de células com membranas funcionais do que o ACP (24,2%).
Desta forma, a protecao conferida pelo diluente utilizado € importante, uma vez que o espermatozoide
do varrdo ¢ muito sensivel ao estresse osmotico, devido as mudangas de volume durante a congelacao,
assim sendo, a curva de resfriamento ¢é essencial para preservar a integridade dessas células!'®.

Tabela 5. Total de espermatozoides reativos ao teste de resisténcia osmotica (%) do sémen
suino analisado apos descongelagdo e ressuspensio, nos diluentes BTS e ACP-103%

BTS ACP-103%

Células reativas (%) 28,448 84 24 247 6B

4B,C letras diferentes na mesma linha diferencas significativas (P<0,05).

O fato de mais de 70% das células espermaticas ndo apresentarem membranas funcionais, deve-se a
acdo lesiva da criopreservacdo, que induz danos fisicos as células®®, pois este processo promove
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grande estresse celular e impde aos espermatozoides condi¢des extremamente desfavoraveis a
manuten¢io de sua viabilidade®?. Durante a criopreservagdo, a membrana plasmaética sofre
modificacdes para se adequar as mudancas de temperatura, as quais acontecem durante o
procedimento de congelacdo/descongelacdo e assemelham-se as alteragdes fisioldgicas da
capacitagio?,

Sendo assim, integridade da membrana plasmatica parece ser o parametro espermatico mais afetado
pela criopreservagdo®!#?. Isso porque as mudangas de temperatura submetem as membranas
estresses oriundos da fase de transicdo de sua estrutura do estado liquido cristalino para o de gel®,
alterando sua fungdo!”. Como consequéncia disto, ocorrem danos as membranas acrossomais e
mitocondriais*?, assim como reagio acrossomal prematura®®. Tal fato leva os espermatozoides com
membranas plasmaticas danificadas a serem considerados incapazes de realizar o processo de
fertilizacio®, uma vez que apenas espermatozoides com membranas intactas podem sofrer
capacitagio e reacdo acrossomal®.

No sémen criopreservado, o numero de danos observados nas células espermaticas ¢
significativamente maior em relacdo ao s€émen in natura, e este fato ndo depende das técnicas
utilizadas para a criopreservacio™’”), tampouco da espécie trabalhada. Estes lesdes observadas nos
espermatozoides decorrem da interacdo entre as mudangas biofisicas, bioquimicas e ambientais
ocorridas durante o processo de congelacio™®, submetendo as células criopreservadas a estresses
resultantes das mudangas de volume e consequentes alteragdes nas concentragoes de ions e eletrolitos
nas solugdes intra e extracelulares®?.

Apesar da descongelagdo estar ligada ao restabelecimento das caracteristicas celulares, esta pode
ocasionar peroxidacdo lipidica e danos @ membrana, decorrentes do rapido aumento da utilizagao de
oxigénio pelo espermatozoide, assim como a ruptura da membrana em razio do excessivo fluxo
de 4gua para o interior da célula®®. Deste modo, ¢ esperado que a avaliagio da funcionalidade da
membrana apresente resultados insatisfatorios, caso a descongelagdao nao tenha sido feita de forma
satisfatoria. Alguns pesquisadores®” afirmam que o dano mitocondrial durante criopreservagio pode
ser a maior razao para reducao da qualidade do sémen pos-descongelagao.

Quanto a curva de resfriamento, esta se adequou ao processo de congelagdo lenta, mantendo a
viabilidade espermatica até a congelagdo do sémen. No entanto, a taxa 6tima de resfriamento,
congelacdo e descongelagio pode diferir de acordo com a composigdo do diluente utilizado®". Desta
forma, sdo necessarios maiores estudos utilizando o diluente ACP-103 na criopreservacao do s€émen
suino para a obtencao de melhores resultados.

Pode ser visto no presente estudo que, embora o BTS tenha apresentado melhores resultados que o
ACP para diferentes caracteristicas estudadas, o ACP ainda assim apresentou resultados aceitaveis
para seu uso em programas de inseminacdo artificial para a espécie suina. Vérios estudos de
conservagao espermatica tém sido realizados utilizando o ACP como diluente. Sua relacdo
custo/beneficio € favoravel aos programas de 1A, podendo ser utilizada sob diferentes apresentacdes
e se apresentar como um diluente eficiente para o sémen de diferentes espécies*®.

Cienc. anim. bras., Goiania, v.19, 1-16, e-38250, 2018



13 GUIMARAES, D.B. et al.

Conclusao

O diluente ACP nao deve ser utilizado em protocolos de congelagdo/criopreservacao do sémen suino.
A curva de resfriamento utilizada deve ser melhor trabalhada de forma a possibilitar ao final, antes
da congelagdo, a recuperagdo de uma maior porcentagens de espermatozoides moveis, permitindo,
desta forma, uma melhor viabilidade celular visando a congelagdo. Assim, a modificacdo do
protocolo de criopreservagao utilizado, bem como a modificagdo da composi¢do dos atuais diluentes
de sémen, sdo necessarios, com o intuito de minimizar os danos celulares causados pela
criopreservagao.
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