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RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do periodo de equilibrio pré-congelamento
e da sensibilidade ao resfriamento sobre a qualidade do sémen suino congelado. Foram utilizados dez
ejaculados de cada um dos 8 machos doadores. A motilidade de doses de sémen preparadas a partir
dos mesmos ejaculados utilizados no congelamento, foi avaliada simultaneamente, durante o resfriamento
a 15°C, a cada 24h. A porcao de cada ejaculado destinada ao congelamento foi separada em duas
partes que foram submetidas a equilibrio prévio, a 20°C, curto (1,5h) ou longo (20h). As palhetas foram
descongeladas a 37°C por 20 segundos e seu conteudo (0,5mL) foi diluido (1:6) em Beltsville Thawing
Solution (BTS). Foram avaliados a motilidade (MOT), acrossomos normais apds o descongelamento
(NARPD) e apés o teste de termoresisténcia (NARTTR), e membranas integras (Ml). Para a analise
estatistica, os ejaculados foram separados, de acordo com sua sensibilidade ao resfriamento, em dois
grupos: motilidade <60% (grupo E1) e motilidade >60% (grupo E2), no quinto dia de armazenamento a
15°C. Ejaculados com diferente sensibilidade ao resfriamento apresentaram resposta similar ao
congelamento (P>0,05). O equilibrio por 20h ndo apresentou diferengcas na MOT e Ml (P>0,05), mas o
NARPD e NARTTR foram superiores (P<0,05), em comparagéo a 1,5h. Ndo ha associagao entre a
sensibilidade ao resfriamento, com base na avaliagdo da motilidade, e a viabilidade do sémen apds o
congelamento. Um maior periodo de equilibrio (20h), antes do congelamento, permite manter maior
integridade do acrossomo, apds descongelamento.
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ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the influence of the equilibration time and chilling
sensitivity on the quality of frozen swine semen. Ten ejaculates from each of 8 boars were used. Motility
of semen doses prepared from the same ejaculates submitted to freezing and stored at 15°C was
simultaneously evaluated, at 24h intervals. From each ejaculate the portion destined to freezing was
separated in two parts which were submitted to a short (1.5h) or long (20h) equilibration period, at 20°C.
The straws were thawed at 37°C for 20 seconds and the content (0,5mL) was extended in Beltsville
Thawing Solution (BTS) (1:6). Motility (MOT), normal acrosomes, after both thawing (NARPD) and
thermoresistance test (NARTTR), and membrane integrity (MI) were evaluated. For statistical analysis,
the ejaculates were separated according to their cooling sensitivity, in two groups: motility <60% (group
E1) and >60% (group E2), at the fifth day of storage at 15°C. Ejaculates with different chilling sensitivity
showed a similar response to freezing (P>0.05). There were no differences in MOT and MI, but 20h
equilibration was associated with an increase (P<0.05) in NARPD and NARTTR, in comparison to 1.5h
equilibration. There is no association between the sensitivity to cooling, based on the motility evaluation
during storage at 15°C, and the semen viability after freezing. A greater equilibration time (20h) before
freezing allows the maintenance of higher acrosome integrity after thawing.
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Introducgao

Aproximadamente 99% das 19 milhdes de
inseminagdes de suinos feitas anualmente no
mundo (JOHNSON et al., 2000) empregam o
sémen resfriado a 15-18°C pelo fato da
fertilidade ser similar & observada com monta
natural (JOHNSON, 1998). Os baixos indices
de fertilidade, os protocolos extremamente
laboriosos e a variagdo na congelabilidade
entre os doadores de sémen tém dificultado o
emprego rotineiro de sémen congelado.

O congelamento do sémen causa danos ao
acrossomo, declinio da motilidade, perda da
integridade da membrana plasmatica e redugéo
da atividade metabdlica dos espermatozéides
(ERIKSSON e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1996;
HOLT e MEDRANO, 1997), levando a perda
de sua capacidade fecundante. Com o
emprego de sémen congelado, os indices
reprodutivos sdo insatisfatérios quando
comparados aos obtidos com sémen resfriado,
observando-se reducdes de 10 a 20% na taxa
de parto e de 1 a 2 leitbes por leitegada
(HOFMO e ALMLID, 1991).

Pela grande  sensibilidade dos
espermatozoides suinos a temperaturas
inferiores a 15°C, um tempo minimo de
equilibrio, acima dessa temperatura, é
necessario para diminuir os efeitos deletérios
do choque térmico e aumentar, assim, a
viabilidade espermatica apds descongelamento
(SALAMON, 1973). Efeito benéfico de um
periodo prévio de incubacgao tem sido mostrado
para sémen resfriado a 5°C (WEITZE et al.,
2000) ou congelado (KOTZIAS-BANDEIRA,
1997; ERIKSSON et al., 2001).

Para obter bons indices de produtividade, o
uso do sémen resfriado ndo deve ultrapassar
trés dias de armazenamento. Por isso, ha
interesse em desenvolver estudos para
aperfeicoar o protocolo de congelamento de
sémen suino, de modo a obter maior viabilidade
espermatica apos o descongelamento e,
possivelmente, aumentar os indices de
fertilidade in vivo.

O presente trabalho teve como objetivo
estudar a influéncia da sensibilidade ao
resfriamento e do tempo de equilibrio pré-
congelamento sobre a qualidade espermatica
apos o congelamento.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no periodo de
janeiro a julho de 2000, em uma central de
inseminagéao climatizada, localizada no Estado
de Santa Catarina. Nas instalagdes de coleta
de sémen e de alojamento dos machos, as
meédias de temperatura interna minima e
maxima foram de 21 e 25°C, respectivamente.

Oito machos doadores de sémen (hibridos
de uma linhagem comercial composta por
Landrace, Large White e Pietrain), com idade
entre 20 e 42 meses, foram submetidos a
coletas de sémen com intervalos de trés a
quatro dias. Foram utilizados 10 ejaculados de
cada macho. O sémen foi mantido em banho-
maria a 32°C e, por microscopia, fez-se a
avaliagdo da motilidade, da concentragéo e da
morfologia espermatica. Os critérios utilizados
para a escolha dos ejaculados foram os de
motilidade superior a 75% e alteragdes
morfoldgicas inferiores a 20%.

Os ejaculados foram diluidos na proporgéao
1:1 com diluente BTS, a 32°C (50mL de sémen
+ 50mL de Beltsville Thawing Solution (BTS).
Cada ejaculado foi dividido em duas fragoes,
uma delas foi submetida a um periodo de
equilibrio curto (1h e 30min; EC) e a outra a
um periodo longo (20h; EL) a 20°C, antes de
serem resfriadas a 15°C por 2h e 30 min. As
amostras foram congeladas com 2% de glicerol
na concentracao final e envase em palhetas
de 0,5mL. O sémen foi centrifugado (800 g por
10 minutos, a 15°C) e, ao final, o sobrenadante
foi desprezado e o sedimento foi diluido com o
diluente de resfriamento (DR - 80mL de solugéo
de lactose 11%; 20mL de gema de ovo). A
concentracao de espermatozoides no pellet foi
estimada utilizando camara hemocitométrica e,
posteriormente, foi determinado o volume de
ressuspensao do DR necessario para atingir a
concentracao de 1,5 x 10°espermatozoéides/mL.
Os espermatozoides foram mantidos em
contato com o DR, a 5°C, por 1h e 30 min,
quando foi adicionado o diluente de
congelamento (DC - 72,5mL de lactose 11%;
20mL de gema de ovo; 6mL de glicerol; 1,5mL
de Orvus-es-Paste), até atingir concentragao
final de 1,0 x 10° espermatozoides/mL.
Imediatamente apds ter sido acrescentado o
DC, foi realizado o envase em palhetas médias
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(0,5mL), as quais foram manualmente
submetidas a vapor de nitrogénio (-120°C),
durante 20 minutos e, posteriormente,
mergulhadas em nitrogénio liquido a -196°C.

As palhetas foram descongeladas em banho-
maria a 37°C por 20 segundos e o0 seu conteudo
foi diluido (1:6) em BTS. Apds 10 minutos a
37°C, foram avaliados os percentuais de
espermatozdides moveis (MOT), de
acrossomos normais (NAR) e de membranas
integras (MI). A MOT e NAR também foram
avaliados apods o teste de termoresisténcia
(TTR), caracterizado pela incubacado da
amostra diluida, em banho-maria a 37°C, por
2h (ALMLID e JOHNSON, 1988). Trés amostras
de cada palheta descongelada foram
submetidas a avaliagdo da motilidade pelo
método subjetivo de microscopia (100x). A
morfologia do acrossomo foi avaliada a partir
da mistura de 40uL de sémen descongelado
em 1mL de formol citrato 2,9%. Foram
analisadas 200 células espermaticas ao
microscopio optico de contraste de fase
(1000x), entre [amina e laminula.

A integridade das membranas espermaticas
foi avaliada de acordo com o método de
HARRISON e VICKERS (1990), com os
corantes diacetato de carboxifluoresceina
(20mM) e iodeto de propidio (7,3mM). As
amostras foram incubadas por oito minutos a
30°C em banho-maria. Apds esse periodo de
incubacao, foi examinada uma aliquota de 4pl,
entre lamina e laminula, em microscépio de
epifluorescéncia (filtro EX/DM/BF= 450-490/
510/520nm), em aumento de 1000x. Foram
avaliadas 400 células por amostra, as quais
foram classificadas conforme descrito por
ORTMAN e RODRIGUEZ-MARTINEZ (1994).

A motilidade de doses de sémen preparadas a
partir de todos os ejaculados utilizados no
congelamento, foi avaliada simultaneamente,
durante o resfriamento a 15°C, a cada 24h. Os
ejaculados foram classificados, de acordo com a
manutencdo da motilidade, em dois grupos:
motilidade <60% (grupo E1) e motilidade >60%
(grupo E2), no quinto dia de armazenamento a 15°C.

A analise dos dados foi efetuada com o
procedimento GLM (SAS, 1998). Foram
considerados os efeitos do tempo de equilibrio
pré-congelamento, da sensibilidade dos
ejaculados ao resfriamento, dos machos, e das

interacdes duplas entre esses fatores. As
médias foram calculadas pelo LSMeans e o
teste t, em nivel de 5% de significancia, foi
utilizado para compara-las. Foi analisada a
correlacado entre a motilidade durante o
resfriamento e a viabilidade apoés
congelamento.

Resultados e Discussao

A motilidade média do sémen apds a diluicao,
antes da incubagao e congelamento, foi 89,4 +
1,8. Apds o descongelamento, os resultados
médios de MOT, NAR e MI foram
respectivamente 51, 65 e 38%, dentro das
variagdes observadas por outros autores, no
congelamento de sémen suino (ALMLID e
JOHNSON, 1988; BERGER e
FISCHERLEITNER, 1992; ORTMAN e
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1994).

Nao houve diferenca entre os periodos de
equilibrio quanto a motilidade (P>0,05), mas foi
verificada superioridade (P<0,05), quanto ao
percentual de acrossomos normais, apos o
descongelamento e apds teste TTR, nas
amostras submetidas a 20h de equilibrio
(TABELA 1). A auséncia de efeito da interacéo
entre o tempo de equilibrio e a sensibilidade
dos ejaculados (P>0,05) mostra que o equilibrio
por 20h nao trouxe maiores beneficios aos
ejaculados menos resistentes ao resfriamento.
Segundo PURSEL e PARK (1985), um tempo
de equilibrio é necessario antes de submeter
os espermatozdides ao congelamento, de
modo a diminuir os efeitos deletérios do choque
térmico sobre os espermatozoides. KOTZIAS-
BANDEIRA (1997), utilizando envase em
macrotubos, verificou superioridade de 13% na
motilidade e de 8% nos acrossomos normais,
apo6s o descongelamento, quando o tempo de
equilibrio a 20°C passou de 1h e 30min para
20h. Emrelacao a integridade das membranas,
nao foram detectadas diferengas entre os
periodos de equilibrio longo e curto, no presente
estudo, contrariamente ao observado por
ERIKSSON et al. (2001), os quais trabalharam
com equilibrio a 17°C e observaram aumentos
significativos de 5% e 4% na integridade das
membranas espermaticas, para os tempos de
10 e 20h, respectivamente, em relagdo ao
grupo de 3h a 17°C.
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TABELA 1 — VIABILIDADE DE SEMEN SUINO CONGELADO (PERCENTUAL MEDIO + DESVIO-PADRAO),
DE ACORDO COM O TEMPO DE EQUILIBRIO PRE-CONGELAMENTO E A SENSIBILIDADE

DOS EJACULADOS AO RESFRIAMENTO.

Caracteristicas Tempo de Sensibilidade ao resfriamento
de viabilidade equilibrio
espermatica EC (n=79) EL (n=80) E1 (n=93) E2 (n=66)
Motilidade pos- 51,4 +£9,5 51,4 +£9,9 50,9+£9,9 51,9+£9,2
descongelamento
Motilidade pos- 39,4 +£149 41,4+11,6 39,2+12,9 41,6 +13,6
TTR
NAR pos- 60,5+17,3a 69,9+ 13,7b 65,5+ 16,4 64,9 £ 15,7
descongelamento
NAR pos-TTR 294+152a 33,4+13,9b 30,9 £ 14,1 31,9+£14,5
MI pos- 39,3+£12,7 36,9+13,4 37,0 £ 13,1 39,1 £13,0

descongelamento

Valores seguidos por letras distintas na linha, dentro do tempo de equilibrio, diferem entre si (P<0,05).

NAR= acrossomos normais; MI= membranas integras.

TTR= teste de termoresisténcia.
EC= 1h e 30min de equilibrio a 20°C.
EL= 20h de equilibrio a 20°C.

E1= motilidade <60% no quinto dia de armazenamento a 15°C.
E2= motilidade *60% no quinto dia de armazenamento a 15°C.

O efeito do macho foi mantido no modelo de
analise estatistica pois 0 mesmo foi significativo
para todos os itens de viabilidade espermatica
estudados. As diferengas entre machos quanto
a viabilidade espermatica apds o congelamento
confirmam observagdes anteriores (FISER et al.,
1996; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1996;
ROCA et al., 2000). A diferenca na resisténcia do
sémen ao resfriamento entre machos suinos
também é relatada (MARIANO, 1988; PAULENZ
et al., 2000; REIS et al., 2002), embora sejam
escassas as informacodes a respeito da relagdo
entre a resisténcia ao resfriamento e a resisténcia
ao congelamento. MARIANO (1988) relatou que
nem todos os machos classificados como de boa
resisténcia ao resfriamento (>50% de motilidade
apos 48h a 15°C) apresentaram boa resposta
ao congelamento, sendo que alguns deles
tiveram motilidade inferior a 30%, apods
descongelamento. Considerando as possiveis
variagdes que podem existir na resisténcia ao
resfriamento entre ejaculados de um mesmo
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macho (REIS et al., 2002), no presente estudo
os ejaculados foram agrupados de acordo com
a capacidade de manter a motilidade durante o
armazenamento, independentemente de que
macho eram provenientes. Mesmo assim, os
ejaculados de maior manutencédo da motilidade
durante o resfriamento a 15°C, nao diferiram na
sua motilidade, integridade de membrana e de
acrossomo, apos descongelamento, daqueles
mais sensiveis ao resfriamento. BERGER e
FISCHERLEITNER (1992) n&do observaram
correlacao significativa da motilidade pos-
descongelamento com a motilidade do sémen in
natura ou com o0 numero de dias para que a
motilidade do sémen resfriado a 15°C atingisse
um valor inferior a 30%. No presente estudo,
houve correlacao significativa (P<0,05) entre a
motilidade nas 120h e todos os parametros de
viabilidade espermatica, pds-congelamento,
mas a mesma foi baixa, com coeficientes
variando de 0,21 a 0,27.

O fato de machos apresentarem fertilidade
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nos indices comercialmente aceitaveis e
responderem ao congelamento de forma
diferente da prevista, dificulta o processo de
selegcdo de doadores para o congelamento de
sémen. Em condicdes praticas, seria importante
prever a resposta de um determinado macho
frente ao congelamento. A comprovagao da
manutencgao da resisténcia ao resfriamento nos
ejaculados de um mesmo doador poderia
auxiliar na escolha do macho cujo sémen seria
de boa congelabilidade. No entanto, a variagéao
entre ejaculados de um mesmo macho e o fato
dos ejaculados de boa resisténcia ao
resfriamento nao terem apresentado melhor
comportamento apds o congelamento, invalida
essa possibilidade. A exposicdo dos
espermatozoéides a 10°C, conforme sugerido
por PAULENZ et al. (2000), ou mesmo
temperaturas inferiores, talvez permitam
evidenciar melhor a diferenga na
congelabilidade dos ejaculados ou dos machos,
mas sao necessarios estudos nesse sentido.

Conclusoes

O equilibrio pré-congelamento por 20h
confere maior estabilidade ao acrossomo, apoés
o descongelamento, em comparagao ao
equilibrio por 1h e 30min. O fato do periodo de
equilibrio de 20h nao ter acarretado danos
espermaticos, abre a possibilidade de enviar
as amostras de sémen para que sejam
congeladas em locais diferentes dos de coleta.
A resisténcia do sémen ao resfriamento,
avaliada pela manutencdo da motilidade a
15°C, nao permite prever a sua resposta ao
congelamento.
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