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RESUMO

Os espermatozoides suinos apresentam sensibilidade as variacBes de temperaturas, devido a
composicao lipidica de sua membrana plasmatica. Periodos de incubacdo prévia podem afetar a
fluidez da membrana, proporcionando ao espermatozoide uma melhor resisténcia, além de
prolongar o periodo de armazenamento do sémen e aumentar a proporcao de espermatozoides com
acrossoma intacto. O presente trabalho objetivou identificar a melhor relacdo entre temperatura e
tempo de incubagdo do sémen suino diluido. Foram utilizados 57 ejaculados, provenientes de seis
varrdes, divididos em cinco tratamentos: T1 (controle): Sémen diluido em Beltsville Thawing
Solution (BTS) (35 °C) — 17 °C (7 dias); T2: Sémen diluido (35 °C) — 30°C/4 horas — 17 °C (7
dias); T3: Sémen diluido (35 °C) — 25 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T4: Sémen diluido (35 °C)
— 30 °C/1 hora — 25 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T5: Sémen diluido (35 °C) — 30°C/1 hora —
25 °C/1 hora — 20 °C/4 horas — 17 °C (7 dias). No dia da coleta, nas primeiras 8 horas, ndo foram
observadas diferencas entre os tratamentos, quanto ao vigor e motilidade (p>0,05). No periodo de
conservacdo (0 a 7 dias), no DO, os valores de vigor e motilidade do T5 foram superiores ao T1
(p<0,05), e no D5 o T1 foi superior ao T5, em relacdo aos mesmos parametros (p<0,05). Ja em
relacdo ao percentual de acrossomas morfologicamente normais, ndo foram observadas diferencas
entre os tratamentos (p>0,05), apenas entre 0 sémen pos-diluicdo e T3, T4 e T5 (p<0,05). Portanto,
concluiu-se que a incubacao prévia ndo aumentou o tempo de conservacdo do sémen, bem como
ndo trouxe prejuizos, durante sua conservacao.
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ABSTRACT

The swine spermatozoa are more sensitive to temperature variations due to the lipid composition
of their plasma membrane. Incubation periods can affect the membrane fluidity, providing better
resistance to sperm, in addition to prolonging the period of semen storage and also can increase
the proportion of spermatozoa with an intact acrosome. This study aimed to identify the best
relation between temperature and incubation time of diluted swine semen.
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There were used 57 ejaculates from 6 boars divided into 05 treatments: T1 (control): Semen diluted
in Beltsville Diluted semen (35°C) —» 30°C /1 hour —» 25° C/ 4 hours — 17 ° C (7 days); T5:
Diluted semen (35°C) - 30°C /21 hour -»25°C/1hour - 20°C/4hours » 17

° C (7 days). On Thawing Solution (BTS) at 35 °C — 17 ° C (7 days); T2: Diluted semen (35 °C)
— 30 °C / 4 hours — 17 °C (7 days); T3: Diluted semen (35 °C) — 25 °C / 4 hours — 17 °C (7
days); T4: the day of collection, in the first 8 hours weren’t observed differences between
treatments (p> 0.05). In DO, values of vigor and motility of T5 were higher than T1 (p <0.05), and
in D5 T1 was higher than T5 in relation to the same parameters (p <0.05). There were no
differences between treatments (p>0.05), only between post-dilution semen and T3, T4 and T5 (P
<0.05). Therefore, it was concluded that the previous incubation did not increase the storage time
of the semen and did not bring losses during its conservation. There were statically analyzed: vigor,
motility (Mann-Whitney), where in DO, T5 was superior to T1 (p<0.05), and in D5 and D9, T1
was superior to T5 (p<0.05), and morphology (“t” of Student Test), where there were not any
differences between treatments. In all treatments, were found differences between pure semen and
the diluted, and between the diluted and the following analyses (p<0.05). Therefore, conclusions
is that incubation didn’t increase the time of semen preservation and that dilution moment is the
most critical in the cooling process of the cooled semen.

Key Words: Conservation, semen, incubation, cooling.

INTRODUCAO

Atualmente, a aplicacdo de biotécnicas vem trazendo avancos consideraveis para a
reproducdo de diversas espécies animais (OLIVEIRA, 2007). A suinocultura moderna e
tecnificada, cada vez mais, utiliza a inseminacdo artificial (IA) como componente do manejo
reprodutivo (BORTOLOZZO et al., 2005; RIESENECK, 2011). A reducdo da temperatura para
posterior utilizacdo do sémen em programas de 1A tem sido o método mais utilizado para prolongar
a viabilidade dos espermatozoides (sptz). Como as celulas espermaticas sdo sensiveis ao choque
térmico, temperaturas inferiores a 15 °C levam a uma perda significativa no namero de
espermatozoides viaveis (ALTHOUSE et al., 1998; SCHULZE et al., 2015).

Acredita-se que a sensibilidade ao frio estd relacionada a composicdo lipidica da
membrana plasmatica, por afetar sua fluidez (SCHULZE et al., 2013). Com a queda da
temperatura, ocorre uma restricdo nos movimentos dos fosfolipidios da membrana, podendo
resultar na transicdo da fase de fluido para a fase gel (ALTHOUSE et al., 1998). Variacdes de
acordo com o tempo e temperatura de resfriamento possibilitam ao espermatozoide a aquisicdo de
um grau significativo de resisténcia ao choque térmico, apds sua manutencdo a temperatura
ambiente, antes de ser submetido ao resfriamento (JOHNSON et al., 2000). Aproximadamente, 4

a 7 horas apos a ejaculacdo, 50-80% das células espermaticas adquirem resisténcia, a julgar por
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sua motilidade e morfologia, influenciadas pelo pH e composicdo do diluente (PURSEL e
JOHNSON, 1970; PURSEL et al., 1972, 1973b).

O periodo de incubagdo do sémen, apds a coleta, também é utilizado nas centrais de
inseminagdo artificial de suinos, a fim de melhorar os indices de fertilidade com o sémen resfriado
entre 15 e 18 °C, bem como na tentativa de prolongar o tempo de armazenamento do ejaculado.
Tem sido relatado, ainda, que a incubacdo prévia do sémen em temperaturas acima de 15 °C, pode
aumentar a viabilidade do sémen armazenado em temperaturas abaixo de 15 °C (PURSEL et al.,
1973a; KATZER, 2009; KATZER et al., 2001a e 2001b). O tempo de
incubacdo também aumenta a propor¢do dos espermatozoides com acrossoma intacto, tanto a 15
quanto a 5 °C, quando comparados com células sem incubacdo prévia (MAXWELL e JOHNSON,
1997). O presente trabalho teve por objetivo identificar qual a melhor relagédo entre temperatura e
tempo de estabilizacdo do sémen suino diluido, visando a melhor preservacdo da qualidade
espermatica, bem como, verificar quais as faixas de temperatura de maior sensibilidade para o

espermatozoide suino.

MATERIAL E METODOS

Reprodutores e coleta de sémen

Foram utilizados seis animais, pertencentes ao LRSTS/FAVET/UECE, sendo trés
reprodutores puros (dois Duroc e um Landrace) e trés hibridos (dois Dalland e um Agroceres),
com idade variando entre 1,5 e 2,5 anos, mantidos em baias convencionais para reprodutores. Os
ejaculados foram coletados pela técnica da méo enluvada, em recipiente com capacidade de 400
mL., coberto por gaze e protegido em copo térmico de coleta (JOHNSON et al., 2000). Os machos
encontravam se em sistema rotineiro de coleta semanal, sendo alimentados com racdo balanceada
de boa qualidade, com os niveis proteicos, energéticos e minerais dentro dos padrées estipulados
para reprodutores em sistema de trabalho (3.150 Kcal/Kg e 14% de PB; 2,5 Kg/dia de racdo/dia
divididos em dois arracoamentos). Foi utilizado o ejaculado total de cada varrdo, ap6s a separacao
da parte gelatinosa através de gaze no copo de coleta, colocado em protecdo térmica, sendo

identificado apds coleta e levado ao laboratério para 0 seu processamento.
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Avaliacdo da qualidade espermatica do sémen in natura

A qualidade do ejaculado foi estabelecida através do seu aspecto, volume (em balanca
digital), concentracdo (em espectrofotémetro), total de células, vigor espermatico (variando de 0 a
5) (TONIOLLI, 1996) e percentual de células méveis (variando de 0 a 100%) (MARTIN RILLO
etal., 1996). Para 0 exame dessas duas Ultimas caracteristicas, uma amostra do sémen puro (15uL)
foi colocada entre lamina e laminula e feita a leitura em microscopia 6ptica, com um aumento de
200 vezes, sendo avaliados, para cada caracteristica, pelo menos trés campos de microscopio.
Apenas o0s ejaculados com vigor =3,0 e motilidade =70% (CBRA, 2013) foram utilizados no

experimento.

Conservacao e frequéncia de analises do sémen

Foram utilizados 57 ejaculados, retirando-se de cada um deles um total de 3,08 x10° sptz,
divididos entre os 5 diferentes tratamentos (875 x10° sptz/tratamento), sendo repartidos em 07
tubos de ensaio (1 tubo/dia de analise), contendo um total de 87,5 x10° sptz/tubo em 2,5 mL de
volume (diluente mais sémen). As diluicdes foram feitas, respeitando-se uma concentracdo de 35
x108 sptz/mL. Cada ejaculado foi distribuido por todos os tratamentos, repartidos entre sete tubos
de ensaio, fechados com tampa plastica, que correspondem, individualmente, a cada um dos dias
de andlise. Estes tubos foram conservados em geladeira a uma temperatura entre 15 a 17
°C, durante todo periodo de conservacao (7 dias).

No dia da coleta, apds diluicdo, o sémen foi analisado (vigor e motilidade) em intervalos
de 60 minutos até 8 horas de conservacgdo, retirando-se uma aliquota de cada tratamento,
reaquecida a 37 °C/10 minutos, antes das analises. A cada dia, foram retirados o0s tubos de ensaio
equivalentes a cada macho, em cada tratamento, para serem incubados a 37 °C por 10 minutos,
para posteriores analises. Desta forma, cada ejaculado foi testado a cada dia de conservacdo e em
cada tratamento. O dia da coleta foi considerado dia zero (DO0), sendo o sémen conservado até 7
dias apds a coleta (D7), com analises diarias: DO, D1, D2, D3, D4, D5, D6 e D7. Para as analises
de morfologia, foram utilizadas amostras provenientes dos ejaculados, nos dias DO, D4 e D7. As

analises em DO foram feitas, apos 6 horas de conservacao do sémen a 17 °C.
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Tratamentos — Curvas de resfriamento do sémen
O ejaculado de cada reprodutor, apés coleta, foi repartido nos 5 tratamentos, a seguir:

T1 - Sémen diluido em BTS a 35 °C e, apds, conservado a 17 °C (Controle);

T2 - Sémen diluido em BTS a 35 °C, incubado a 30 °C/4h e, apds, conservado a 17 °C;

T3 - Sémen diluido em BTS a 35 °C, incubado a 25 °C/4h e, apds, conservado a 17 °C;

T4 - Sémen diluido em BTS a 35 °C, incubado a 30 °C/1h; em seguida a 25 °C/4h e, apos,
conservado a 17 °C;

T5 - Sémen diluido em BTS a 35 °C, incubado a 30 °C/1h e a 25°C/1h; em seguida a 20 °C/4h e,
apos, conservado a 17 °C.

Entre as reducdes de temperatura (T4 e T5), considerou-se o tempo de 1 hora, para que 0
ejaculado chegasse a temperatura desejada, contando-se a partir dai o real tempo de incubacéo.
Cada ejaculado foi diluido e conservado a temperatura final de 17 °C (PURSEL et al., 1973a).

Analises do sémen pdés-diluicao

Para a avaliacdo das caracteristicas de vigor e motilidade espermatica (% espermatozoides
moveis), o sémen foi incubado em “banho-maria”, a 37 °C e as leituras foram feitas apos 10
minutos de incubacéo.

Com a finalidade de se proceder ao exame morfoldgico, foi feito um esfregaco de sémen
corado pela solugéo de azul de bromo-fenol, contando 200 células por amostra. Os exames foram
feitos através da microscopia Optica com lente de imerséo, a um aumento de 1000x e analisou-se
a porcentagem de espermatozoides com acrossoma normal (NAR) (KUMUS, 1993). A solucgédo
corante foi formada por: 0,1g de azul de bromo-fenol; 0,4g de citrato de s6dio e 100mL de dgua
destilada. Uma gota de sémen foi colocada sobre a lamina, apds 30 segundos foi misturada a outra
gota (30 pL) da solucédo corante, para se preparar o esfregaco, que secou a temperatura ambiente,

antes da analise.

Anélise Estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o de Blocos ao Acaso. As médias foram

submetidas a Analise de Variancia, utilizando-se o General Linear Models do programa
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Statistical Analysis System (SAS 6.03). A andlise estatistica foi feita, através dos testes de Mann-
Whitney, para vigor espermatico e do Qui-quadrado, para as variaveis motilidade espermatica e
NAR, sendo utilizado um intervalo de confianca de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdes no dia da coleta (D0)

Com relacdo as avaliacGes durante o dia de coleta para o vigor espermatico, como pode
ser observado na Tab. 01, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos, em todos os
horéarios analisados (p>0,05). As diferengas ocorreram, quando foram comparados diferentes
momentos dentro de cada tratamento, como no T4, onde a Unica diferenca significativa encontrada
foi entre o sémen analisado a 1 hora (2,2) e as 5 horas (2,5) de incubagdo (p<0,05). O que se
observou, independente do tratamento, foram quedas significativas da qualidade do ejaculado entre
0 sémen puro (4,5), o recém diluido (3,0) e os valores durante a incubacdo, nos diferentes
momentos de analises subsequentes (1h, ..., 8h) (p<0,05).

Tabela 01: Avaliacdo do vigor espermatico do ejaculado suino durante o dia de coleta (DO0),
analisado sequencialmente, durante 8 horas pos-coleta.

In Recém | Tratam. 1lh 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h
natura | diluido

T1 23¢ 22¢ 24° 2,3¢ 2,4¢ 2,4¢ 2,5¢ 2,3¢
T2 22¢ 22¢ 24¢ 23°¢ 23¢ 23¢ 23¢  24°¢
4,5 3,08 T3 22¢ 22¢ 23¢ 23¢ 23¢ 24°¢ 23¢ 23¢
T4 22C¢ 22CP 240 24CD 2,5P 24C0 240 23¢D
T5 21¢ 22¢ 24°¢ 24F°€ 24°¢ 24°¢ 24¢  24°¢
ABCD | etras distintas indicam diferencas significativas entre horas de conservagéo pelo teste de Mann-Whitney
(p<0,05); T1 (controle) = 35°C — 17 °C (7 dias); T2= 35 °C — 30 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T3=35°C — 25
°C/4 horas — 17 °C (7 dias); T4= 35 °C — 30 °C/1 hora — 25 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T5= 35°C — 30
°C/1 hora — 25 °C/1 hora — 20 °C/4 horas — 17 °C (7 dias).

O comportamento dos ejaculados para a caracteristica da motilidade espermatica (Tab.
02) também ndo diferiu estatisticamente (p<0,05) entre os tratamentos em todas as horas
analisadas. Mais uma vez, as diferencas ocorreram dentro de cada tratamento (1 e 5), em relacdo
aos momentos analisados. No T1, as diferencas ocorreram de maneira significativa, apenas entre

as andlises efetuadas na 5% hora (54%) e na 2% hora pdés-diluicdo (47%) (p<0,05). Para esta
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caracteristica, também foi observado, independente do tratamento, quedas significativas da
qualidade do ejaculado entre o sémen puro (94%), o recém diluido (68%) e nos diferentes

momentos de analises subsequentes (1h, ..., 8h) (p<0,05).

Tabela 02: Avaliacdo da motilidade espermatica do ejaculado suino durante o dia de coleta (DO)
analisado seqiiencialmente durante 8 horas pds-coleta.

In Recém | Tratam. 1lh 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h
natura | diluido

T1 5166 47¢ 5160 51°P 54° 51¢P 53¢b  5QcP

T2 48¢ 48¢  52¢ 50¢ 51¢ 51¢ 50¢ 51¢
944 68° T3 48¢ 49¢  50°¢ 49¢ 50¢ 53¢ 50¢ 48¢
T4 48¢ 49¢  52¢€ 51¢ 55¢ 54¢ 52¢ 51¢
T5 48¢ 48¢ 52°¢ 50¢ 53¢ 52¢ 53¢ 53¢

ABCD | etras distintas indicam diferencas significativas entre horas de conservagéo pelo Teste do Qui-quadrado
(p<0,05); T1 (controle) = 35°C — 17 °C (7 dias); T2= 35°C — 30 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T3=35°C — 25
°C/4 horas — 17 °C (7 dias); T4=35°C — 30 °C/1 hora — 25 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T5= 35°C — 30
°C/1 hora — 25 °C/1 hora — 20 °C/4 horas — 17 °C (7 dias).

Segundo Almeida (2014), durante o processamento das doses inseminantes a diminuigédo
da temperatura deve ocorrer de forma continua e gradual, com o objetivo de aumentar a resisténcia
da membrana plasmatica dos espermatozoides contra o choque térmico e reduzir os danos as
células espermaticas. Por esse motivo, as Centrais de Processamento de Sémen normalmente
utilizam o protocolo de diluicdo isotérmica com uma ou duas etapas de diluicdo, passando por um
periodo a temperatura ambiente (24 °C), para depois serem estocadas a 17 °C (LOPEZ
RODRIGUEZ et al., 2011; MAES et al., 2011). Assim, as doses inseminantes alcancam, dentro
de trés horas, a temperatura de armazenamento convencional (ALMEIDA, 2014). Porém, neste
estudo, o sémen estocado diretamente a 17 °C (T1) estaria alcancando a temperatura de
conservacdo, ja na 22 hora de armazenamento, ocasionando uma reducdo momentanea da
motilidade, devido a rearranjos sofridos na de membrana plasmatica, como forma de adaptacéo a
temperaturas mais baixas (ALTHOUSE et al., 1998; GUIMARAES et al., 2018). J4 as diferencas
observadas no T4, em relacdo ao vigor espermatico, podem estar relacionadas a lenta curva de
resfriamento que, diferentemente dos demais tratamentos, na 52 hora de incubacdo, o sémen ainda
estaria a 25 °C, apresentando uma faixa metabdlica mais alta.

Para obtencdo do efeito protetor sobre as células espermaticas, a temperatura do diluente
desempenha um papel bastante importante, bem como a escolha do diluente. Segundo

Schulze et al. (2013), mesmo em condi¢des isotérmicas, 0os danos hipotérmicos da diluicdo foram
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mais pronunciados no BTS, quando comparados a diluentes de longa duracdo. Dessa forma, neste
estudo, o BTS ndo conferiu a protecdo esperada para as células espermaticas, resultando em
reducdo do vigor e da motilidade do sémen suino, por ocasido da diluicdo e da 12 hora de
conservacdo ou incubacdo, discordando do observado por outros autores (CASTELO, 2010;
ALKMIM et al., 2011; LALRINTLUANGA et al., 2016).

Segundo Lima et al. (2010), quedas abruptas da temperatura de pré-resfriamento (-1,4
°C), provocam reducdo mais acentuada da motilidade espermatica. Por outro lado, Katzer (2009)
observou que incubagdo prévia ou a queda lenta da temperatura diminuem a sensibilidade do
sémen suino ao resfriamento a baixas temperaturas (5 °C); entretanto, quando armazenado a 17 °C,
a incubacdo prévia ndo produz efeitos sobre os parametros de vigor e motilidade, conforme

observado no presente estudo, nas primeiras horas de analise.

Efeito do periodo de conservacgao

Nos resultados apresentados na Tab. 03, referentes ao vigor espermatico, os diversos
tratamentos mostram comportamento semelhante em todos os dias de conservacgdo do sémen, com
excecdo de DO e D5. No DO, o unico tratamento que apresentou diferenca estatistica, em relacao
ao T1 (controle - 2,2) foi o T5 (2,5) (p<0,05). Esse tipo de comportamento ndo foi mantido entre
D1 e D4, nem entre D6 e D7; ou seja, 0s tratamentos ndo diferiram estatisticamente (p<0,05).
Contudo, no D5, houve uma inversdo entre os tratamentos com melhores resultados, com T1
melhor em relacdo ao T5 (1,9 vs. 1,5) (p<0,05), ndo havendo diferencas entre os demais

tratamentos (p>0,05).

Tabela 03: Vigor espermatico do sémen suino, conservado a 17 °C, durante 7 dias consecutivos.

In Recém | Tratam. DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
natura | diluido

T1 2,280 2,68 2,68 238 1,95 1,952 1,6% 14
T2 2,380 242 238 7 1Ba 1,88 16Cd 13% 12%
4,5 3,0 T3 2,/4Bb ;A D gBa P 1Ba 1,782 1,6  14% 1,0%
T4 2,/4Bb  p5a 3B P (Ba 1,08 17cd  14c  11¢
T5 2,552 2,48 248 218 1,852 1,5 1,4% 1,1
abe _etras distintas indicam diferencas significativas entre tratamentos, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05); ~&¢
Letras distintas indicam diferencas significativas entre dias de conservagdo, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05);
T1 (controle) =35°C — 17 °C (7 dias); T2= 35 °C — 30 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T3=35°C — 25

°C/4 horas — 17 °C (7 dias); T4= 35 °C — 30 °C/1 hora — 25 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T5= 35 °C — 30 °C/1
hora — 25 °C/1 hora — 20 °C/4 horas — 17 °C (7 dias).
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A motilidade espermatica (Tab. 04) apresentou comportamento semelhante ao do vigor,
nos diferentes tratamentos, durante todo o periodo de conservagdo do sémen; ou seja, no DO, 0 T5
(56%) apresentou os melhores resultados, em relagéo ao T1 (47%) (p<0,05). No D5, o T1 (40%)
foi estatisticamente superior ao T5 (29%) (p<0,05).

Tabela 04: Percentagem de espermatozoides mdveis no sémen suino, conservado a 17 °C, durante 7 dias
consecutivos.

In Recém | Tratam. DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
natura | diluido

T1 4782 5782 BEBa  47Ba  4QBa  4QB2  32C:  28%
T2 5182 5382 508 482 3gBa  33Cb  pgCa  2pC
94 68 T3 53Bab 53Ba 48Ba 428a 34Ba 320ab 27Ca 20Ca

T4 51B®  53Ba  4QBa 4282 378 33C® 28¢ 21¢a
T5 5680 54Ba 4882 4282 36852 29¢b 28¢ 20¢
abc | etras minGsculas diferentes, diferencas significativas entre tratamentos, pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05);
ABC | etras mailsculas diferentes, diferencas significativas entre dias conservagdo pelo teste do Qui- quadrado
(p<0,05); T1 (controle) = 35°C — 17 °C (7 dias); T2=35°C — 30 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T3=35°C — 25
°C/4 horas — 17 °C (7 dias); T4=35°C — 30 °C/1 hora — 25 °C/4 horas — 17 °C (7 dias); T5= 35 °C — 30 °C/1
hora — 25 °C/1 hora — 20 °C/4 horas — 17 °C (7 dias).

O efeito benéfico da incubagdo antes da conservacdo final do sémen suino tem sido
reportado por diversos autores e esta relacionado a qualidade do sémen, tanto descongelado
(PURSEL et al., 1972; COURTENS e PAQUIGNON, 1990; BWANGA, 1991; MAXWELL e
JOHNSON, 1997; ERIKSSON et al., 2001; MEDRANO et al., 2002), quanto refrigerado
(PURSEL et al.,1973b; NASCIMENTO et al., 1998; KOTZIAS-BANDEIRA, 1999; KATZER et
al., 2001a,b,c; ZOU e YANG, 2000; KATZER, 2009; SILVA et al., 2014).

O fato de no DO ter existido uma superioridade do T5 em relacdo ao T1, tanto para o
vigor, quanto para a motilidade, pode ser explicado pelo fato de que os ejaculados, quando séo
submetidos a periodos de incubacdo em temperaturas superiores as de conservacgdo, as células
espermaticas adquirem uma maior capacidade de rearranjo de suas membranas plasmaticas
(BUHR, 1990). Desta forma, nos tratamentos em que o sémen foi submetido a incubacdo, os
espermatozoides conseguiram se adaptar melhor ao meio ambiente, a despeito do choque térmico
provocado pelo abaixamento da temperatura (BUHR, 1990; SILVA et al., 2014). A inversao dos
valores, a partir do D1, podem ser atribuidos ao fato de que os espermatozoides dos tratamentos
com incubacdo permaneceram um maior tempo com uma taxa metab6lica mais alta; muito embora

ndo tenham sido realizados testes bioquimicos, para se aferir o consumo de diversas
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substancias, tais como o O,. Este comportamento ocorreu, devido ao fato dos tratamentos com
incubacgéo levarem entre 5 e 9 horas a mais para alcangarem a temperatura de 17 °C e, com isso,
diminuirem o seu metabolismo e consequente gasto de energia, aumentando o tempo de
conservacdo, uma vez que, em temperaturas mais altas (39 °C), ocorre uma perda significativa da
qualidade espermatica, em uma conservacédo de 48 horas, quando comparado a temperaturas de 20
a 15 °C (ZOU e YANG, 2000).

Analisando-se o efeito da conservacdo, observou-se que nos resultados apresentados nas
Tab. 03 e 04, dentro de cada tratamento, houve inicialmente diferengas estatisticas entre os valores
do sémen puro, do recém diluido e do conservado até D5, para todos os tratamentos. Nas analises
do sémen diluido e conservado (DO a D5), somente 0 T1 conseguiu manter valores mais altos
(vigor e motilidade) até D5, sendo significativamente melhor apenas do que o T5 (p<0,05). Todos
os tratamentos permitiram uma melhor manutencéo dos valores do vigor e motilidade espermatica,
durante o periodo de conservacdo. Apenas ap0s D4, os valores cairam significativamente, exceto
em T1, que ainda manteve por mais um dia, até D5.

O fato de somente o T1 ter conseguido manter os valores de vigor e motilidade por mais
um dia (D5), de uma certa forma, foi esperado; uma vez que o tratamento sem incubacdo prévia
pode conseguir conservar mais energia, a despeito do choque térmico ocasionado (ZOU e YANG,
2000; CAMARA e GUERRA, 2011). Por outro lado, autores afirmam que a temperatura critica
durante o processamento do sémen suino € 12 °C (ALTHOUSE et al., 1998). Dessa forma, talvez
protocolos de refrigeracdo do sémen suino que possuam como temperatura final de conservacao,
talvez ndo necessitem de resfriamento gradual, para se prolongar a qualidade do sémen durante o
periodo de conservacéo.

Para a percentagem de espermatozoides com acrossomas morfologicamente normais
(NAR), no dia de coleta (D0), ndo houve diferencas entre os tratamentos (p>0,05) (Tab. 05). Logo
apos a diluicdo do sémen, antes do resfriamento, o ejaculado apresentou 98,5% de espermatozoides
com NAR. Na avaliacdo realizada ap6s 1 hora da diluicdo do sémen, foi observada a queda dessa
qualidade com diferencas significativas (p<0,05) nos tratamentos T3 (97,0%), T4 (97,0%) e T5
(94,5%), em relacdo ao sémen recém diluido. Somente os tratamentos T1 e T2, mantiveram no DO
valores equivalentes (p>0,05) ao sémen, logo apés a diluicdo. Quando a comparacao foi feita entre
o0s tratamentos, nos trés dias de conservacdo (DO, D5 e D7), notou-se que ndo houve diferencas
entre eles (p>0,05). O T5 que obteve o0 menor percentual de NAR (94,5%), ainda assim, apresentou

uma quantidade de acrossomas normais, que se encontra dentro das normas de utilizagdo
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preconizadas pelo CBRA (2013).

Esta falta de diferencas significativas entre tratamentos esteve de acordo com 0s
resultados de outros autores (ALTHOUSE et al., 1998), que também ndo encontraram alteracoes.
Segundo Maxwell e Jonhson (1997), isso foi devido a adicdo de albumina sérica bovina ao diluente
utilizado, o que pode ter conferido uma maior resisténcia a célula espermética. Por outro lado, o
fato de ndo terem sido encontrado diferencas morfoldgicas significativas entre os tratamentos,
pode ter sido devido ao fato do sémen suino ndo ter atingido a temperatura critica de 12 °C
(ALTHOUSE et al., 1998) e, consequentemente, ndo ter apresentado um grande nimero de
alteracdes, para gque os efeitos do processo de incubagdo seminal pudessem aumentar a resisténcia
da célula espermatica ao choque térmico. O comportamento do ejaculado, independente do
tratamento utilizado, mostrou que no processamento do sémen suino, 0 momento da dilui¢do deve
ser considerado um ponto critico, visando a manutencdo da qualidade espermatica, uma vez que
as discussdes sobre o periodo de incubagdo levam em consideracdo, principalmente, o tempo de
equilibrio do sémen, ate atingir a temperatura final de conservagéo. Estudos envolvendo etapas de
resfriamento do sémen pré-congelacdo consideram o BTS ainda melhor opc¢éo de diluente, tanto
na etapa de resfriamento, quanto na de ressuspensao pos- descongelacdo (BARROS et al., 2015).

Tabela 05: Percentual de células com acrossomas morfologicamente normais (NAR) no sémen diluido e
conservado por 7 dias, a 17 °C.

DO D4 D7

Diluido 98,52 -*. -*.
T1 97,0%® 91,52 80,02
T2 97,5% 90,02 81,52
T3 97,0° 92,02 83,0°
T4 97,0° 92,02 83,0°
T5 94,5° 91,02 83,52

abe | etras distintas indicam diferencas significativas entre tratamentos, pelo teste do Qui- quadrado
(p<0,05); T1 (controle) = 35 °C — 17 °C (7 dias); T2= 35 °C — 30 °C/4 horas — 17 °C (7 dias);
T3=35°C — 25°C/4 horas — 17 °C (7 dias); T4= 35°C — 30 °C/1 hora — 25 °C/4

horas — 17 °C (7 dias); T5= 35 °C — 30 °C/1 hora — 25 °C/1 hora — 20 °C/4 horas — 17 °C (7
dias).

Os dados encontrados neste trabalho para as alteracfes espermaticas estdo de acordo com
aqueles indicados por Huo et al. (2002), que encontraram, aos 7 dias de conservacdo, uma
percentagem de 79,83% de acrossomas normais, independentemente do tratamento. Por outro lado,

Kommisrud et al. (2002), ao analisarem a integridade acrossomal de espermatozoides conservados
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entre 16 e 18 °C, obtiveram resultados aquém do encontrados neste estudo; provavelmente, devido
a influéncias do proprio varrdo. De uma maneira geral, pode-se confirmar os efeitos benéficos da
incubacdo do sémen sobre a porcentagem de alteracbes morfologicas (PURSEL et al., 1972;
BAMBA e CRAN, 1988), fato esse também confirmado nos resultados deste trabalho.

Os efeitos benéficos sobre o sémen citados na literatura e ligados ao tipo de curva de
resfriamento (POLGE, 1956; KATZER, 2009 Idem), permitem a manutencdo da viabilidade
espermatica a 17 °C, conforme resultados encontrados neste trabalho. Quando se efetua um
resfriamento gradual, ao invés do direto, ocorre um aumento dos valores de motilidade e de
integridade morfolégica (ERIKSSON et al., 2001; KATZER, 2009; ALMEIDA, 2014; ARAUJO
et al., 2016).

Segundo Johnson et al. (2000), durante o dia de coleta, observou-se um aumento da
motilidade e do vigor, devido ao tipo de resposta que 0s espermatozoides de mamiferos apresentam
apos diluicdo, com um aumento inicial da atividade seguido por um aumento dos danos a
membrana. O sémen suino refrigerado apresenta quedas dos valores de motilidade e aumento das
alteracdes morfologicas, quando é armazenado por um periodo de 24 horas (ALKMIN et al.,
2011); isto foi evidenciado neste trabalho, onde houve quedas significativas, tanto no vigor, quanto

na motilidade, entre 0 momento da diluicdo e a analise 24 horas apds, ou seja, no D1.

CONCLUSOES
Pode-se concluir que as diferentes curvas de resfriamento do sémen suino diluido néo
forneceram condigdes para uma conservacdo mais prolongada (alem do 5° dia), como também nao
resultaram em prejuizos para o sémen conservado. Entretanto, encontrou-se, ainda, um forte efeito
da diluicdo sobre a qualidade seminal, a qual constituiu-se como ponto critico no
processamento do sémen suino e que ainda necessita de maiores informacdes, para se entender
realmente o que ocorre com o espermatozoide durante esse procedimento e o que pode ser feito

para tentar minimizar os seus efeitos.
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