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SUMARIO

JULIANO, FLAVIO, Universidade Federal de Pelotas, agosto de 2005. Efeito dos
diluentes pigpel-5 e pigpel-5 plus sobre a qualidade do sémen suino
acondicionado a 5°C e 17°C. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias —
Reprodugédo Animal). Faculdade de Veterinaria. Orientador: Marcio Nunes Corréa.

A utilizagdo de caixas acondicionadoras com termostato regulavel faz-se
necessaria, quando se utilizam diluentes capazes de manter a qualidade das
doses inseminantes entre 15 e 18°C. Porém, é importante considerar que estas
caixas apresentam um custo elevado e quando submetidas a grandes variagdes
de temperatura ambiente, apresentam dificuldade em manter estavel a
temperatura interna na amplitude desejada. Além disso, a temperatura de
estocagem do sémen suino entre 15 e 18°C limita seu transporte, restringindo seu
tempo de vida util e permitindo o crescimento bacteriano. O objetivo deste estudo
foi avaliar a qualidade do sémen suino acondicionado no diluente PIGPEL-5, em
que se utilizou gema de ovo como crioprotetor e no diluente PIGPEL5 Plus, com
lipoproteina de baixa densidade (LDL), extraida da gema do ovo, como
crioprotetor. No experimento 1, as doses inseminantes foram armazenadas
utilizando-se caixas acondicionadoras a 5°C e 17°C, comparando-se 0s
resultados entre os diluentes PIGPEL-5 e PIGPEL5 Plus, e dos mesmos em
relacdo ao diluente BTS, acondicionado a 17°C, com o objetivo de comprovar a
versatilidade dos diluentes em diferentes temperaturas de armazenamento. Os
mesmos diluentes foram testados, no experimento 2, utilizando-se geladeira
comercial e caixa acondicionadora de sémen, ambas a 5°C, objetivando
comprovar a eficacia dos diluentes testados quando acondicionados em
geladeiras sem controle rigido de temperatura. Em ambos experimentos foram
realizados testes de motilidade, morfologia espermatica e integridade funcional da
membrana através do choque hiposmotico. No experimento 1, o diluente PIGPEL-
5 manteve a motilidade espermética, a 5°C e a 17°C, especialmente até 48 h de
acondicionamento, ndo ocorrendo beneficio com a adicdo de LDL. Quanto ao
choque hiposmoético, o diluente PIGPEL5S Plus a 17°C foi superior (P<0,05) nas
48h aos diluentes a 5°C, e nas 72h foi superior (P<0,05) ao PIGPEL-5 a 17°C e
BTS. O percentual de espermatozoides com morfologia normal nao diferiu



(P>0,05) entre os diferentes diluentes, a partir das Oh de acondicionamento.
Quanto ao uso de geladeira comercial (experimento 2), os resultados nao
diferiram entre os diluentes testados (P>0,05). Ficou demonstrada a eficacia do
diluente PIGPEL-5 quando acondicionado a 5°C e a 17°C, com gema de ovo ou
na substituicio desta por LDL (PIGPEL5 Plus), mantendo a qualidade
espermatica nos testes de motilidade, morfologia espermatica e integridade
funcional da membrana. Ficou demonstrado ainda a possibilidade do seu uso,

tanto em caixa acondicionadora quanto em geladeira comercial.

Palavras - chaves: sémen suino, lipoproteina de baixa densidade, temperatura



SUMMARY

JULIANO, FLAVIO, Universidade Federal de Pelotas, agosto de 2005. Effect of
diluents pigpel-5 and pigpel-5 plus under the quality of swine semen
packaged at 5°C and 17°C. Advisor: Marcio Nunes Corréa.

The use of freezing packages with adjustable thermostat is necessary when we
use diluents that are able to keep the quality of the inseminating doses between
15°C and 18°C. However, it is important to consider that these packages are
expensive and when submitted to great variation of ambient temperature they
present difficulty to keep the internal temperature in the desired amplitude.
Besides this, the swine semen storage between 15°C and 18°C limits its
transportation, constraining its useful lifetime and allowing bacterial growth. The
goal of this study was to evaluate the quality of swine semen preserved in diluent
PIGPEL-5, in which we added egg yolk as cryoprotectant and also to evaluate the
quality of PIGPEL5 Plus, in which we added low density lipoprotein (LDL),
extracted from egg yolk as cryoprotectant. In experiment 1 the inseminating doses
were stored using freezing packages at 5°C and 17°C, to compare the results
between diluents PIGPEL-5 and PIGPEL5 Plus, and these results related to
extensor BTS, packaged at 17°C in order to prove the versatility of the diluent in
different storage temperatures. The same diluents were tested in experiment 2,
using commercial fridge and semen freezing package, both at 5°C, in order to
prove the efficacy of the tested diluents when they are kept in fridges without
severe control of temperature. In both experiments motility tests, sperm
morphology and functional integrity of membrane through hypoosmotic shock were
accomplished. In experiment 1, diluent PIGPEL-5 kept its sperm motility at 5°C
and at 17°C, especially until 48h of packaging, not showing any benefit when LDL
was added. As for hypoosmotic shock, the diluent PIGPEL5 Plus at 17°C was
superior (P<0,05) in the 48h than PIGPEL-5 at 17°C and BTS. The percentage of
sperms with normal morphology did not differ (P>0,05) between the different
diluents as from Oh of packaging. As for the use of commercial fridge (experiment
2), the results did not differ between the tested diluents (P>0,05). The
effectiveness of PIGPEL-5 when packaged at 5°C and 17°C with egg yolk
(PIGPELS5 Plus) keeping the sperm quality in the motility tests, sperm morphology



and functional integrity of the membrane was demonstrated. The possibility of its

use both in freezing package and in commercial fridge was also demonstrated.

Key words: swine semen, low density lipoprotein, temperature
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INTRODUGAO GERAL

A carne suina representa aproximadamente 40% do total de carnes
consumidas no mundo (ROPPA, 2004), constituindo-se em uma importante fonte
alimentar na dieta do homem. De 1993 a 2003, a producdo de carne suina no
mundo aumentou de 73 para 94 milhdes de toneladas por ano, de acordo com
GERRITS et al. (2005). Além disso, € projetado que a demanda de carne suina ira
aumentar para 125 milhées de toneladas anuais até 2020 (DELGADO et al.,
1999). Esse aumento de produgdo deve ocorrer especialmente nos paises em
desenvolvimento. O Brasil possui 0 4° maior rebanho mundial de matrizes suinas
(3,025 milhdes de fémeas), cuja producdo destaca o Brasil como o 5° maior
produtor mundial de carne suina, atingindo 2,69 milhdes de toneladas em 2003,
que corresponde a 3% do mercado mundial (ROPPA, 2004). Neste contexto, a
cadeia produtiva da suinocultura constitui um importante segmento do
agronegocio brasileiro.

O aumento da eficiéncia de producao na suinocultura observado nos ultimos
anos é resultado da implementacédo de novas biotécnicas e praticas de producgéao,
principalmente nas areas de reproducao, nutricdo, sanidade e ambiéncia. Dentre
estas biotécnicas, a inseminacgao artificial (I1A) tem se desenvolvido muito, devido
especialmente ao fato de permitir a difusdo de sémen de animais geneticamente
superiores para um numero muito maior de fémeas quando comparada a monta
natural.

A grande maioria das IA em suinos realizadas no mundo utiliza sémen diluido
e acondicionado a temperaturas entre 15 e 18°C, por um periodo de 1 a 5 dias,
sendo 85% realizadas no dia da coleta do sémen ou no dia seguinte (JOHNSON
et al., 2000). O diluente de sémen suino mais utilizado € o Beltsville Thawing
Solution (BTS), desenvolvido por PURSEL & JOHNSON (1975), que inicialmente
foi utilizado para congelamento de sémen e posteriormente adaptado para o
acondicionamento do sémen entre 15 e 18°C, por trés dias. Alguns diluentes tém
sido desenvolvidos a fim de possibilitar um aumento no tempo de estocagem de 3
para 5 a 7 dias (LEVIS, 2000), ou mesmo possibilitar o armazenamento do sémen
a 5°C (CORREA, 2002).
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Entretanto, quando se utilizam diluentes capazes de manter a qualidade das
doses inseminantes entre 15°C e 18°C, se faz necessario a utilizacao de caixas
acondicionadoras com termostato regulado para este intervalo de temperatura.
Porém, é importante considerar que estas caixas apresentam um custo elevado,
principalmente para pequenas unidades de produgdo de suinos e quando
submetidas a variacbes de temperatura ambiente, apresentam dificuldade em
estabilizar a temperatura interna na amplitude desejada. Além disso, a
temperatura de estocagem entre 15 e 18°C limita o transporte do sémen, pois
além de exigir caixas térmicas especificas, restringe o tempo de vida util do
sémen, ja que ndo impede a atividade metabdlica da célula, nem o crescimento
bacteriano.

Com isso, uma alternativa seria utilizar diluentes que possibilitem o
acondicionamento de sémen suino em refrigeradores domésticos com
temperatura média de 5°C, o que permitiia uma maior disseminagcdo da
inseminacao artificial, pela possibilidade da utilizacdo da técnica por todos os
sistemas de producdo, mesmo em unidades com menor disponibilidade de
recursos financeiros. Sendo assim, unidades de producdo de qualquer porte

poderiam desfrutar dos beneficios da inseminacao artificial.

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do diluente PIGPEL-5
(CORREA, 2002) quando utilizado para acondicionar sémen suino tanto a 5°C
quanto a 17°C, objetivando comprovar a versatilidade do diluente em diferentes
temperaturas de acondicionamento; testar o desempenho do sémen diluido com o
PIGPEL-5 e armazenado em geladeiras domésticas, comparando ao
desempenho do sémen preservado em geladeiras com temperatura controlada,
objetivando comprovar a eficacia do diluente quando acondicionado sem controle
rigido de temperatura; agregar a férmula do diluente PIGPEL-5 lipoproteinas de
baixa densidade (PIGPELS5 Plus), visando maximizar o desempenho do diluente

quanto a manutencao da qualidade espermatica apds acondicionamento.
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EFEITO DOS DILUENTES PIGPEL-5 E PIGPEL-5 PLUS SOBRE A
QUALIDADE DO SEMEN SUINO ACONDICIONADO A 5°C E 17°C

EFFECT OF DILUENTS PIGPEL-5 AND PIGPELS5 PLUS UNDER THE QUALITY
OF SWINE SEMEN PACKAGED AT 5°C AND 17°C

Flavio Juliano, Ivan Bianchi, Carolina Goncalves Serret, Thomaz Lucia Jr.,
Joao Carlos Deschamps, Marcio Nunes Corréa

Laboratério de Reproducao Animal - Centro de Biotecnologia,
Faculdade de Veterinaria
Campus Universitario s/n° — Caixa Postal 354 — CEP 96010-900
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do sémen suino preservado no
diluente PIGPEL-5, no qual se utiliza gema de ovo como crioprotetor externo de
membrana espermatica, e no diluente PIGPEL5 Plus, com lipoproteina de baixa
densidade (LDL) como crioprotetor. No experimento 1, as doses inseminantes
foram armazenadas utilizando-se caixas acondicionadoras a 5°C e 17°C,
comparando-se os resultados entre os diluentes PIGPEL-5 e PIGPEL5 Plus, e
dos mesmos em relagdo ao diluente BTS, acondicionado a 17°C, com o objetivo
de comprovar a versatilidade dos diluentes em diferentes temperaturas de
armazenamento. Os mesmos diluentes foram testados, no experimento 2,
utilizando-se geladeira comercial e caixa acondicionadora de sémen, ambas a
5°C, objetivando comprovar a eficacia dos diluentes testados quando
acondicionados em geladeiras sem controle rigido de temperatura. Em ambos
experimentos foram realizados testes de motilidade, morfologia espermatica e
integridade funcional da membrana através do choque hiposmético. No
experimento 1, o diluente PIGPEL-5 manteve a motilidade espermatica, a 5°C e a
17°C, especialmente até 48 h de acondicionamento, ndo ocorrendo beneficio com
a adicao de LDL. Quanto ao choque hiposmético, o diluente PIGPEL5 Plus a 17°C
foi superior (P<0,05) nas 48h aos diluentes a 5°C, e nas 72h foi superior (P<0,05)
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ao PIGPEL-5 a 17°C e BTSO percentual de espermatozéides com morfologia
normal nao diferiu (P>0,05) entre os diferentes diluentes, a partir da Oh de
acondicionamento. Quanto ao uso de geladeira comercial (experimento 2), os
resultados nao diferiram entre os diluentes testados (P>0,05). Ficou demonstrada
a eficacia do diluente PIGPEL-5 quando acondicionado a 5°C e a 17°C, com
gema de ovo ou na substituicdo desta por LDL (PIGPEL5 Plus), mantendo a
qualidade espermatica nos testes de motilidade, morfologia espermadtica e
integridade funcional da membrana. Ficou demonstrada a possibilidade do seu
uso, tanto em caixa acondicionadora quanto em geladeira comercial.

Palavras - chaves: sémen suino, lipoproteina de baixa densidade, temperatura

ABSTRACT

The present study was designed to evaluate the quality of the swine semen
preserved in diluent PIGPEL-5 in which egg yolk is added as external
cryoprotectant of the sperm membrane and also to asses the quality of diluent
PIGPEL5 Plus where low density lipoprotein (LDL) was added as cryoprotectant.
In experiment 1, the inseminating doses were stored using freezing packages at
5°C and 17°C comparing the results between PIGPEL-5 and PIGPEL-5 Plus, and
these two related to diluent BTS, stored at 17°C in order to prove the versatility of
the diluents in different storage temperatures. The same diluents were tested, in
experiment 2 using commercial fridge and freezing packages, both at 5°C, to
prove the efficacy of the tested diluents when stored in fridges without severe
control of temperature. In both experiments tests of motility, sperm morphology
and functional integrity of membrane through hypoosmotic shock were
accomplished. The percentage of sperm with normal morphology did not differ
(P>0,05) between the different diluents, time Oh of freezing. As for the use of
commercial fridge (experiment 2) the results did not differ between the tested
diluents (P>0,05). The efficiency of diluent PIGPEL-5 when stored at 5°C and
17°C with egg yolk or substituted by LDL (PIGPEL plus) was proved , keeping
the sperm quality in motility tests, sperm morphology and functional integrity of
the membrane. The possibility of using both freezing package and fridge was also
demonstrated

Key words: swine semen, low density lipoprotein, temperature
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INTRODUCAO

O processo de preservagdo do sémen pelo frio acarreta diversas alteragdes
em componentes essenciais das células espermaticas (acrossoma, nucleo,
mitocondria e membrana plasmatica), reduzindo assim a qualidade do ejaculado,
quando comparado ao sémen fresco (AMIRAT et al., 2004; WATSON, 2000).
Consequentemente, protocolos de resfriamento e congelamento, com a utilizagao
de diluentes, visam prevenir lesbes na membrana celular e a formacéo de gelo
intracelular.

Durante o processamento, o choque térmico € um dos principais fatores que
podem inviabilizar o sémen, causando alteragdes na estrutura e funcionalidade da
membrana plasmatica (CONACANNON & BATISTA, 1989), o que pode levar a
prejuizos na motilidade e morfologia espermaticas (HOLT, 2000).

O espermatozoide suino € muito susceptivel ao choque térmico (POLGE,
1956), que ocorre quando o ejaculado fresco € rapidamente resfriado,
principalmente em temperaturas abaixo de 15°C, o que resulta em perda da
viabilidade de um numero elevado de espermatozéides (JOHNSON et al., 2000).
A resposta de uma membrana celular a baixa temperatura esta fortemente
relacionada com a composicdo da membrana da célula. Por exemplo, as
diferengas nas alteragdes estruturais induzidas pelo frio, entre o espermatozoide
do touro (resistente ao frio) e do macho suino (sensivel ao frio), podem ser
explicadas pelas diferencas na composi¢do das suas membranas espermaticas.
Os principais componentes da membrana, que determinam o comportamento das
fases, sdo os acidos graxos integrantes dos fosfolipidios. A membrana celular dos
espermatozéides € caracterizada pela presenca de acidos graxos de cadeia longa
polinsaturados. Estes acidos graxos correspondem a aproximadamente 65% dos
acidos graxos do espermatozéide da espécie suina. Ja em espécies mais
resistentes, como bovinos, observa-se uma maior proporcdo de acidos graxos
saturados, com uma relagdo entre acidos graxos saturados e insaturados mais
uniforme (POULOS et al., 1973).

Outra importante diferenca entre o touro e o macho suino esta no tipo de
fosfolipidios que compoem a membrana, pois a baixa porcentagem de
fosfatidilcolina (lecitina) e a alta porcentagem de fosfatidiletanolamina e

esfingomielina no macho suino, provoca uma dificuldade da membrana do



O 00 9 O N B~ W =

—_ =
- O

12
13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

15

espermatozéide suino em adquirir estabilidade. Outro fator que influencia o
comportamento termotréfico das membranas é a porcentagem de colesterol. A
relacdo colesterol/fosfolipidio em espermatozoéides suinos € muito baixa e o
colesterol é distribuido assimetricamente, sendo encontrado em maior quantidade
no lado externo do que na monocamada interior da membrana. Esta combinagéo
de caracteristicas estruturais torna a monocamada interna especialmente
vulneravel ao choque térmico (JOHNSON et al., 2000). Alteracbes na sequéncia
ou natureza quimica dos lipidios podem interferir negativamente nos processos
ligados a fertilizagdo. Assim sendo, a diminuicdo da capacidade fertilizante ap6s a
exposicdo ao frio pode estar relacionada a danos em lipidios especificos da
membrana (BUHR et al., 2000).

Neste contexto, as lipoproteinas de baixa densidade podem atuar aumentando
a resisténcia contra o choque térmico, permitindo uma maior qualidade
espermatica de ejaculados submetidos ao acondicionamento a baixas
temperaturas. Estas lipoproteinas sdo moléculas esféricas de 17-60 nm de
didmetro, extraidas da fracdo soluvel da gema do ovo (DEMANIOWICZ et al.,
1996).

A gema de ovo é um dos crioprotetores externos (ENGLAND, 1993) mais
utilizados em diluentes de sémen, em razdo da presencga da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), a qual associa-se a membrana plasmatica protegendo o
espermatozéide do choque térmico (BERGERON et al., 2004; WATSON, 1981).
FOULKES (1977) e GRAHAM & FOOT (1987) sugeriram que a LDL pode aderir a
membrana celular durante o processo de preservacao espermatica. Segundo
ANTON et al. (2003), a LDL forma uma pelicula interfacial entre os acidos graxos
da membrana e a agua. Além disto, BERGERON et al. (2004) comprovaram que
a LDL promove a entrada de fosfolipidios e colesterol para a membrana dos
espermatozéides e também previne a saida de fosfolipidios e colesterol da
mesma, formando um complexo com as proteinas do plasma seminal de modo
que estas ndo fiquem disponiveis para atuarem na membrana. A prevencao do
efluxo de fosfolipidios e colesterol confere a célula espermatica maior resisténcia
ao choque térmico. Entretanto, a gema de ovo utilizada na composi¢do de
diversos diluentes contém outras substancias que dificultam a respiragao celular
(TOSIC & WALTON, 1946) e diminuem a motilidade espermatica (PACE &
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GRAHAM, 1974), além de poder ser um risco de contaminacdo por
microorganismos (BOSSEAU et al., 1998).

O objetivo deste estudo foi testar o desempenho do sémen diluido com o
diluente PIGPEL-5 (CORREA, 2002) e armazenado em geladeiras domésticas,
comparando ao desempenho do sémen preservado em caixas acondicionadoras
com temperatura controlada, objetivando comprovar a eficacia do diluente quando
acondicionado sem controle rigido de temperatura, bem como avaliar o
desempenho do diluente PIGPEL-5 quando utilizado para acondicionar sémen
suino tanto a 5°C quanto a 17°C, objetivando comprovar a versatilidade do
diluente em diferentes temperaturas de acondicionamento. A substituicdo da
gema de ovo por LDL como crioprotetor do diluente (PIGPEL5 Plus) também foi
testada, visando maximizar o desempenho do diluente quanto a manutencao da

qualidade espermatica ap6s acondicionamento.

MATERIAL E METODOS

Animais

O presente estudo foi conduzido com a utilizagdo de ejaculados provenientes
de 3 machos suinos F1 (Landrace x Large White) com fertilidade conhecida e
aproximadamente 12 meses de idade e locados na Fazenda da Palma, da
Universidade Federal de Pelotas-RS (Brasil). Os machos foram alojados e
manejados em iguais condigcdes zootécnicas quanto a espaco de alojamento e
temperatura ambiente. O arracoamento foi feito de acordo com a condi¢ao
corporal dos animais, duas vezes ao dia com dieta elaborada segundo

recomendacdes nutricionais constantes no NRC (1998).

Coleta dos ejaculados

Os ejaculados foram coletados semanalmente, apds criteriosa higienizacao da
regido prepucial dos machos, utilizando-se o método da méo-enluvada, seguindo
recomendacdes de BEARDEN & FUQUAY (1997).
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O trabalho constou de dois experimentos, Experimento 1 e Experimento 2:

Experimento 1

Foram utilizados quatro ejaculados de cada um dos trés machos. Apds a
coleta e avaliacao inicial, o ejaculado de cada macho foi diluido em condigbes
isotérmicas em cada um dos trés diluentes: BTS (PURSEL & JOHNSON, 1975),
PIGPEL-5 (CORREA, 2002) e PIGPEL-5 adicionado de LDL (PIGPEL5 Plus). No
diluente PIGPEL-5 é utilizada gema de ovo como crioprotetor extracelular, ja no
diluente PIGPEL5 Plus a gema de ovo foi substituida pela lipoproteina de baixa
densidade (LDL), a qual foi obtida através do protocolo descrito por MOUSSA et
al. (2002). Os diluentes foram confeccionados no mesmo laboratério a partir das
mesmas solu¢cées PA, equipamentos para elaboracdo, pesagem, diluicdo e
envase e acrescidos de 500 Ul de Penicilina por mL de diluente.

As doses foram calculadas com uma concentragcdo de 3,5 x 10°
espermatozéides em doses de 100 mL. Tal concentragéo foi alcangada através da
utilizacdo de espermiodensimetro, pelo qual é feita a adicdo de 1 mL de sémen
(p6s coleta) em 9 mL de agua destilada. Apds suave homogeinizagdo observa-se
um determinado grau de turvacao, o qual é classificado de acordo com a escala
marcada no proprio densimetro. O grau de turvacdo demonstrado na escala
possui uma concentragdo correspondente numa tabela do proprio equipamento,
fornecendo desta forma a concentracdo em milhdes de espermatozoéides por
mililitro do ejaculado analisado.

Todas as doses foram diluidas a uma temperatura de aproximadamente 35°C
e passaram por um tempo de resfriamento de 3 h a temperatura de 22-24°C,
sendo que apds esse periodo foram acondicionadas de acordo com o tratamento
em questdo. As doses de sémen que foram diluidas em diluente BTS foram
acondicionadas em caixas térmicas a temperatura de 17°C, enquanto que as
doses diluidas nos diluente PIGPEL-5 e PIGPELS5 Plus foram acondicionadas em

caixas térmicas a temperatura de 5°C e 17°C.

Experimento 2

Nesta etapa do trabalho foram utilizados igualmente quatro ejaculados de
cada macho. Foram utilizados os diluentes PIGPEL-5 e PIGPEL5 Plus, e os
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procedimentos de coleta, diluicdo e envase foram os mesmos descritos
anteriormente.

Neste experimento a diferenca foi quanto ao acondicionamento das doses
inseminantes. As doses de sémen que foram diluidas em diluente PIGPEL-5 e
PIGPELS Plus foram acondicionadas em caixa acondicionadora de sémen a
temperatura de 5°C e em geladeira doméstica convencional (programada para
temperatura em torno de 5°C).

Em ambos experimentos, o diluente PIGPELS Plus foi confeccionado
utilizando-se as mesmas concentragdes de LDL presentes na gema de ovo que
foi utilizada na confeccdo do diluente PIGPEL-5. Logo, n&o houve incremento de
LDL, mas sim a substituicdo da gema do diluente PIGPEL-5 pela lipoproteina,
originando o diluente PIGPEL5 Plus.

Avaliacao dos diluentes e dos ejaculados

Osmolalidade e pH

Os dados de osmolalidade e pH registrados durante o estudo foram coletados
rotineiramente a partir dos diluentes, imediatamente apds confeccionados; dos
ejaculados in natura, logo apds a coleta; e das doses produzidas. As analises de
osmolalidade foram realizadas com a utilizagdo do osmémetro LK -1000® (Laktron
Industria Eletrénica Ltda) e as andlises de pH, com a utilizagdo do pH-metro B
474® (Micronal).

Motilidade e Vigor

As avaliagbes foram realizadas simultaneamente em microscopia O&ptica
(aumento de 200x). As andlises de motilidade (0 a 100%) e vigor (escala de 0 a 5)
(MARTINEZ et al., 1996; BEARDEN & FUQUAY, 1997; TARDIF et al., 1999),
foram feitas imediatamente ap6s a coleta, apos a diluicdo e ao longo do periodo
de acondicionamento, ou seja, nas 24, 48 e 72h seguintes. Para as
determinacdes de motilidade e vigor foram utilizados de 1 a 2 mL de sémen a
serem envasados em tubos conicos de 15 mL, os quais foram incubados em

banho-maria durante 10 minutos a 37°C. Apos a deposicao de 10 ul (microlitros)
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de sémen entre lamina e laminula previamente aquecidas a 37°C, os dados foram

coletados e registrados.

Morfologia Espermatica

A avaliagdo da morfologia espermatica consistiu em verificar todas as
alteracbes de acrossoma, cabegca, peca intermedidria e cauda dos
espermatozdides e foi realizada com o sémen apos a coleta e apds a diluicdo em
todos os tratamentos, bem como ao longo do periodo de acondicionamento, ou
seja, nas 24, 48 e 72h apos a coleta. O procedimento de preparagao do teste
iniciou com a deposicao de 3 gotas de sémen em 2 mL de formol salina em iguais
temperaturas, para evitar alteragdes morfolégicas provocadas por possivel
choque térmico. Ap6s suave homogeinizacdo, uma gota da amostra foi
depositada sobre uma lamina de microscopia e misturada com uma gota de
corante eosina. Posteriormente a mistura foi coberta por uma laminula, fixada sob
suave pressao e lacrada nas bordas laterais com substancia adesiva. A analise
morfoldgica foi feita em microscdpio com contraste de fases em aumento de 1.000
vezes, com utilizacdo de uma gota de éleo de imersdo sobre a lamina, onde

contou-se um total de 100 células por lamina.

Teste do Choque Hiposmético

A integridade funcional da membrana espermatica foi testada através do teste
do choque hiposmético (CHIPO), no qual se utilizou uma solugao hiposmética de
75 mOsm/kg e periodo de incubacdo de 5 minutos, sendo realizado
primeiramente no momento pés-diluicao (0h) em todos os tratamentos, e a seguir,
nas 24, 48 e 72h de armazenamento das doses. O método utilizou solugéao
hiposmotica confeccionada a partir de uma solucéo a base de frutose e agua e
uma solucdo a base de citrato de sédio e agua. As duas solucbes foram
misturadas e a osmolalidade de 75 mOsm/kg da mistura alcancada com o auxilio
do osmbémetro. A solugédo isosmética utilizada foi o diluente BTS, o qual possui
osmolalidade de 312 mOsm/kg, sendo semelhante a osmolalidade do sémen
suino. Para a realizagdo do teste utilizou-se 900 pul de solugao hiposmética e 100
ul de sémen em ependorf, e ap6s suave homogeinizagdo, 0 mesmo foi incubado

em banho-maria a 37°C, durante 5 minutos O mesmo procedimento foi feito com a
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solucdo isosmética. Apos a incubacao, acrescentou-se uma gota de formol no
ependorf que continha a solucdo isosmotica, provocando assim a morte dos
espermatozéides que resistiram ao choque, para facilitar a leitura dos resultados.
Em camara de Neubauer (hemocitbmetro) depositou-se 10 ul da mistura em
solugcado hiposmotica sobre um dos compartimentos e 10 ul da mistura em solugéo
isosmética sobre o outro compartimento. Através de microscopia Optica com
contraste de fases, em aumento de 400 vezes, procedeu-se a contagem de 100
células, registrando o numero de células que apresentaram cauda dobrada ou
enrolada. Portanto, o valor que foi utilizado para analise do CHIPO, corresponde a
diferenga entre o niumero de espermatozéides com caudas enroladas, observadas
no teste realizado com a solucdo hiposmoética e isosmética (VASQUEZ et al.,
1997).

Controle de Temperatura

As caixas térmicas (Minitub®) que serviram para o acondicionamento das
doses durante o estudo sao dotadas de termostatos regulaveis, conferindo, dessa
forma, o controle das temperaturas de estocagem, conforme o diluente utilizado.
A geladeira doméstica utilizada durante o experimento 2 nao sofreu modificagdes
quanto a sua capacidade de preservacao da temperatura interna, sendo regulada
simplesmente para manter a temperatura em 5°C, mantendo assim as
caracteristicas de uma geladeira comum.

As temperaturas do ambiente externo e do interior da geladeira doméstica
foram aferidas diariamente as 8, 12 e 16h, com termdmetro digital de precisao
Incoterm® (Industria de Termdmetros), préprio para registro de temperaturas
interna e externa, que registra maximas e minimas alcangadas no periodo,

permitindo assim informacdes sobre as variacdes de temperatura sofridas.

Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente, utilizando o programa
STATISTIX® (2003). Para as variaveis dependentes: motilidade, integridade de
membrana e morfologia foram realizadas analise de variancia com medidas
repetidas e feita comparagdo entre as médias através do teste LSD (Least
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Significance Difference). Os resultados foram considerados significativos quando
P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

Os dados referentes a osmolalidade, pH e presenca de grumos dos diluentes
do experimento 1 encontram-se descritos na tabela 1.

Os valores para pH e osmolalidade do diluente BTS estdo de acordo com os
citados pela bibliografia (HOLT, 2000; JOHNSON et al., 2000), assim como para
os diluentes PIGPEL-5 (CORREA et al., 2002) e PIGPEL5 Plus. A presenca de
grumos foi classificada em escala de 0 a 3 para nenhuma presenga ou muita
presenga de grumos.

Tabela 1: Dados de grumos, osmolaridade e pH referentes aos diluentes

Osmolaridade
(mOsmol / kg de H20)

Tratamentos Grumos _ pH

Sémen +

Diluente ,

Diluente
BTS (17°C) 0 318 325 7,2
PIGPEL-5 (17°C) 3 250 265 7,0
PIGPELS5 Plus (17°C) 1 252 264 7,3
PIGPEL-5 (5°C) 3 250 265 7,0
PIGPELS5 Plus (5°C) 1 252 265 7,3

Os resultados para motilidade espermatica nos diferentes diluentes e periodos
de avaliacdo estdo apresentados na Tabela 2. Na avaliagdo das 24h, o diluente
PIGPEL-5 e PIGPELS Plus, ambos a 17°C, foram superiores (P<0,05) ao diluente
BTS. O diluente PIGPEL-5 a 5°C mostrou-se superior (P<0,05) ao diluente BTS
as 48 e 72h e ao PIGPEL-5 a 17°C as 72h (P<0,05).

Tais resultados demonstram que o diluente PIGPEL-5 foi eficiente na
manutengéo do padréo para motilidade espermatica a 5°C em valores aceitaveis

de acordo com recomendagdes do CBRA (1998). Além disso, o diluente foi
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versatil na manutencao da motilidade tanto a 5°C como a 17°C, especialmente até
48h de acondicionamento, comprovando o efeito benéfico do diluente PIGPEL-5
como mostrado por CORREA et al. (2002). N&o foi observado beneficio com a
adicao de LDL (PIGPEL5 Plus) em comparacao com o PIGPEL-5 na motilidade a
5ou 17°C.

Tabela 2: Motilidade espermética nos diferentes diluentes durante o periodo de

acondicionamento

Motilidade nos periodos de avaliagao

Tratamentos
Oh 24 h 48 h 72 h
BTS (17°C) 70,8 @ 55,00 45,0 33,3°
PIGPEL-5 (17°C) 75,8 2 74,22 53,3 ab 26,7 °
PIGPELS5 Plus (17°C) 75,02 74,22 68,3 @ 50,8 ab
PIGPEL-5 (5°C) 75,82 69,230 65,02 65,02
PIGPELS5 Plus (5°C) 75,82 60,00 58,5 ab 54,2 ab

Letras minUsculas diferentes, na mesma coluna, significa diferenca estatistica (P<0,05)

Os resultados referentes a integridade da membrana espermatica, avaliados
através do teste do choque hiposmético (CHIPO) estdo descritos na Tabela 3,
onde se evidenciou a superioridade (P<0,05) do diluente PIGPEL-5 Plus a 17°C
nas 48h de acondicionamento, quando comparado com os diluentes a 5°C, sendo
também superior (P<0,05) aos diluentes PIGPEL-5 a 17°C e BTS, nas 72h.

Os valores achados sao compativeis com dados achados em outros trabalhos
(VASQUEZ et al., 1997; TONIETO et al., 2002; JULIANO et al., 2002). Houve um
beneficio com a presenca de LDL a 17°C sobre a integridade de membrana, o
que pode indicar o efeito prejudicial da temperatura a 5°C e também a presenca
de componentes na gema de ovo que tenham prejudicado a manutencdo da

integridade da membrana.
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Tabela 3: Integridade funcional da membrana espermatica através do CHIPO

(média)
Integridade funcional da membrana plasmatica nos
Tratamentos periodos de avaliagao
Oh 24 h 48 h 72 h

BTS (17°C) 8,32 6,17 2 3,67 3,00°
PIGPEL-5 (17°C) 8,12 8,332 4,254ab 1,830
PIGPEL5 Plus (17°C) 9,82 5,17 2 12,502 10,002
PIGPEL-5 (5°C) 6,0 2 3,002 2,500 4,17 b
PIGPEL5 Plus (5°C) 6,32 3,002 2,67° 5,50 a

Letras minUsculas diferentes, na mesma coluna, significa diferenca estatistica (P<0,05)

A morfologia espermética normal no diluente PIGPEL5 Plus a Oh foi superior
(P<0,05) quando comparada aos diluentes PIGPEL-5 a 17°C e PIGPEL-5 a 5°C
(Tabela 4). Entretanto, nos demais momentos de avaliacdo, nao houve diferencas
quanto ao percentual de espermatozéides com morfologia normal entre os
diferentes diluentes (P>0,05). As amostras de morfologia coletadas na Oh nao
eram diluidas em nenhum dos diluentes, sendo misturadas ao formol
imediatamente apés a coleta do sémen. E possivel que a adversidade dos
resultados encontrados na Oh em relagéo as demais horas esteja relacionada com
um choque de temperatura ocorrido no momento da diluicdo com formol,

diminuindo asssim o percentual de espermatozéides normais.

Tabela 4: Morfologia espermatica normal nos diferentes diluentes (média)

Morfologia espermatica normal nos periodos de

Tratamentos avaliacao
Oh 24 h 48 h 72 h
BTS (17°C) 87,3 abe 84,7 2 79,32 82,22
PIGPEL-5 (17°C) 84,7 ¢ 86,22 88,82 87,82
PIGPEL5 Plus (17°C) 89,32 91,12 81,42 91,22
PIGPEL-5 (5°C) 85,2 be 85,32 83,12 84,72
PIGPEL5 Plus (5°C) 87,7 @ 87,82 80,22 88,42

Letras minUsculas diferentes, na mesma coluna, significa diferenca estatistica (P<0,05)
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Embora com diferencas a Oh, os valores para morfologia estdo de acordo com
os padrbes recomendados para a espécie (CBRA, 1998).

Conforme anteriormente demonstrado por outros autores (AMIRAT et al.,
2004; BERGERON et al., 2004; MAJUNATH et al., 2002), a fracdo LDL da gema
de ovo é a responsavel pelo efeito protetor das células espermaticas submetidas
ao congelamento ou a refrigeracdo. QUINN & CHOW et al. (1980) sugeriram que
os fosfolipidios da LDL poderiam formar um filme protetor envolta da membrana
espermatica, protegendo-a, dessa forma, contra o choque térmico. Ja
BERGERON et al (2004), demonstraram que a LDL diminui a ligacdo das
proteinas do plasma seminal (BSP) ao espermatozdide, prevenindo o efluxo de
fosfolipidios e colesterol da membrana plasmética. As BSP, que entram em
contato com a célula espermatica durante a ejaculagdo, sequiestram o0s
fosfolipidios (BERGERON et al., 2004; THERIEN et al., 1999) e o colesterol da
membrana celular, tornando-a mais suscetivel ao choque térmico, provavelmente
pela alteracdo na relacdo colesterol/fosfolipidio. A LDL também promove a
entrada de fosfolipidio e colesterol para a membrana espermatica, conferindo uma
maior resisténcia contra o choque térmico. Resultados similares também foram
observados em experimentos utilizando sémen das espécies bovina (MOUSSA et
al., 2002) e ovina (YILDIZ et al., 2000).

Experimento 2

Os dados referentes aos diluentes utilizados neste experimento estao
descritos na Tabela 5.

Assim como no experimento anterior, os valores de pH e osmolalidade dos
diluentes estdo de acordo com valores citados pela bibliografia (CORREA et al.,
2002).
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Tabela 5: Dados de grumos, osmolaridade e pH referentes aos diluentes

Osmolaridade

(mOsmol / kg de H20) pH
Tratamentos Grumos
Sémen +
Diluente )

Diluente
PIGPEL-5 Caixa Acond. (5°C) 3 252 262 6,76
PIGPEL5PIus Caixa Acond. (5°C) 1 259 261 7,07
PIGPEL-5 Geladeira (+ 5°C) 3 252 261 6,76
PIGPEL5PIus Geladeira (£ 5°C) 1 259 262 7,07

Os resultados de motilidade espermatica referentes ao experimento 2 estao
descritos na Tabela 6. Nao houve diferengas entre os diluentes utilizados
(P>0,05), na avaliagdo da motilidade. E importante ressaltar que os diluentes
PIGPEL-5 e PIGPEL5 Plus, nas suas diferentes formas de acondicionamento,
ainda que acondicionados a 5°C, proporcionaram adequada motilidade de acordo
com recomendacdes do CBRA (1998), mostrando a eficacia dos diluentes em
prevenir o choque térmico.

Quando o espermatozoide suino é exposto ao resfriamento, especialmente
abaixo de 12°C (ALTHOUSE et al., 1998), a célula pode sofrer o chamado
“choque térmico”, que pode induzir a danos irreversiveis com perda da viabilidade
dos espermatozoides (JOHNSON et al., 2000). Com o resfriamento do sémen,
ocorre a transicao da membrana plasmatica do estado fluido para o estado de gel,
em que podem ocorrer aglomeracoes irreversiveis das proteinas da membrana
celular, além da liberacdo de particulas no interior da membrana plasmatica (DE
LEEUW et al., 1990), tais como lipidios (BWANGA, 1991; MULLER et al., 1999).
Isso leva a uma instabilidade das interagdes entre as proteinas e os fosfolipidios
constituintes da membrana. Além disso, tendem a ocorrer alteragbes na
polaridade celular, que resultariam em uma mudanca na conformagéo destes
constituintes celulares e consequentes alteragdes estruturais e funcionais da
célula espermatica, que caracterizam o choque térmico (BUHR, 1991; BUHR et
al., 1994; DENNISTON et al., 2000).
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Tabela 6: Motilidade espermatica nos diferentes diluentes e periodos de avaliacao

(média)
Motilidade nos periodos de avaliacdo
Tratamentos
Oh 24 h 48 h 72 h

PIGPEL-5 Caixa Acond. (52C) 76,72 72,52 65,8 2 60,82
PIGPELS5 Plus Caixa Acond. (5°C) 76,72 70,02 64,22 58,32
PIGPEL-5 Geladeira (x 5°C) 76,72 70,82 67,52 64,22
PIGPEL5 Plus Geladeira (+ 5°C) 76,72 69,22 61,72 58,32

Letras mindsculas diferentes, na mesma coluna, significa diferenga estatistica (P<0,05)

Os valores correspondentes a integridade funcional da membrana estao
descritos na Tabela 7. Os diluentes testados n&o diferiram entre si (P>0,05) em
nenhum dos momentos de avaliagao.

A gema de ovo integral € composta de substancias que, em detrimento das
suas caracteristicas benéficas como crioprotetor, podem dificultar a respiracao
celular e consequentemente ter efeitos prejudiciais sobre a funcionalidade da
membrana (TOSIC et al., 1946). Dentre elas: granulos, minerais e a fragéo
lipoproteina de alta densidade, sendo que esta ultima potencializa a acao das
proteinas do plasma seminal no efluxo de fosfolipidio e colesterol da membrana
espermatica (THERIEN et al., 1999). Entretanto, a substituicdo da gema de ovo
pela LDL (PIGPEL5 Plus) ndo apresentou beneficios quanto a integridade

funcional da membrana espermatica.

Tabela 7: Integridade funcional da membrana espermatica através do CHIPO

(média)
Integridade funcional da membrana plasméatica nos
Tratamentos periodos de avaliacao

Oh 24 h 48 h 72 h
PIGPEL-5 Caixa Acond. (5°C) 3,42 0,52 0,5 262
PIGPELS5 Plus Caixa Acond. ( 5°C) 33a 1,44 2,72 1,24
PIGPEL-5 Geladeira ( £ 5°C) 35a 1,74 1,10 33a
PIGPEL5 Plus Geladeira (£ 5°C) 33a 22a 2,5ab 202

Letras mindsculas diferentes, na mesma coluna, significa diferenga estatistica (P<0,05)
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A morfologia espermatica normal (Tabela 8) ndao demonstrou diferencas
estatisticas (P>0,05) entre os diluentes testados durante todo o periodo de
acondicionamento.

Os resultados obtidos demonstram que os diluentes utilizados a 5°C foram
eficazes em preservar a morfologia espermatica dentro de padrdes
recomendados pelo CBRA (1998), independente da forma de acondicionamento.

Tabela 8: Morfologia espermatica normal nos diferentes diluentes (média)

Morfologia espermatica normal nos periodos de

Tratamentos
avaliacao
Oh 24 h 48 h 72 h
PIGPEL-5 Caixa Acond. (5°C) 85,82 83,72 83,72 83,4¢2
PIGPEL5 Plus Caixa Acond. (5°C) 86,92 86,22 84,42 84,82
PIGPEL-5 Geladeira (+ 5°C) 85,72 86,7 2 83,02 83,72
PIGPEL5 Plus Geladeira (£ 5°C) 81,82 83,12 86,02 79,82

Nao foram observadas diferengas (P>0,05) entre os valores, na mesma coluna.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, ficou demonstrada a
eficacia do diluente PIGPEL-5 quando acondicionado a 5°C e a 17°C, com gema
de ovo ou na substituicdo desta por LDL (PIGPEL5 Plus), bem como pelo
acondicionamento do sémen em caixa acondicionadora ou geladeira doméstica,
mantendo a qualidade espermatica de acordo com os testes de motilidade,

morfologia e integridade funcional da membrana.
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