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RESUMO - Objetivou-se verificar o efeito de trés protocolos de criopreservagdo sobre a viabilidade espermatica pos-
descongelamento de suinos da raga Piau (Sus scrofa), por meio de testes de avaliagdo in vitro e in vivo. Foram coletados 22
ejaculados de 5 machos adultos da raga Piau por meio do método da mao enluvada. Para verificar a viabilidade espermatica
do sémen in natura e pos-descongelamento, foram avaliados a motilidade e o vigor espermatico, o teste hiposmotico, a
coloragdo supra-vital e a porcentagem de acrossomas normais. Para o congelamento, os ejaculados foram fracionados e
submetidos em: protocolo 1, método de congelamento preconizado por Fiirst et al. (2005), modificado quanto aos meios
diluentes; protocolo 2, método preconizado por Fiirst et al. (2005), modificado quanto a curva de resfriamento; e protocolo 3,
método preconizado por Ohata et al. (2001). Para testar a fertilidade in vivo do sémen congelado/descongelado, foram realizadas
23 inseminagdes intrauterinas (pos-cervicais) em 14 fémeas da raga Piau com o sémen proveniente do protocolo 3. Os valores
médios obtidos com o uso dos protocolos 1 e 2 pos-descongelamento foram inferiores aos obtidos com o protocolo 3. Quatro
porcas adultas ficaram gestantes (28,6% de taxa de fertilidade). O protocolo de congelamento preconizado por Ohata et al.
(2001), com periodo de equilibrio de 90 minutos a 22-26 °C, permite obter melhores resultados de viabilidade espermatica
in vitro em comparagdo aos outros dois protocolos. A auséncia de periodo de equilibrio do protocolo 1 e a curva de resfriamento
utilizada no protocolo 2 afetam negativamente os parametros de viabilidade espermatica avaliados no presente estudo. Apesar
dos resultados satisfatorios in vitro para o congelamento de sémen com a utilizagdo do protocolo 3, o0 mesmo apresenta baixa
taxa de fertilidade (28,6%).
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Semen cryopreservation of Piau swine breed submited to three freezing
protocols

ABSTRACT - The objective of this study was to verify the effect of three protocols of cryopreservation on the sperm
viability post-thawing of swine from the Piau breed (Sus scrofa), by means of evaluation assays in vitro and in vivo. Twenty-
two ejaculates of 5 adult males of the Piau breed trough the gloved-hand method. In order to verify the sperm viability of the
raw semen and post-thawing, the following traits were evaluated: sperm motility and vigor, hypoosmotic test, supra-vital color
test and percentage of normal acrosomes. To freezing, the ejaculates were fractioned and submitted in: method 1, method of
freezing recommended by Fiirst et al. (2005), modified according to media extender; method 2, recommended by Fiirst et al.
(2005), modified according to the cooling curve; and method 3, recommended by Ohata et al. (2001). To test the in vivo fertility
of the frozen/thawed semen, 23 intra-uterine (post-cervical) inseminations were performed in 14 females of the Piau breed,
with semen from method 3. The mean values obtained with the use of methods 1 and 2 and post-thawing were inferior to those
obtained with method 3. Four adult sows got pregnant (28.6% fertility rate). The freezing method recommended by Ohata
et al. (2001), with balance period of 90 minutes at 22-26 °C, enables higher results of in vitro sperm viability in comparison
with the two other methods. The absence of balance period of method 1 and the cooling curve utilized in protocol 2 affect
negatively the parameters of sperm viability evaluated in the present study. In spite of the satisfactory results in vitro for

the freezing of semen with the utilization of method 3, it presents low fertility rate (28.6%).
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Introducao

As pesquisas sobre criopreservacdo de sémen
desenvolvidas nos ultimos 30 anos resultaram em avangos
originados de estudos sobre a avaliagdo de diferentes
crioprotetores, embalagens de congelamento, diluentes e
curvas de congelamento e descongelamento (Antunes, 2007).
No entanto, o emprego de sémen congelado ainda apresenta
indices reprodutivos insatisfatorios e estd associado a
reducdo de menos 10a20% nataxade partoede 1 a2 leitdes
por leitegada (Johnson, 1998) em relagdo aos obtidos com
ouso de sémen resfriado (Almlid & Hofmo, 1996; Mileham
etal., 1997; Woelders, 1997).

Estima-se que sejam realizadas em torno de 19 milhdes
de inseminagdes artificiais no mundo, sendo que destas
menos de 1% envolve o uso de sémen congelado (Johnson
et al., 2000). Apesar de os dados atuais de produtividade
com sémen congelado serem desanimadores em rebanhos
comerciais, pesquisadores apontam para um futuro promissor
com os avancos das novas tecnologias e equipamentos de
congelamento de sémen (Wolders & Ten Napel, 2005).

A preservagdo e o aumento genético de ragas de suinos
em extin¢do (Pereira, 2004), entre as quais as ragas suinas
nativas brasileira, a raga Piau (Sus scrofa) é considerada a
melhor e mais importante raga naturalizada nacional
(Cavalcanti, 1984), sendo a unica raga nativa que ainda
existe no Pais.

Devido a baixa fertilidade, grande variabilidade na
resposta dos machos suinos ao congelamento e aos altos
custos por dose produzida, a inseminagdo artificial com
sémen congelado tende a se restringir a exportacao de
sémen entre paises e a formagao de bancos de sémen de
ragas ou linhagens de alto valor genético, ou que se
encontram em via de extingdo ou em risco sanitario. Desta
forma, objetivou-se verificar o efeito de trés protocolos de
criopreservacao de sémen sobre a viabilidade espermatica
pos-descongelamento de suinos da raga Piau (Sus scrofa),
por meio de testes de avaliagdo in vitro e in vivo.

Material e Métodos

O experimento foirealizado na Granja de Melhoramento
Genético de Suinos do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosano periodo de margo de 2008
a margo de 2009. Foram utilizados 22 ejaculados de cinco
varrdes da raga Piau com 1 a 2 anos de idade.

As coletas de sémen foram realizadas semanalmente
utilizando-se o método da estimulagdo com amao enluvada
(Hancock & Hovell, 1959), com auxilio de um manequim
moével ouuma fémea em estro. O ejaculado total foi coletado

em copos plasticos descartaveis de 700 mL, esterilizados,
protegidos em embalagens térmicas previamente aquecidas
a37°C, com dupla camada de gases fixados com barbante
sobre a parte aberta do copo, para reter a fragdo gelatinosa
do sémen. O sémen colhido foi mantido em banho-maria, a
32°C, paraavaliagdo das analises laboratoriais de motilidade,
vigor espermatico, teste hiposmotico, coloragao supravital
e porcentagem de acrossomas normais.

A porcentagem de motilidade espermatica progressiva
retilinea e o vigor espermatico (escala de 0 a 5) foram
realizadas acondicionando uma aliquotade 10 pL de s€émen
entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37 °C. A motilidade
espermatica foi determinada pela atividade de movimento
total dos espermatozoides e o vigor espermatico caracterizado
pela intensidade de movimento ou de batimento da cauda
dos espermatozoides.

A integridade funcional da membrana plasmatica dos
espermatozoides foi avaliada por meio do teste hiposmotico.
Paraisso, acrescentou-se uma aliquotade 100 L de sémen
a 1,0 mL de uma solucao de sacarose na concentracao de
100 mOsm/L, previamente aquecida a 37 °C, a qual foi
incubada por 60 minutos a 37 °C. As amostras foram fixadas
em 0,5 mL de solugdo formol-salina tamponada e,
posteriormente, uma aliquota de 20 uL da solugdo foi
colocada entre lamina e laminula para contagem de 100
espermatozoides, em microscopia de contraste de fase com
aumento de 1250x. As células foram classificadas quanto a
preseng¢a ounao de cauda dobrada ou enrolada e o resultado
foi determinado em porcentagem, efetuando-se o calculo
pela formula: HO (%) = (% de alteragdes naregido da cauda
apo6s teste HO) — (% de alteracdes na regido da cauda dos
espermatozoides antes do teste HO) (Melo & Henry, 1999).

A avaliagdo de células vivas ou mortas foi realizada
pelo teste de coloracdo supravital, utilizando solugdo de
eosina (1%) enigrosina (5%), conforme descrito por Bamba
(1988). Paraisso, homogenizou-se uma amostrade 10 pL
de sémen in natura com 10 pL de corante, sobre uma
lamina pré-aquecidaa 37 °C. Em seguida, confeccionou-se
um esfregaco sobre amesma lamina, e ap6s 20 a 30 segundos,
contabilizou-se o total de 100 células sob microscopia
optica em aumento de 200X. Foram classificadas como
células vivas as que permaneceram sem se corar, € as
mortas, que se coraram em rosa avermelhado.

A avaliagdo da integridade do acrossoma foi realizada
a partir da mistura de uma aliquota de 100 pL de sémen
innaturaem I mL de solug@o de formol salina tamponado.
Uma amostra de 10 uL de mistura foi acondicionada entre
lamina e laminula de microscopia e procedeu-se a contagem
de 100 células espermaticas em microscopia de contraste de
fase em aumento de 1000X.
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Posteriormente, os ejaculados foram fracionados e
submetidos aos seguintes protocolos de congelamento: o
protocolo 1, que utilizou o método de congelamento
preconizado por Fiirstetal. (2005), modificado quanto aos
meios diluentes; o protocolo 2, que utilizou o método
preconizado por Fiirst et al. (2005), modificado quanto a
curva de resfriamento; e o protocolo 3, que utilizou o
método preconizado por Ohata et al. (2001).

Para o protocolo 1, o ejaculado foi diluido em 1:1 BTS
(Beltsville Thawing Solution) a 32 °C e imediatamente
centrifugado a 800 G por 10 minutos em temperatura
ambiente. Ap0s a centrifugagao, retirou-se o sobrenadante
e ressuspenderam-se os espermatozoides no diluente de
resfriamento (DR) (80 mL de solu¢aodelactosea 11%;20 mL
de gema de ovo). A concentracdo de espermatozoides no
pélete foi estimada utilizando-se a camara de Neubauer
Improved e, com isso, foi determinado o volume de
ressuspensdo do diluente de congelamento. Imediatamente
apos ter sido acrescentado o diluente de congelamento
(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), o sémen foi
envasado em palhetas finas (0,25 mL). Na continuidade,
utilizou-se uma curva de resfriamento de forma que as
palhetas contendo o sémen na temperatura ambiente foram
colocadas em tubo de ensaio com tampa e capacidade de
20 mL. O tubo foi revestido com saco plastico e o conjunto
transferido para um recipiente com capacidade de 240 mL
(mamadeira plastica) contendo 120 mL de dlcool metilico. O
recipiente com o sémen foi colocado na posicao horizontal,
em geladeira, com temperatura interna de 4-5 °C por 35
minutos. Apds esse tempo, o tubo de ensaio foi retirado do
recipiente plastico e mantido na geladeira por mais 25 minutos.
Para o congelamento do sémen, as palhetas foram colocadas,
na posi¢do horizontal, sobre uma raque a 4 cm acima do
nitrogénio liquido e mantidas em vapor de nitrogénio (—120°C)
por 15 minutos e, finalmente, submersas em nitrogénio
liquido (196 °C).

Os procedimentos envolvidos no protocolo 2 foram
semelhantes aos do protocolo 1, com uma modificagdo
apenas: foi adotado um periodo curto de 90 minutos de
equilibrio imediatamente apos a dilui¢do inicial do sémen
com o BTS, para estabilizagdo a 22-26 °C, antes da
centrifugacdo, com o intuito de aumentar a viabilidade
espermatica pos-descongelamento.

No protocolo 3, o ejaculado foi diluidoem 1:1 em BTS
a 32 °C e mantido a temperatura ambiente de 22 a26 °C por
90 minutos. Em seguida, foiresfriadoa 15 °C por 150 minutos
e, ao final deste periodo, foi centrifugado a 800 G por 10
minutos. Apds a centrifugacao, retirou-se o sobrenadante
e ressuspenderam-se os espermatozoides com DR (80 mL

de solucao de lactose a 11%; 20 mL de gema de ovo). A
concentracdo de espermatozoides no pélete foi estimada
utilizando a camara de Neubauer Improved e, com isso, foi
determinado o volume de ressuspensao do DR. O pélete
ressuspendido foi mantido a 5 °C por 90 minutos e, apos
esse periodo, foi adicionado o DC (72,5 mL delactose a 11%;
20 mL de gemade ovo; 6 mL de glicerole 1,5 mL de Orvus-
es-paste—Equex) até atingir uma concentragdo final de
800 x 10° espermatozoides/mL ou 200 x 10%/palheta, de
modo que a quantidade de diluente de congelamento fosse
equivalente a um ter¢o do volume de sémen anteriormente
diluido com o DR, para entdo obter-se uma concentragao
final de 2% de glicerol. Imediatamente apds ter sido
acrescentado o diluente de congelamento, foi realizado o
envase em palhetas finas (0,25 mL), as quais foram mantidas
em vapor de nitrogénio (120 °C) por 15 minutos e,
posteriormente submersas em nitrogénio liquidoa—196 °C.

O descongelamento do sémen foi realizado da mesma
maneira para os trés protocolos de congelamento, por meio
da agitacdo da palheta com uma pinca, em banho-maria a
37 °C, por 20 segundos (Maxwell & Johnson, 1997).
Posteriormente, a palheta foi seca com papel-toalha, as
extremidades cortadas com uma tesoura € seu contetido
ressuspendido com 1,25 mL de diluente BTS,a37°C. Apos
o descongelamento, as amostras de sémen dos trés
protocolos foram mantidas a 37 °C e avaliadas quanto aos
parametros motilidade, vigor, teste hiposmotico, coloragio
supravital e porcentagem de acrossomas normais da
mesma maneira que o sémen in natura.

Para testar a fertilidade in vivo do sémen congelado/
descongelado, foram realizadas 23 inseminacdes
intrauterinas (pos-cervicais) em 14 fémeas da raga Piau
(5 leitoas e 9 porcas) disponiveis para acasalamento, com
sémen congelado obtido pelo protocolo 3, de acordo com o
programa de melhoramento genético da granja. Foram
conduzidas duas inseminacdes por fémea: nas leitoas, a
primeira inseminacao foi realizada no momento da deteccao
do estro e a segunda, 12 horas apds a primeira; enquanto
nas porcas, a primeira inseminacao foi realizada 12 horas
ap6s a detecgdo do estro e a segunda, 24 horas apos a
primeira. A dose inseminante consistiu no descongelamento
de 3 palhetas de sémen (200 milhdes de espermatozoides/
palhetas), totalizando 600 milhdes de espermatozoides total,
que foram diluidos em 50 mL de BTS, constituindo uma
concentragdo suficiente para fertilizacao devido aos fatores
compensadores do sémen.

A andlise estatistica foi realizada pelo programa
estatistico SAEG (Sistemas de Analises Estatisticas e
Genéticas, versao 9.1). Estatistica descritiva (média, desvio-
padrio) foiutilizada para todas as caracteristicas estudadas
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(motilidade, vigor, teste hiposmotico, coloragdo supravital
e porcentagem de acrossomas normais). Os dados referentes
as avaliagdes fisicas e morfoldgicas do sémen ¢ testes
complementares foram submetidos aos testes de Lilliefors
e Cochran-Bartlett para verificar a normalidade dos dados
e a homogeneidade das variancias. Os dados quantitativos
foram avaliados pela analise de varidncia (ANOVA),
verificando o efeito de machos e protocolos, e quando
houve significancia pelo teste “F”, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade
de erro. Parametros que ndo atenderam as premissas da
ANOVA foram avaliados por analise ndo-paramétrica, com
comparagao de médias pelo teste de Kruskal Wallis. Para
verificar a relacdo entre os dados estudados, foi efetuada
analise de correlagdo simples de Pearson.

Resultados e Discussao

Os valores de viabilidade espermatica do sémen pds-
coleta antes da dilui¢do (sémen in natura) (Tabela 1)
foram semelhantes aos registrados por Bianchi etal. (2008)
para motilidade espermatica e superiores ao resultado do
teste hiposmotico registrados pelos mesmos autores (85
e 35%, respectivamente). Ohata et al. (2005) registraram
valores superiores para motilidade espermatica do sémen
in natura apos a diluicdo com BTS (89,4%), enquanto
Roca et al. (2010) registraram valores de 76,3%, quando
comparados aos registrados neste estudo. A sensibilidade
do espermatozoide suino ao processo de congelamento-
descongelamento foi evidenciada na comparagdo dos
resultados das avalia¢des do sémen in natura, com os
resultados obtidos apds o congelamento nos trés protocolos
utilizados.

As diferencas existentes no sémen suino provocam
reducdo da fertilidade e, segundo Ruvalcaba et al. (2003)
podem ser explicadas por mudancas estruturais e funcionais
dos espermatozoides durante os processos de congelamento
e descongelamento. Diferencas na bicamada lipidica da
membrana como menor porcentagem de moléculas de

colesterol e sua distribui¢do de maneira assimétrica na
membrana, além de diferengas na composi¢ao dos acidos
graxos dos fosfolipidios que possuem poucas duplas
ligagdes do tipo cis, poderiam explicar a maior
susceptibilidade do mesmo ao choque pelo resfriamento
(Watson, 1995; Paulenz et al., 1999).

O periodo de equilibrio, caracterizado pela reducao
lenta da temperatura do sémen suino, apds a coleta e antes
de submeté-lo a temperaturas inferiores a 15 °C, tem como
objetivo diminuir os efeitos deletérios do choque térmico
sobre os espermatozoides, aumentando sua viabilidade
apos o descongelamento (Ohataetal.,2001). Adicionalmente,
no desenvolvimento de protocolos de congelamento de
sémen suino, tem-se que considerar a interagdo entre a
concentracao de crioprotetor utilizado e as velocidades de
congelamento/descongelamento, que sabidamente devem
ser otimizadas em conjunto (Johnson et al., 2000).

Neste estudo, a auséncia de periodo de equilibrio do
protocolo 1 eacurva de resfriamento utilizada no protocolo
2 podem ter afetado negativamente os parametros de
viabilidade espermatica avaliados.

Com excec¢do do vigor espermatico, todos os pardmetros
reduziram (P<0,05) apés o congelamento do sémen, em
comparagdo ao sémen in natura, independentemente do
protocolo utilizado. Os valores médios de motilidade
espermatica verificados no protocolo 3 foram maiores
(P<0,05) que dos outros dois protocolos. Do mesmo modo,
a porcentagem média de espermatozoides mdveis obtidos
no protocolo 2 foi maior (P<0,05) que a obtida no protocolo
1. Nacomparagdo das médias de vigor espermatico entre os
protocolos, verificou-se que os protocolos 2 e 3 foram
superiores (P<0,05) ao protocolo 1. Nos diferentes protocolos,
a porcentagem de espermatozoides vivos verificada por
meio da coloracao supravital foi maior para o protocolo 3
(P<0,05) em comparacdo aos protocolos 1 e 2.

A analise de integridade de membrana pds-
descongelamento, avaliada pelo teste hiposmoético ndo
apresentou diferenga (P>0,05) entre os trés protocolos de
criopreservacao utilizados. Os valores médios obtidos com

Tabela 1 - Caracteristicas espermaticas médias de s€émen de suino daraga Piau avaliados por meio de testes convencionais e complementares

Protocolos de congelamento

Parametro IN P1 P2 P3

Motilidade espermatica (%) 83,4+5,4a 20,9+12,4b 29,5+10,9¢ 49,5+12,1d
Vigor espermatico (0-5) 3,3+0,5a 2,5+0,5b 2,9+0,4a 3,4+0,4a
Coloragdo supravital (% vivos) 82,6+7,1a 14,8+12,0b 20,4+7,2b 39,9+10,4c¢
Teste hiposmotico (% reativos) 88,0+5,5a 17,8+8,1b 17,9+9,1b 18,8+5,7b
Acrossomas normais (%) 95,9+2,7a 14,8+10,3b 18,4+8,1b 44,6+14,4c

IN = sémen in natura; P1 = protocolo preconizado por Fiirst (2005) modificado quanto aos meios diluentes; P2 = protocolo 1 modificado quanto & curva de resfriamento;

P3 = protocolo preconizado por Ohata et al. (2001).

a,b,c,d - Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha apresentam diferenga (P<0,05) pelo teste Tukey.
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o uso do protocolo 3 (Tabela 1), com excegdo do teste
hiposmotico, comprovaram superioridade do mesmo na
criopreservagdo das células espermaticas dos animais deste
estudo (Tabela 1), estando os mesmos dentro das variagdes
observadas por outros autores no congelamento de sémen
suino (Berger & Fischerleitner, 1992; Ortman & Rodriguez-
Martinez, 1994; Bianchietal.,2011), fato que comprova que
o método de congelamento preconizado por Fiirst et al.
(2005), modificado quanto aos meios diluentes (P1) e
modificado quanto a curva de resfriamento (P2), realizada
em equinos, nao foi eficaz para o congelamento de sémen
de suino, provavelmente pelas diferentes caracteristicas
estruturais e funcionais do espermatozoide em relagao ao
espermatozoide de equinos.

No entanto, resultados préoximos, embora superiores
ao deste estudo foram registrados por Ohata et al. (2001),
Ohataetal. (2005) e Bianchietal. (2008). Ohataetal. (2001),
em pesquisa com animais hibridos (cruzamento de
Landrace, Large-white e Pietran), registraram valores de
60,2 e 67,8% para motilidade espermdtica e acrossomas
normais pos-descongelamento utilizando o mesmo
protocolo de congelamento e¢ tempo de equilibrio (90
minutos) do protocolo 3 deste estudo. Quando aumentaram
o tempo de equilibrio de 90 minutos para 20 horas, os
autores registraram valores de 53,3 ¢ 71,5% paramotilidade
espermatica e porcentagem de acrossomas normais pos-
descongelamento. Kotzias-Bandeira (1997), utilizando
envase em macrotubos, verificou superioridade de 13% na
motilidade e de 8% nos acrossomos normais, apos o
descongelamento, quando o tempo de equilibrio a 20 °C
passou de 1 hora e 30 minutos para 20 horas. Ohata et al.
(2005) registraram valores médios de 51,4 ¢ 60,5% apos o
descongelamento para motilidade espermadtica e porcentagem
de acrossomas normais em protocolo utilizando tempo de
equilibrio de 90 minutos, ede 51,4+9,9 ¢ 69,9+13,7% para
o periodo longo de incubacdo de 20 horas, demonstrando
que o pré-congelamento por 20 horas confere maior
estabilidade ao acrossomo apos o descongelamento,
diminuindo os efeitos deletérios do choque térmico sobre
os espermatozoides. Neste estudo, o tempo de equilibrio de
90 minutos associado as caracteristicas do sémen da raga
Piau podem ter interferido nos resultados mais baixos se
comparados aos da literatura.

Bianchi et al. (2008), utilizando s€émen de machos
cruzados (Landrace e Large white), registraram valores de
53,45e26%¢e 65,53 e 28% paramotilidade espermatica, teste
de fluorescéncia e teste hiposmotico, respectivamente,
quanto utilizaram o glicerol a 3% e a dimetilacetamidaa 5%
como crioprotetores (P>0,05). Embora esses autores tenham
utilizado o mesmo protocolo de congelamento do protocolo

3 deste estudo, a concentragdo de crioprotetor foi maior
(3% de glicerol versus 2%), o que pode ter contribuido para
melhores resultados em relacdo a integridade funcional e
estrutural da membrana plasmatica durante o processo de
congelamento.

Na comparacdo entre os protocolos 1 e 2, verificou-se
que a aplicagdo de um periodo de equilibrio de 90 minutos
antes da etapa de centrifugagdo do protocolo 1 melhorou
a motilidade e o vigor espermaticos (P<0,05). Segundo
Pursel & Park (1985), a redugdo lenta da temperatura do
sémen suino apds a coleta e antes de submeté-lo a
temperaturas inferiores a 15 °C (tempo de equilibrio) ¢é
necessaria antes de submeter os espermatozoides ao
congelamento, de modo a diminuir os efeitos deletérios do
choque térmico sobre os espermatozoides, aumentando
sua viabilidade apds o descongelamento. Apesar de os
protocolos 2 e 3 terem utilizado o mesmo tempo de equilibrio
(90 minutos), o protocolo 3 apresentou melhores resultados
deviabilidade espermatica pos-descongelamento, sugerindo
que a curva de resfriamento utilizada de acordo com
metodologia preconizada por Fiirstet al. (2005), em sémen
se equinos, ndo foi eficaz para o congelamento de sémen
de suinos.

Ao analisar a influéncia do tempo de equilibrioa 18 °C
sobre amotilidade pos-descongelamento, Kotzias-Bandeira
(1997) verificou um aumento significativo de 13% quando
o tempo de equilibrio passou de 1,5 hora para 20 horas.
Contrariamente, Ohata etal. (2001) observaram que o tempo
de equilibrio ndo influenciou a motilidade e porcentagem de
acrossomas normais. A reducdo da viabilidade espermatica,
expressa no estudo de Ohata et al. (2001) pela reducao da
integridade das membranas e da motilidade, pode ter sido
causada pelo fato de que o sémen diluido foi exposto a
temperaturas entre 22-26 °C, acima dos 18 °C (Kotzias-
Bandeira, 1997) e 17 °C (Eriksson & Rodrigues-Martinez,
2000) utilizados em outros estudos. Segundo os autores, ¢
possivel que a temperatura elevada e o longo tempo de
exposi¢do durante o periodo de equilibrio tenham sido
prejudiciais aos espermatozoides devido a alteracdes
metabodlicas ou mesmo a alteragdes nas caracteristicas das
membranas espermaticas. Este fato ndo foi verificado neste
estudo, visto que ndo foi realizado tempo de equilibrio
maior que 90 minutos nos protocolos utilizados.

Ohata et al. (2005) ndo observaram diferenga entre os
periodos de equilibrio quanto a motilidade espermatica
(P>0,05), porém verificaram superioridade quanto ao
percentual de acrossomas normais ap6s o descongelamento
nas amostras submetidas a 20 horas de equilibrio, o que
torna possivel enviar as amostras de sémen para que sejam
processadas e utilizadas em locais diferentes dos da coleta,
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visto que o tempo de 20 horas do periodo de equilibrio
permite que o sémen seja transportado, se necessario.

Para a metodologia de criopreservagdo de sémen
empregada neste estudo, independentemente do protocolo,
foram observadas correlagdes (P<0,05) entre quase todos
os pardmetros espermaticos in Vvitro utilizados para
avaliagdo do sémen congelado/descongelado, com excegao
do teste hiposmédtico (Tabela 2), corroborando estudo de
Flores etal. (2009) com sémen suino congelado. Apesar de
estes autores ndo terem feito analises de correlagdes entre as
varidveis, em seu estudo, as quedas na viabilidade espermatica
pelo teste eosina-nigrosina e acrossomas intactos decorrentes
de diferentes grupos experimentais (animais foram separados
de acordo com melhor ou pior congelabilidade) foram
proporcionalmente acompanhadas da queda na motilidade
espermatica.

Embora o foco de avaliagdo dos testes hiposmotico e
supravital sera membrana plasmatica dos espermatozoides,
ndo foi registrada correlagdo entre os dois testes neste
estudo, assim como observado por Oliveira (2007). Entretanto,
em estudo de avaliagdo de sémen equino, conduzido por
Melo & Henry (1999), foram registradas correlacdes de 0,70
entre os dois testes supracitados, além de correlacdes
significativas entre cada um dos testes com parametros
fisicos do sémen (Supravital x Pardmetros fisicos = 0,75;
Hiposmotico x Pardmetros fisicos =0,68).

A auséncia de correlagdes entre o teste hiposmotico e
os outros parametros avaliados neste estudo se deve,
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provavelmente, as diferencas de propriedades dos testes e
avaliagcdes empregadas. Deacordo com Vazquezetal. (1997),
o teste hiposmotico avalia a integridade funcional da
membrana plasmatica (baseada em propriedades osmoticas
da membrana plasmatica), enquanto as coloracdes
supravitais mostram a integridade estrutural da membrana
espermatica, com base em permeabilidade das grandes
moléculas dos corantes. Os autores enfatizaram ainda que
espermatozoides “vivos” (ndo corados) podem ter a
membrana ndo funcional e serem incapazes de reagir a
exposicao hiposmdtica, ainda que estruturalmente intactas.

A auséncia de correlagdes entre o teste hiposmotico e
aintegridade de acrossoma pode ser explicada por estudos
realizados por Pérez-Llano et al. (2003), que, avaliando os
dois pardmetros em sémen suino in natura e resfriado
(15°C), identificaram subpopulacdes de espermatozoides
com membrana plasmatica funcional na cauda, mas com
acrossoma danificado, e subpopulagdes de espermatozoides
com acrossoma intacto, mas com membrana plasmaticanio
funcional na cauda, sugerindo independéncia da membrana
plasmatica que envolve a cauda e acrossoma. Segundo
esses autores, ¢ essa diferenga que permite respostas
diferentes e ndo-sincronizadas as condi¢des externas a
que os espermatozoides sdo submetidos, estando, portanto,
sujeitas a ndo apresentar correlacdo estatisticamente
detectavel.

Contudo, ¢ importante ressaltar que esses trabalhos
citados foram conduzidos com sémen suino in natura ou

Tabela 2 - Correlagdes simples de Pearson entre os pardmetros espermaticos do sémen congelado/descongelado (D) e in natura (IN)

MOTD VIGD SUPD HIPD ACRD MOTIN VIGIN SUPIN HIPIN ACRIN
Protocolo 1
MOTD 1 0,82 0,87 NS 0,66 NS NS NS NS NS
VIGD 1 0,56 NS 0,42 NS NS NS NS NS
SUPD 1 NS 0,79 NS NS 0,30 NS NS
HIPD 1 NS -0,38 NS -0,51 NS NS
ACRD 1 NS NS NS NS NS
Protocolo 2
MOTD 1 0,78 0,54 NS 0,54 NS NS NS NS 0,40
VIGD 1 0,53 NS 0,46 NS NS NS NS 0,37
SUPD 1 NS 0,70 NS NS NS NS 0,30
HIPD 1 NS NS NS -0,37 -0,40 NS
ACRD 1 NS NS NS NS NS
Protocolo 3
MOTD 1 0,76 0,65 NS 0,61 0,36 NS 0,51 0,33 0,33
VIGD 1 0,52 NS 0,47 NS NS NS NS NS
SUPD 1 NS 0,74 NS NS 0,33 0,49 NS
HIPD 1 NS NS NS -0,37 NS NS
ACRD 1 0,43 NS 0,37 0,55 0,43

MOTD = motilidade espermatica do sémen congelado/descongelado; VIGD = vigor espermatico do sémen congelado/descongelado; SUPD - coloragdo supravital do sémen
congelado/descongelado; HIPD = teste hiposmotico do sémen congelado/descongelado; ACRD = % de acrossomas normais do sémen congelado/descongelado;
MOTIN = motilidade espermatica do sémen in natura; VIGIN = vigor espermatico do sémen in natura; SUPIN = coloragdo supravital do sémen in natura;
HIPIN = teste hiposmotico do sémen in natura; ACRIN = % de acrossomas normais do sémen in natura. NS = ndo-significativo, P>0,05.
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resfriado, ndo criopreservado. Considerando os resultados
(Tabela 1), presume-se que o protocolo empregado para a
execugdo do teste hiposmotico neste estudo (100mOsm/L
x 60 minutos x 37 °C) nao foi adequado para avaliar a
funcionalidade da membrana espermética do sémen pos-
descongelamento, visto que as médias de espermatozoides
reativos ao teste para os trés protocolos foram praticamente
idénticas, enquanto os resultados dos outros parametros
demonstram que existem diferencas entre a viabilidade
espermatica entre os protocolos.

Ao considerar o efeito dos machos na qualidade
espermatica pds-descongelamento, foi constatada uma
variagdo significativa entre os mesmos em alguns parametros
espermaticos estudados (Tabela 3). Para as demais analises
realizadas, ndo foi verificada diferenga nos valores médios
registrados. Ohata et al. (2001) registraram variagao
significativa entre os machos, mas ndo observaram efeito
na interagdo macho e protocolos de congelamento.

Em estudos com suinos, alguns autores (Johnson et al.,
1981; Almlid & Hofmo, 1996; Woelders etal., 1996) citam
que diferencas raciais influenciam na congelabilidade do
sémen. Adicionalmente, Ohata et al. (2001) observaram
diferencas no sémen de machos de mesma composi¢do
genética, apos o descongelamento, de até 18% na
porcentagem de acrossomas normais € de 10% na motilidade
espermatica, fato que indica efeito varrdo na congelabilidade
de sémen suino.

As diferengas entre machos observadas neste estudo
quanto a viabilidade espermadtica apds o congelamento
corroboram estudos anteriores (Larsson & Einarsson, 1976;
Mies Filhoetal., 1978; Fiseretal., 1996; Rodriguez-Martinez
etal., 1996; Woeldersetal., 1996;Rocactal.,2010). A grande
variabilidade na resposta dos machos suinos ao
congelamento constitui-se numa das diversas limita¢des ao
emprego comercial do sémen congelado na suinocultura
moderna (Bortolozzo etal.,2005). Os testes convencionais
e complementares utilizados neste estudo ndo foram capazes
de predizer essa diferenga na congelabilidade entre os

machos, em que as caracteristicas espermaticas do sémen
pos-descongelamento sdo distintas das observadas no
sémen in natura, comprovada pela auséncia ou baixa
correlacdo entre as caracteristicas seminais pré e pos-
descongelamento (Tabela 2).

Considerando os melhores resultados de viabilidade
espermatica pos-descongelamento com os testes in vitro
obtidos pelo sémen criopreservado com o protocolo 3 e,
considerando o niimero restrito de fémeas disponiveis na
granja para realizacdo da inseminagdo, a avaliacdo da
fertilizada in vivo (inseminagdo das fémeas) foi realizada
apenas com o sémen proveniente do protocolo 3.

Comrelagdo aavaliagdo da fertilidade in vivo do sémen
congelado/descongelado, durante as inseminagdes, foi
possivel a introdugdo do cateter no limen uterino de
todas as fémeas (14). Entre todas as fémeas, somente
28,6% (4/14) ficaram gestantes, produzindo média de 8,0
leitdoes nascidos no total, variando entre 3 ¢ 11 leitdes nos
partos. Benevides Filho etal. (1985) registraram médias em
torno de 8,75 leitdes nascidos totais para a mesma raga
utilizando monta natural. Embora a média de leitdes nascidos
verificada neste estudo tenha sido relativamente proxima as
relatadas na literatura para araca Piau, ndo ¢ possivel inferir
que a técnica de inseminagdo utilizada possui potencial
fertilizante semelhante ao das alcangadas por monta natural,
uma vez que a concentra¢do espermatica utilizada ¢ muito
pequena em comparacao a monta natural. Além disso, o
sémen congelado possui fertilidade sabidamente inferior e
o numero de porcas inseminadas ¢ baixo. A alta taxa de
leitdes nascidos com o uso do sémen congelado neste
estudo seria ade que inseminacdes realizadas de 4 a 8 horas
antes da ovulacdo, mesmo com numero reduzido de
espermatozoides. Segundo Grossfeld et al. (2008),
concentragdes de 1x10? espermatozoides/dose resultam
em fertilidade estatisticamente semelhante quando
comparadas as obtidas com o uso de sémen resfriado.
Presume-se que as trés porcas que pariram maior quantidade
de leitdes (média de 9,66 leitdes nascidos totais) foram

Tabela 3 - Médias e desvio-padrao de alguns parametros espermaticos pos-descongelamento apresentados pelos diferentes machos suinos

utilizados no experimento

Machos
Parametro 1 (n=5) 2 (n=4) 3 (n=5) 4 (n=3) 5 (n=5)
MOTP2 30,0+7,9ab 41,3+11,1a 29,0+4,2ab 29,0+10,8ab 15,0+8,7b
MOTP3 64,0+5,5a 45,0+7,1b 40,0+11,2b 40,0+10,0b 54,0+6,5ab
SUPP3 53,2+6,8a 35,5+9,8b 38,8+5,5ab 33,3+12,9b 35,2+6,0b
ACRP3 60,8+6,5a 37,5+7,3b 48,8+13,4ab 29,0+19,7b 39,4+4,2b

MOT P2 = motilidade espermatica pos-descongelamento do protocolo 2; MOT P3 = motilidade espermatica pds-descongelamento do protocolo 3; SUP P3 = coloragdo
supravital do protocolo 3; ACR P3 = porcentagem de acrossomas normais do protocolo 3.
a, b - Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha apresentam diferenga significativa (P<0,05).
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inseminadas em momento muito préximo a ovulacdo. No
entanto, deve-se ressaltar a baixa taxa de fertilidade (28,6%)
registrada, sugerindo que o momento ideal da inseminagao
emrelagdo ao momento da ovulacdo nao foi alcangado em
todas as fémeas e que o numero de fémeas inseminadas
ainda ¢ muito reduzido.

Como ainseminagdo artificial foirealizada comuso de
sémen congelado, especial atengdo deve ser dada ao
momento da inseminag¢do, pois ¢ menor o periodo
necessario para a capacitacdo dos espermatozoides e
menor também seu tempo de permanéncia no oviduto
(Rocacetal.,2003). Dessa forma, o momento da inseminagao
artificial pode ter influenciado especialmente a taxa de
fertilizagdo e melhores resultados poderdo ser obtidos
com a inseminagao realizada o mais préximo possivel do
momento da ovulagdo, com acompanhamento da
ultrassonografia. Bianchi et al. (2008) registraram valores
de 48,6 ¢ 59,4% de taxa de fertilizagdo apos inseminagao
pos-cervical com doses de 1 x 10? espermatozoides de sémen
congelado de suinos utilizando glicerol e dimetilacetamida
como crioprotetor.

Conclusdes

O protocolo de congelamento preconizado por Ohata
etal., com periodo de equilibrio de 90 minutos a 22-26 °C,
permite obter melhores resultados de viabilidade
espermatica in vitro em comparag¢do aos outros dois
protocolos. A ausénciade periodo de equilibrio do protocolo
1 e a curva de resfriamento utilizada no protocolo 2 afetam
negativamente os parametros de viabilidade espermatica
avaliados no presente estudo. Apesar dos resultados
satisfatorios in vitro para o congelamento de sémen com
autilizacdo do protocolo 3, 0 mesmo apresenta baixa taxa de
fertilidade (28,6%).
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