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Viabilidade de sémen suino armazenado a 5°C de acordo com a taxa de resfriamento
e incubacao prévia

Viability of swine semen stored at 5°C according to the cooling rate and previous incubation

Lia Helena Katzer! Mari Lourdes Bernardi? Fernando Pandolfo Bortolozzo® Ivo Wentz®

RESUMO

Foram realizados dois experimentos para avaliar o
efeito da incubagdo prévia e da taxa de resfriamento sobre a
viabilidade de sémen suino resfriado. Doses de sémen de 100ml,
com trés bilhdes de espermatozdides, foram armazenadas a 17°C
ou 5°C. Foram avaliados os percentuais de motilidade (MOT),
de acrossomas normais (ACN) e de membranas integras (MI).
Foram coletados 5 e 6 ejaculados de 6 e 4 machos, nos
experimentos | e Il, respectivamente. No experimento I, foram
comparados trés tratamentos: armazenamento a 17°C (T1); a 5°C
com incubacéo prévia de 24h a 17°C (T2) e a 5°C, apds queda
lenta (cerca de 15h para chegar a 5°C) de temperatura (T3). O
T1 apresentou melhores resultados (P<0,05) de MOT e MI em
comparacéo aos T2 e T3. Nao houve diferenca (P>0,05) de MOT
e Ml entre T2 e T3 e de ACN (P>0,05, entre os trés tratamentos.
No experimento II, foram avaliados 4 tratamentos:
armazenamento a 17°C (T1); a 5°C com incubacéo de 24h a 17°C
(T2); a 17°C com incubag&o prévia de 8h a 22°C (T3) e a 5°C
com duas temperaturas e periodos de incubacéo (T4; 22°C por
8h e 17°C por 16h). Nao houve diferenga (P>0,05) de MOT, ACN
e Ml entre T1 e T3 e, também, entre T2 e T4. O armazenamento a
17°C (T1 e T3) apresentou MOT e MI (P<0,05) superiores ao
armazenamento a 5°C (T2 e T4), a partir das 72h. A curva lenta
de resfriamento ou a incubag&o prévia de 24h a 17°C bem como
a incubacéo por 24h a 17°C ou por 8h a 22°C mais 16h a 17°C
ndo afetam a viabilidade do sémen armazenado a 5°C. O
resfriamento a 5°C ainda precisa ser otimizado de modo a obter
viabilidade espermatica semelhante a observada a 17°C.

Palavras-chave: incubacéo, sémen, suino, resfriamento.
ABSTRACT

Two experiments were carried out to evaluate the effect
of previous incubation and cooling rate on the viability of swine

cooled semen. Semen doses of 100ml, containing three billion
spermatozoa, were stored at 17°C or 5°C. Percentages of motility
(MOT), normal acrosomes (ACN), and intact membranes (MI)
were evaluated. A number of 5 and 6 ejaculates were collected
from 6 and 4 boars in experiments | and Il, respectively. In
experiment I, three treatments were compared: storage at 17°C
(T1); storage at 5°C with 24h incubation at 17°C (T2), and at
5°C, after a slow (about 15h to reach 5°C) temperature decrease
(T3). T1 presented better results (P<0.05) for MOT and MI as
compared to T2 and T3. No difference (P>0.05) was found in
MOT and MI between T2 and T3 and in ACN (P>0.05) among
the three treatments. In experiment Il, 4 treatments were
evaluated: storage at 17°C (T1); at 5°C with 24h incubation at
17°C (T2); at 17°C with previous 8h incubation at 22°C (T3),
and storage at 5°C (T4) with two incubation temperatures and
periods (at 22°C for 8h and at 17°C for 16h). No difference
(P>0.05) was verified in MOT, ACN and MI between T1 and T3
and also between T2 and T4. Storage at 17°C (T1 and T3)
presented better MOT and MI (P<0.05) as compared to storage
at 5°C (T2 and T4), from 72h onwards. Previous incubation or
slow temperature decrease as well as incubation for 24h at 17°C
or for 8h at 22°C plus 16h at 17°C do not affect the viability of
semen stored at 5°C. Cooling to 5°C still needs to be optimized
so that viability be similar to that observed at 17°C.
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INTRODUCAO

A temperatura de armazenamento do sémen
suino, entre 15 e 18°C, ndo interrompe totalmente o
metabolismo dos espermatozoides, que continuam
produzindo metabdlitos, os quais se acumulam e
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interferem na motilidade espermatica. Além disso,
essa temperatura ndo impede a multiplicacdo
bacteriana, a qual pode afetar a qualidade do sémen
(WEITZE, 1990). Teoricamente, quanto mais baixa a
temperatura de armazenamento, menor seria o
metabolismo e maior poderia ser o tempo de
armazenamento do sémen. O armazenamento do
sémen suino em temperaturas proximas a 5°C seria
uma vantagem, uma vez que 0 mesmo poderia
permanecer estocado em refrigeradores domésticos
(LANDSVERK, 2000), o que seria conveniente para
a maioria dos produtores. No entanto, o
espermatozoide suino é sensivel a temperaturas
inferiores a 15°C, abaixo da qual ha significativa
reducdo da motilidade (DE LEEUW et al., 1990).

A membrana espermatica apresenta uma
composicdo mista de fosfolipidios que pode diferir
de espécie para espécie, além da temperatura de
transicdo de fase ser varidvel para cada tipo de
fosfolipidio (BUHR et al., 1994). Durante o
resfriamento, a separacdo lateral de fases pode ocorrer
e as proteinas ficarem agrupadas e excluidas dos
arranjos hexagonais dos lipidios gelificados,
permanecendo em locais onde ha lipidios ainda em
estado fluido. Pelo fato de as proteinas da membrana
ficarem localizadas em ambiente lipidico nédo
fisiologico, a funcdo das mesmas, importante para a
integridade estrutural ou para o funcionamento das
bombas de ions, pode ser afetada (WATSON, 1996;
WOELDERS, 1997; LEVIS, 2000). Em fungdo da
separacao de fases, hd aumento da permeabilidade da
membrana com perda de cations e enzimas, reducao
da atividade enzimatica e perturbagGes nos processos
de difusdo controlados pela membrana (DE LEEUW
etal., 1990/1991). Além disso, durante o resfriamento,
o desequilibrio i6nico intra e extracelular pode reduzir
amotilidade espermatica (WATSON, 1996). Na faixa
de temperatura de 25 a 5°C, ocorre a reducéo da fluidez
dos lipidios da membrana do espermatozéide suino, o
que poderia explicar sua maior sensibilidade ao
resfriamento (BUHR et al., 1994). Um componente
importante que participa da integridade da membrana
plasmatica é o colesterol. A relacdo colesterol:
fosfolipidios da membrana plasmatica do
espermatozoide suino é mais baixa (0,12) do que a
dos espermatozdides bovinos (0,38) e ovinos (0,36),
podendo ser outro fator responsavel pela sua maior
sensibilidade ao resfriamento (DE LEEUW et al.,
1990).

Em suinos, ha poucos estudos avaliando o
efeito da velocidade de resfriamento ou do tempo e
da temperatura de incubacg&o prévia sobre a viabilidade
do sémen armazenado a 5°C. WEBER (1989), ao

estudar o armazenamento do sémen suino a 5°C,
verificou que a colocagdo direta a 5°C causa queda
brusca da motilidade e do percentual de acrossomas
normais. De percentuais de 82% de motilidade e 96%
de acrossomas normais, no sémen recém diluido,
houve queda para 12% e 45%, respectivamente, ap0os
oresfriamento a 5°C. WATSON & PLUMMER (1985)
observaram lesGes irreversiveis nos espermatozoides,
ao utilizarem taxa de resfriamento de 10 a 15°C min?,
e concluiram que a severidade do efeito do choque
térmico esta na dependéncia da velocidade de
resfriamento.

Nos estudos desenvolvidos para viabilizar o
armazenamento do sémen suino em temperaturas
inferiores a 15°C, foi evidenciado que os efeitos
relacionados ao choque térmico foram amenizados
quando o sémen permanecia por certo periodo
incubado em temperaturas acima de 15°C (PURSEL
et al., 1972a; TAMULI & WATSON, 1994). Além
disto, foi verificado que o resfriamento gradual resulta
em maior viabilidade espermatica que o resfriamento
direto (WEBER, 1989; WEITZE et al., 2000).

No presente estudo, foram realizados dois
experimentos com o objetivo de avaliar se a
viabilidade do sémen suino armazenado a 5°C poderia
ser melhorada pela queda lenta de temperatura
(experimento 1) ou pela incubacdo prévia em
temperaturas acima de 15°C (experimentos | e II),
utilizando como controle sémen armazenado a 17°C.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com sémen
proveniente de duas Centrais de Inseminacéo Artificial
do RS. Foram obtidos 5 e 6 ejaculados, com intervalo
de uma semana, de cada um dos 6 e 4 machos suinos
sexualmente maduros, utilizados na rotina de coletas
das Centrais. Em cada dia de coleta, todos os machos
eram coletados. Os experimentos | e Il foram
desenvolvidos nos periodos de agosto a setembro de
2000 e de novembro a dezembro de 2000,
respectivamente. Os machos coletados eram das racas
Landrace, Large-White, Duroc ou Hibridos, com idade
entre 12 e 30 meses.

A coleta de sémen foi realizada pelo método
da médo enluvada (HANCOCK & HOVELL, 1959),
com manequim regulavel, em sala de coleta. A fracéo
rica e pobre do sémen foram coletadas em um saco
plastico descartavel protegido por recipiente térmico,
previamente aquecido a 38°C, contendo uma dupla
camada de gaze, acoplada na sua parte superior, para
a separacdo da fracdo gelatinosa. Apos a coleta do
sémen, foram avaliados a coloracéo, volume, aspecto
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e odor para fins de descarte das amostras que néo
estivessem dentro dos padrBes normais para essas
caracteristicas. O sémen foi mantido em banho-maria
a 32-34°C, enquanto foram avaliados a motilidade, o
grau de aglutinagdo e a concentragdo espermatica, esta
ultima por fotocolorimetria (SpermaCue®). O grau de
aglutinacdo foi determinado de forma subjetiva em
escala de 0 a 3, correspondendo respectivamente a
auséncia de aglutinacdo e aglutinacdo intensa. Uma
aliquota do sémen in natura (0,2 a 0,3ml) foi colocada
em 2ml da solugdo formol-citrato 2,94% para a
avaliacdo da morfologia espermatica. Os critérios
utilizados para a escolha dos ejaculados resfriados
foram os de motilidade superior a 70% e alteracdes
morfoldgicas inferiores a 20%. A motilidade média
do sémen in natura foi de 88% + 3,4, com variagéo
de 80a 90%.

O sémen foi diluido em BTS (LEVIS, 2000),
a 32-34°C, com 3 bilhdes de espermatozoides em 100
ml, sendo envasado em bisnagas plasticas. O sémen
diluido foi transportado em embalagem isotérmica, a
22°C, até o laboratério de conservagdo e analise. O
periodo méaximo de transporte, entre o local de coleta
e o laboratorio, foi de 2h. Apds o periodo de duas
horas a 22°C, as amostras foram submetidas aos
diferentes tratamentos, dentro de cada experimento.
Cada ejaculado foi fracionado e submetido a todos os
tratamentos, dentro de cada experimento. No
experimento I, foram comparados trés tratamentos:
armazenamento a 17°C (T1); a 5°C com incubagéo
prévia de 24h a 17°C (T2) e colocagdo das doses de
sémen em caixa de isopor contendo 1000ml de &gua,
a 20°C, a qual foi colocada a 5°C para obter queda
lenta da temperatura (T3). No experimento 1, foram
comparados quatro tratamentos: armazenamento a
17°C (T1); a 5°C com incubacéo de 24h a 17°C (T2);
a 17°C com incubacdo prévia de 8h a 22°C (T3) e a
5°C com duas temperaturas e periodos de incubacao
(T4; 22°C por 8h e 17°C por 16h).

Nos dois experimentos, as amostras de
sémen foram mantidas sob resfriamento por 120h.
As temperaturas de armazenamento utilizadas foram
17 £ 1°Cou 5 + 1°C, conforme os tratamentos de cada
experimento. A temperatura de armazenamento foi
monitorada diariamente, com termOmetro de maxima
e minima presente no interior da conservadora.

Para o controle da queda de temperatura,
introduziu-se o sensor do termémetro digital Full
Gauge® (com precisdo de 0,1°C e limite operacional
de —25 a +70°C) no centro da amostra de 100ml de
sémen, envasada em bisnagas plasticas. Para evitar
possiveis problemas de contaminacdo com a
manutencdo do termdmetro nas amostras submetidas

aos diferentes tratamentos, foram utilizadas amostras
de sémen especificamente para efetuar a medida de
temperatura. A temperatura foi medida de 10 em 10
minutos. Para o clculo da taxa média de resfriamento,
foram utilizados os valores obtidos nas trés repeti¢des
efetuadas para cada curva. Nos tratamentos em que
houve incubacédo a 17°C, foi desconsiderado o periodo
em que as doses permaneceram nesta temperatura (16
ou 24h), dependendo do experimento em questdo. A
velocidade de queda de temperatura das curvas de
resfriamento utilizadas nos dois experimentos esta
apresentada na tabela 1.

A qualidade do sémen foi avaliada pelos
percentuais de motilidade (MOT), de acrossomas
morfologicamente normais (ACN) e de membranas
espermaticas integras (MI). No experimento I, todas
os pardmetros foram avaliados nas 48, 72, 96 e 120h
de armazenamento. No experimento Il, a avaliagdo
de ACN foi efetuada somente nas 120h de
armazenamento.

De cada amostra, apds sua remocdo da
incubadora, era obtida uma aliquota de 1ml de sémen,
a qual foi mantida a 37°C por 10 minutos. O percentual
de espermatozdides moveis foi determinado por
avaliacdo entre lamina e laminula, pelo método
subjetivo, em microscopio de campo claro, com
aumento de 100x.

@] percentual de acrossomas
morfologicamente normais foi determinado conforme
PURSEL et al. (1972a), a partir da mistura de uma
aliquota de 40ul de sémen resfriado com 1ml de
solucéo formol-citrato 2,94%. Uma gota foi depositada
entre Iamina e laminula e a morfologia do acrossoma
de 200 espermatozoides foi avaliada em microscépio
otico de contraste de fase (1000x).

A integridade das membranas foi avaliada
com base no método de HARRISON & VICKERS
(1990), sendo que uma solugdo contendo 475ul de
sémen resfriado em BTS, 10ul de Diacetato de
Carboxifluoresceina (20mM), 5uL de lodeto de
Propidio (7,3mM) e 10ul de paraformaldeido
(1,7mM) foi incubada por 8 minutos a 30°C em banho-
maria. Apds este periodo de incubac&o, foi examinada
uma aliquota de 4ul, entre 1amina e laminula, em
microscopio de epifluorescéncia (filtro EX/DM/BF=
450-490/510/520nm), em aumento de 1000x. Foram
avaliadas 300 células espermaticas, em cada amostra.
Os espermatozoéides foram classificados conforme
ORTMAN & RODRIGUEZ-MARTINEZ (1994),
sendo considerados com membranas integras aqueles
integralmente corados em verde.

As varidveis submetidas a andlise estatistica
foram MOT, ACN e MI. A andlise da MOT e Ml foi
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efetuada com o procedimento MIXED (SAS, 1999)
para analises repetidas no tempo (diferentes momentos
de avaliacdo da mesma amostra de sémen), utilizando
a funcéo auto-regressiva como opgéo de estrutura de
covariancia. No modelo, foram incluidos os efeitos
dos tratamentos, da data de coleta, dos machos, do
momento de avaliagdo das amostras da interacdo dos
tratamentos com a data de coleta, dos tratamentos com
0s machos e dos tratamentos com o momento de
avaliagdo das amostras de sémen. As médias foram
calculadas pela opcdo LSMeans, sendo comparadas
pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
O ACN foi avaliado como medida repetida no tempo,
no experimento |, mas no experimento Il, por haver
uma Unica avaliacdo, foi utilizado o procedimento
GLM (SAS, 1999). Para todas as variaveis, quando
um dos fatores ou sua interacdo ndo foram
significativos, os mesmos foram retirados do modelo
de anélise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito significativo da interacéo
entre macho e tratamento (P>0,05), mas houve efeito
do macho nos percentuais de MOT, Ml e ACN, o qual
foi mantido no modelo estatistico. As variagdes de 59
a68% e de 70 a 77%, nos percentuais de motilidade e
de membranas integras, respectivamente, nas 120h de
armazenamento, no sémen armazenado a 17°C,
observadas no presente estudo (Tabelas 2 e 3), sdo
semelhantes as relatadas por outros autores (BALTES,
1993; SATHER et al., 1991; SCHEID et al., 1993;
WABERSKI et al., 1994). N&do houve efeito da
interacdo entre tratamento e momento de avaliacéo,
navariavel MOT, no experimento |, mas essa interacao
foi significativa (P<0,05) no experimento Il. O
percentual de MOT foi superior (P<0,05) para 0 sémen
armazenado a 17°C em comparacdo a 5°C, em todas
as avaliacGes, no experimento | e, a partir de 72h de
armazenamento, no experimento Il (Tabela 2). Houve
efeito (P<0,05) da interacdo entre tratamento e
momento de avaliacdo, na variavel MI, em ambos 0s
experimentos. No experimento I, nas 48h, a MI do
sémen armazenado a 5°C, apés queda lenta de
temperatura, foi inferior (P<0,05) a observada para o
sémen incubado e armazenado a 5°C e aquele
armazenado a 17°C, enquanto no experimento Il a Ml
foi similar (P>0,05) entre os tratamentos. A partir das
72h, a Ml foi superior (P<0,05), para 0 sémen mantido
a 17°C (Tabela 3), em comparacdo ao mantido a 5°C,
em ambos os experimentos. N&o houve efeito (P<0,05)
da interacdo entre tratamento e momento de avaliacéo,
na variavel ACN, no experimento |. Ndo houve

diferenca (P>0,05) nos percentuais de acrossomas
normais, em nenhum dos momentos de avaliagéo, em
ambos os experimentos. Os valores observados, nas
120h de armazenamento, foram 81,6 + 6,6%, 79,1 +
9,0%e79,2+8,8%paraTl, T2e T3, respectivamente,
no experimento I, e 78,6 + 14,7%, 76,5 + 11,6%, 79,5
+ 10,5% e 78,1 + 11,8% para T1, T2, T3 e T4,
respectivamente, no experimento 1.

Embora se saiba que um resfriamento mais
rapido implica maiores prejuizos aos espermatozoides,
ainda nao esta bem definida qual é a velocidade de
resfriamento adequada para o armazenamento do
sémen suino em temperaturas abaixo de 15°C. No
experimento I, 0 armazenamento a 5°C ap0s queda
lenta de temperatura, com a taxa de resfriamento de
0,07°C h* (queda de 6°C na primeira hora; Tabela 1),
resultou em indices de motilidade, de membranas
integras e de acrossomas normais semelhantes aos
observados para o sémen incubado previamente
(Tabelas 2 e 3) e superiores aos observados com
resfriamento rapido por outros autores (WEBER,
1989; KATZER, 2002). Os resultados reforcam as
observacfes de que um resfriamento lento ameniza
os efeitos deletérios do choque térmico pelo frio. De
acordo com WATSON & PLUMMER (1985), a
velocidade de resfriamento influencia decisivamente
no efeito do choque térmico sobre os espermatozoides.
WEITZE et al. (2000) obtiveram maiores indices de
MOT e ACN quando utilizaram resfriamento lento ou
gradual em comparagdo ao resfriamento rapido.
KOTZIAS-BANDEIRA (1999) também observou
efeito benéfico do resfriamento lento, na MOT e ACN,
em comparacdo a colocacdo direta das amostras a 5°C.
WEBER (1989) obteve indices de MOT inferiores a
20%, nas 48h, quando armazenou sémen diretamente
a 5°C. Provavelmente, os baixos indices observados
por WEBER (1989), logo ap6s o sémen ter atingido a
temperatura de 5°C, deve-se ao fato das amostras
terem sido submetidas a velocidade rapida de
resfriamento. O valor de 43% de motilidade, nas 48h
de armazenamento, observado por KATZER (2002),
quando colocou sémen suino diretamente a 5°C
também seria inaceitavel para seu uso na inseminacao.
Este valor pode ter resultado da rapida velocidade de
resfriamento utilizada (0,24°C/h), com queda de
13,3°C na primeira hora de resfriamento.

A metodologia empregada para submeter as
doses de sémen a uma queda lenta de temperatura, no
presente estudo, embora de facil aplicabilidade, exigiu
cuidados para evitar uma possivel entrada de agua
em alguma das doses que porventura ndo estivesse
bem fechada; além disto, foi necessario manter sempre
0 mesmo volume de agua, envolvendo cada dose, de
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Tabela 1 - Velocidade de queda da temperatura (°C/min) das curvas de resfriamento.

Curvas °C/min

0-1h 1-2h 2-3h* 3-7h* 7-11h*
Curval-de22°Ca 17°C 0,060 0,017 - - -
Curva 2 — de 22°C a 5°C (incubagéo de 24h a 17°C) 0,060 0,017 0,160 0,038
Curva 3 — de 22°C a 5°C (queda lenta)** 0,077 0,043 0,033 0,019 0,007

* Considerado como se queda fosse continua, sem periodo de 24h de incubagéo a 17°C.

** Obtida pela colocacdo da dose de sémen em caixa de isopor contendo 1000 ml de &gua a 20°C, a qual foi armazenada em incubadora a
5°C.

A curva 1 foi usada para T1 (experimento 1), T1 e T3 (experimento Il); a curva 2 foi usada para T2 (experimento I), T2 e T4 (experimento
I1); curva 3 usada para T3 (experimento I).

Tabela 2 - Percentuais de motilidade (média + desvio-padrao) de sémen suino resfriado em BTS.

Momento de avaliagéo (horas)

Experimento  Tratamento n
48 72 96 120

I T1 30 75,7+7,8° 744+ 47 70,6 +6,0° 67,6 +6,9°
T2 30 65,7 +7,4° 65,6 + 6,8 60,9+9,3 56,1 + 10,0
T3 30 62,6 +6,8 62,8+8,1° 56,1+ 10,7° 49,4 +11,6°

I T1 24 734+12,1° 69,0 +12,0° 65,0 + 13,4° 58,6 + 17,8°
T2 24 63,4 + 15,9° 52,0 +15,7¢ 49,0 + 22,4 42,2 +23,3¢
T3 24 77,2+10,4° 71,3 +13,4° 66,5+ 15,2° 62,2 +10,5°
T4 24 63,6 + 14,4° 54,5 + 16,2 50,9 + 18,6 42,7+22,1°

a, b na mesma coluna, no experimento I, indicam diferenca significativa (P<0,05).

¢, d na mesma coluna, no experimento Il, indicam diferenca significativa (P<0,05).
T1=120h a 17°C e T2= 24h a 17°C + 96h a 5°C (Experimentos I e I1).

T3=120h a 5°C com queda lenta de temperatura (Experimento I).

T3=8ha22°C + 112h a 17°C, e T4= 8h a 22°C + 16h a 17°C+ 96h a 5°C (Experimento II).

Tabela 3 - Percentuais de membranas integras (média + desvio-padrdo) de sémen suino resfriado em BTS

Momento de avaliagéo (horas)

Experimento Tratamento n
48 72 96 120

I T1 30 73,1+12,0° 76,6 +6,0° 76,7 +7,0° 76,8 + 8,0°
T2 30 68,8 +8,5° 67,7479 64,8+ 8,0° 61,9+95
T3 30 66,0 + 6,0 64,9+9,2° 63,8+ 8,1° 60,8 +8,0°

I T1 24 73,8+8,3° 71,5+11,3° 72,9+ 10,6° 70,1 +13,5°
T2 24 66,8 +9,7° 59,1 + 10,5 55,6+ 12,2 59,0 + 12,9
T3 24 749 +7,0° 741+98° 72,0+11,2° 69,7 +11,2°
T4 24 68,3 +5,2° 61,2 + 12,6 60,5 + 12,6 59,1+ 13,9

a, b na mesma coluna, no experimento |, indicam diferenca significativa (P<0,05).

¢, d na mesma coluna, no experimento Il, indicam diferenca significativa (P<0,05).
T1=120h a 17°C, e T2=24h a 17°C + 96h a 5°C (Experimentos | e II).

T3=120h a 5°C com queda lenta de temperatura (Experimento I).

T3=8ha 22°C + 112h a 17°C, e T4= 8h a 22°C + 16h a 17°C+ 96h a 5°C (Experimento II).

modo a evitar a variacdo na queda de temperatura. do sémen, o qual exigiu uma incubadora de sémen
No entanto, essa pratica permitiu a utilizacdo de mantida a 17°C e outra a 5°C.

apenas uma incubadora de sémen, mantida a 5°C, Varios autores demonstraram que 0s
diferentemente do procedimento de incubag&o prévia espermatozéides aumentam sua resisténcia ao choque
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térmico quando incubados por certo periodo, em
temperaturas acima de 15°C (PURSEL et al., 1972ab/
1973ab; TAMULI & WATSON, 1994; MAXWELL
& JOHNSON, 1997). Em ambos 0s experimentos,
indices de motilidade superiores a 60% foram
observados nas 48h de armazenamento, em todas as
amostras de sémen submetidas a um periodo de
incubacdo, antes de serem armazenadas a 5°C (Tabela
2). PURSEL et al. (1973b) constataram que periodos
de incubacéo de 3,5 e 6,5h a 24-26°C resultaram em
maiores indices de MOT e ACN do que 0,5h de
incubagdo, para 0 sémen armazenado por 120h a 5°C.
WEBER (1989) avaliou o efeito de diferentes
temperaturas (25, 20 e 15°C) e periodos (0, 4, 8 e 24h)
de incubacéo, antes do resfriamento a 5°C, tendo o
sémen incubado por 24h apresentado indices de
motilidade entre 60 e 70%, ndo diferindo para as
temperaturas de incubagdo, mas sendo superiores aos
periodos de 4 e 8h de incubagio. PEREZ-LLANO &
GARCIA-CASADO (2003) observaram maior
percentual de motilidade e de acrossomas normais no
sémen incubado a 15°C antes de ser armazenado a
5°C, em comparagdo ao sémen sem incubacao prévia.
Esses autores constataram que 3h de incubacdo ndo
foram suficientes para amenizar os efeitos deletérios
do choque térmico, sendo necessarias 12 a 24h de
incubacéo prévia, para o sémen armazenado a 5°C.

No experimento Il, no qual foram testados
diferentes periodos e temperaturas de incubacéo, foi
verificado que ndo ha diferenca entre efetuar a
incubacéo por 24h a 17°C ou associar um periodo de
8h a 22°C com 16h a 17°C, antes do armazenamento a
5°C (Tabelas 2 e 3). Isto mostra que um periodo de
incubacdo em temperatura superior a 17°C ndo €
necessario, o que facilitaria a incubagdo antes do
armazenamento a 5°C, pois a mesma seria efetuada
em apenas uma etapa de 24h.

Também foi constatado, no experimento I,
que os percentuais de MOT e MI, do sémen
armazenado a 17°C, ndo foram influenciados pelo
tempo de permanéncia a 22°C, por um periodo de 2
ou 8h (Tabelas 2 e 3). Esta observagdo indica que é
possivel manter o0 sémen suino por um periodo superior
ao de 90 minutos, normalmente recomendado para seu
equilibrio, em temperatura ambiente (20 a 24°C), antes
do resfriamento a 15-18°C. N&o haveria, assim, a
necessidade de seguir tdo rigorosamente o periodo de
90 minutos podendo, inclusive, ser benéfico para o
envio de doses até a propriedade, o qual pode ser
efetuado durante esse periodo, antes que 0 sémen seja
submetido a temperatura final de armazenamento.

No presente estudo, os menores indices de
MOT e MI do sémen mantido a 5°C, em comparacao

aquele mantido a 17°C, mostram que, mesmo com
queda lenta de temperatura ou incubago prévia, ainda
devem ter ocorrido perturbagdes de permeabilidade
de membrana e desequilibrio iénico intra e extracelular
(DE LEEUW et al., 1990/1991) que, conforme
WATSON (1996), podem reduzir a viabilidade
espermatica.

CONCLUSOES

O sémen suino pode ser mantido a 22°C por
2 ou 8h, antes de ser armazenado a 17°C. No sémen
armazenado a 5°C, viabilidade espermatica semelhante
é obtida com utilizacao de curva lenta de resfriamento,
incubacéo prévia de 24h a 17°C ou incubagdo prévia
por 8h a 22°C mais 16h a 17°C. O resfriamento a 5°C
ainda precisa ser otimizado para obter viabilidade
espermatica semelhante a observada com o
armazenamento a 17°C. Os indices de viabilidade
espermatica obtidos ndo permitem recomendar 0 uso
de sémen armazenado a 5°C, em diluente BTS.
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