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Resumo

Este estudo avaliou a qualidade do sémen suino preservado em diferentes temperaturas e meios de
conservacdo no diluente PIGPELS, utilizando gema de ovo como protetor externo de membrana, € no
diluente PIGPELS5 Plus, utilizando lipoproteina de baixa densidade (LDL) como protetor. No experimento
1, as doses de sémen foram conservadas em refrigerador de sémen a 5 e 17 °C nos diluentes PIGPELS ¢
PIGPELS5Plus e comparadas ao diluente BTS a 17 °C. Ja no experimento 2, foi comparada a conservagao
do sémen nos diluentes PIGPELS e PIGPELS Plus em geladeira convencional ou em refrigerador de sémen
a 5 °C. Observou-se que o uso de diluidores com crioprotetor extracelular (PIGPELS e PIGPEL5Plus)
apresentou maiores (p < 0,05) resultados de motilidade com relagdo ao BTS até 48 h. Além do mais,
0 uso de crioprotetor extracelular foi benéfico para a manutengdo da integridade e morfologia normais
a temperatura de 5 °C em niveis similares aos diluidores a 17 °C. Nao houve diferenca (p > 0,05) na
motilidade, integridade de membrana e morfologia para a substituicdo da gema de ovo (PIGPELS)
pela LDL (PIGPELS5PIus). No experimento 2, também ndo houve diferenga na motilidade, integridade
de membrana e morfologia espermatica entre os diluentes e formas de acondicionamento testados até
72 h (p > 0,05). O acondicionamento do sémen no diluente PIGPELS em geladeira doméstica (5 °C)
proporcionou padroes de qualidade espermatica de acordo com o recomendado para a IA.
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Abstract

This study aim to evaluate the quality of boar semen stored at different temperatures and media on
PIGPELS extender, using egg yolk as an external membrane protector, and on PIGPEL5Plus, containing
low density lipoprotein (LDL) as protector. In the experiment 1, the semen doses were stored in a semen
container at 5 and 17 °C and the results were compared with semen stored at 17 °C in BTS extender. In
the experiment 2, the doses with the PIGPELS and PIGPELS5 Plus extenders were stored in a commercial
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refrigerator and in semen container, both at 5 °C. The use of extenders with extracellular cryoprotectant
(PIGPELS e PIGPELS5PIus) showed higher (p < 0.05) motility values in comparison to BTS until 48 h.
Furthermore, the use of extracellular cryoprotectant was good to maintenance of membrane integrity
and normal morphology at 5 °C similarly to 17 °C extenders. There was no difference (p > 0.05) in
the motility, membrane integrity and morphology for the substitution of egg yolk (PIGPELS) for LDL
(PIGPELS5Plus). In experiment 2, also there was no difference (p > 0.05) in motility, membrane integrity
and morphology between extenders and type of container until 72 h. The conservation of semen on
PIGPELS extender and commercial refrigerator (5 °C) allowed patterns of sperm quality according

recommended for Al
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Introducao

A grande maioria das inseminagdes artificiais
(IA) realizadas em suinos utiliza sémen diluido e
acondicionado a temperaturas entre 15 e 18 °C
por um periodo de maximo de 5 dias, sendo 85%
destas 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) (PURSEL; JHONSON, 1975),
inicialmente utilizado para congelamento de sémen
e, posteriormente, adaptado parao acondicionamento
em refrigerador a temperaturas entre 15 e 18 ° C por
até¢ 3 dias. No entanto, os refrigeradores utilizados
apresentam um custo elevado, principalmente para
pequenas unidades de produgdo e quando submetidos
as variacOes da temperatura ambiente apresentam
dificuldade em estabilizar a temperatura interna na
faixa desejada. Além disso, a estocagem do sémen
limita o transporte, restringindo o tempo de vida
util da célula espermatica, visto que ndo impede a
atividade metabolica celular, nem o crescimento
bacteriano (ALTHOUSE; LU, 2005).

Alguns diluentes foram desenvolvidos a fim de
possibilitar o aumento no tempo de estocagem para
5 a7 dias (LEVIS, 2000), ou mesmo possibilitar o
armazenamento do sémen a 5 °C a fim de conserva-
lo em geladeira doméstica (CORREA et al., 2004,
2006). No entanto, o espermatozoide suino ¢
muito susceptivel ao choque térmico, o que ocorre
quando o ejaculado fresco ¢ rapidamente resfriado
a temperaturas abaixo de 15 °C, resultando em
perda da viabilidade de um numero elevado
de espermatozdides (JOHNSON et al., 2000),
alteracdes em componentes essenciais das células

espermaticas ¢ perda da qualidade do ejaculado
quando comparado ao sémen fresco (AMIRAT et
al., 2004; WATSON, 2000).

A gema de ovo ¢ um dos crioprotetores externos
mais utilizados em protocolos para congelacdo
de s€men ou quando se utiliza sémen resfriado
abaixo de 15 °C (CORREA et al, 2004). Entretanto,
contrapondo seu efeito benéfico, a gema de ovo ¢
composta por substancias que dificultam a respiragédo
celular, interferindo no sistema de transporte de
elétrons nas mitocondrias, podendo diminuir a
motilidade espermatica, além de ser um risco de
contaminacdo por microorganismos (BOUSSEAU
et al., 1998). O efeito crioprotetor da gema de ovo €
dadopelapresengadalipoproteinadebaixadensidade
(LDL), a qual associa-se & membrana plasmatica,
protegendo o espermatozdide do choque térmico
(BERGERON et al.,, 2004; DEMANIOWICZ;
STRZEZEK, 1996; WATSON, 1981). A LDL forma
uma pelicula interfacial entre os acidos graxos da
membrana ¢ a agua (BERGERON et al., 2004),
promovendo a entrada e prevenindo a saida de
fosfolipidios e colesterol na membrana e formando
um complexo com as proteinas do plasma seminal
de modo que estas ndo fiquem disponiveis para atuar
na membrana (MOUSSA et al., 2002). A prevencao
do efluxo de fosfolipidios e colesterol confere a
célula espermatica maior resisténcia ao choque
térmico (GRAHAM; FOOTE, 1987; TRIMECHE
et al., 1996). Neste contexto, a LDL pode aumentar
a resisténcia contra o choque térmico, permitindo
uma maior qualidade espermatica de ejaculados
acondicionados a baixas temperaturas.
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O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho
dos diluentes PIGPELS (com gema de ovo) e
PIGPELS5Plus (com LDL) em preservar a qualidade
do sémen suino resfriado na forma liquida em
diferentes temperaturas (5 e 17 °C), e sob diferentes
formas de estocagem.

Material e métodos

Este trabalho foi dividido em dois experimentos,
sendo utilizados ejaculados provenientes de trés
machos suinos F1 (Landrace x Large White) com
fertilidade conhecida e aproximadamente 12 meses
de idade.

Experimento 1

No experimento 1 foram realizadas quatro coletas
de cada macho. Apos a coleta o ejaculado foi diluido
em condigdes isotérmicas em 3 diluentes: BTS
(PURSEL; JHONSON, 1975), PIGPELS5 (CORREA
et al., 2004) e PIGPEL5Plus. O diluente PIGPELS5
utilizou gema de ovo como componente protetor
extracelular na concentragdo de 2%, ja o diluente
PIGPELSPlus teve a gema de ovo substituida pela
LDL em quantidade equivalente a gema de ovo. A
LDL foi purificada através do protocolo descrito
por Moussa et al. (2002). As doses (100 mL cada),
com uma concentragdo de 3,5 x10° espermatozoides,
foram submetidas a um tempo inicial de resfriamento
de 3 h a uma temperatura variando entre 22-24 °C
(CORREA et al., 2001) ¢ ento, acondicionadas. As
doses de s€émen que foram diluidas em BTS foram
acondicionadas em refrigerador a temperatura de
17 °C, enquanto que as doses diluidas no PIGPELS
e PIGPELS5Plus
refrigeradores a temperatura de 5 e 17 °C, ou seja,

foram acondicionadas em

ambos foram submetidas a duas temperaturas.

Experimento 2

No experimento 2 foram utilizados quatro
ejaculados de cada macho, que apos avaliagao foram

diluidos nos diluentes PIGPEL5 e PIGPELSPlus
e acondicionados a temperatura de 5 °C em
refrigerador especifico para s€émen ou em geladeira
doméstica convencional.

Os refrigeradores de sémen que serviram para o
acondicionamento das doses durante o estudo eram
dotados de termostatos regulaveis, conferindo,
dessa forma, a temperatura desejada de estocagem,
conforme o diluente utilizado.
doméstica utilizada durante o experimento 2 nao
sofreu modificagdes quanto a sua capacidade de
preservagao da temperatura interna, sendo regulada
simplesmente para manter a temperatura em torno

A geladeira

de 5 °C, mantendo assim as caracteristicas de uma
geladeira doméstica convencional. A temperatura do
ambiente interior da geladeira doméstica foi aferida
diariamente as 8 h, 12 h e 16 h, com termoémetro
digital de precisdo (Incoterm®) variando entre 3,4
e 5,9 °C.

Andlise e conservacdo do sémen

Para dilui¢do, somente foram utilizados
ejaculados que apresentassem no minimo 70% de
espermatozoides moveis logo apds a coleta. Todos
os tratamentos estavam representados em cada
ejaculado coletado de cada macho doador, ou seja, o
ejaculado de cada animal foi dividido em aliquotas,
para cada um dos tratamentos a serem testados nos

respectivos experimentos.

O sémen foi avaliado quanto a motilidade,
integridade demembranaemorfologia. As avaliagdes
espermaticas foram realizadas imediatamente apos
a dilui¢ao (hora zero “0 h”) e ao longo do periodo
de conservagdo (24, 48 ¢ 72 h).

Aavaliagdo damotilidade (0 a 100%) foirealizada
sempre pelo mesmo técnico em um microscopio
optico em aumento de 200x (TARDIF et al., 1999).
Para avaliacdo era utilizada uma amostra de 2 mL
do sémen e incubado em tubos conicos de 15 mL
em banho maria a 37 °C durante 10 min. Apés a
incubagdo uma amostra de 10 pl do sémen era
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depositada entre ldmina e laminula previamente
aquecidas a 37°C para avaliagdo no microscépio.

A integridade da membrana espermatica foi
avaliada através do teste do choque hiposmético
(CHIPO) (VAZQUEZ et al., 1997). Para tal, duas
solugdes de diferente osmolaridades foram usadas,
uma com 75 mOsm/L (hiposmoética) e uma com
312 mOsm/L (isosmotica). Para a realizagdo do
teste utilizou-se 900 pl de solugdo hiposmotica e
100 pul de s€émen em eppendorf de 1,5 mL, o qual
foi homogeinizado e incubado em banho-maria a
37 °C durante 5 min. O mesmo procedimento foi
feito com a solugdo isosmética. No teste do CHIPO,
espermatozoides com cauda enrolada na solugéo
hiposmotica indicam que a célula estava integra,
pois, devido a baixa osmolaridade da solucdo
a agua penetra na célula a fim de equilibrar as
concentracdes ocasionando a reagdo caracteristica
que é o fendmeno da cauda enrolada. E realizada
também a avaliagdo na solugdo isosmética, a fim
de quantificar o percentual de células com cauda
enrolada devido a defeitos patolégicos. Dessa forma,
apos a incubagdo, através de microscopia Optica
com contraste de fases, em aumento de 400 vezes,
procedeu-se a contagem de 100 espermatozoides
incubados em cada tipo de solugdo (isosmotica
e hiposmoética), registrando o numero de células
que apresentaram cauda enrolada. O valor que foi
utilizado para analise do CHIPO foi a diferenga entre
o numero de espermatozoides com caudas enroladas
observadas na solugdo hiposmética e isosmotica.

A avaliagdo da morfologia espermatica consistiu
emverificartodasasalteracdes deacrossoma, cabeca,
peca intermediaria e cauda dos espermatozodides. O
procedimento de preparacdo do teste iniciou com a
deposicao de 3 gotas de sémen em 2 mL de formol
salina (fixador) em iguais temperaturas. Apos suave
homogeinizagdo, uma gota da amostra foi depositada
sobre uma ladmina de microscopia, adicionada uma
gota de corante eosina e coberta por uma laminula.
A analise morfoldgica dos espermatozoéides foi feita
em microscopio com contraste de fases em aumento

de 1000x, com utilizacdo de uma gota de 6leo de
imersdo sobre a lamina, onde se contou um total
de 100 células por lamina (WOELDERS, 1991;
COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO
ANIMAL, 1998).
foi utilizado somente o percentual de células

Para avaliacdo estatistica

classificadas como de morfologia normal.

Andlise estatistica

Os resutados s@o descritos como média + desvio
padrao da média. Em cada experimento, para as
variaveis dependentes: motilidade, integridade de
membrana e morfologia foi gerada uma analise de
variancia pelo modelo linear através de medidas
repetidas, a fim de isolar o efeito de cada coleta e
de cada macho sobre os pardmetros avaliados. Para
isso foram consideradas as variaveis independentes
e possiveis interagcdes entre elas. A comparagdo
entre as médias foi feita através do teste LSD (Least
Significance Difference). A analise estatistica foi
feita utilizando o programa Statistix® (2003).

Resultados e discussao
Experimento 1

A motilidade do sémen no diluente PIGPELS
a 5 °C foi maior que o diluente BTS as 48 (65,0
+6,7 % e 450+243 %) e 72 h (65,0+52 % e
33,3 + 26,0 %), mantendo valores aceitaveis de
motilidade para sémen refrigerado de acordo com
as recomendagdes para a espécie (CBRA, 1998).
Além disso, o diluente PIGPELS5 a 5 °C foi o que
apresentou menor variabilidade durante as 72 h de
conservagdo, como observado pelo menor desvio
padrdo da média (Tabela 1). Assim, observou-se
que em geral o uso de diluidores com crioprotetor
extracelular (PIGPELS e PIGPELSPlus) apresentou
melhores resultados de motilidade com relacdo ao
BTS até¢ 48 h (Tabela 1), conforme ja demonstrado
por Corréa et al. (2006).
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Tabela 1. Percentual de espermatozéides moveis durante o periodo de conservagdo (média =+ desvio padro)

Células moveis (%) nos periodos de conservacio

Diluentes Temperatura (°C) oh 24 h 48 h 7 h
BTS 17 70,8 +5,22 55,0 £21,9° 45,0 +£24,3" 33,3 +£26,0°
PIGPELS 17 75,8+ 5,22 742 +£5,2° 53,3+32,3%® 26,7 £282°
PIGPEL5Plus 17 75,0+ 6,7° 74,2+ 6,7° 68,3+94* 50,8 £27,5%
PIGPELS 5 758 +5,2° 69,2 +52%® 65,0+ 6,7° 65,0+5,2%
PIGPELSPlus 5 75,8 +5,2° 599+ 17,3 58,2 +£10,8%® 542+ 13,1®

&b Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05)

A integridade de membrana e morfologia
espermatica ndo diferiu (p>0,05) comrelacdo ao uso
de crioprotetores extracelulares (Tabela 2 e 3). Os
valores encontrados para a integridade de membrana
e morofologia no presente estudo sdo compativeis
com resultados anteriores (VAZQUEZ et al., 1997;
CORREA et al., 20006). Por outro lado, apesar de
danos na morfologia espermatica serem descritos
quando o sémen suino ¢ acondicionado abaixo de

15 °C (PURSEL; JOHNSON; SCHULMAN, 1972;
PURSEL; JOHNSON; RAMPACEK, 1972, 1973),
no presente estudo os valores para morfologia estao
de acordo com os padrdes recomendados para a
espécie (CBRA, 1998). Portanto, pode-se concluir
que o uso de crioprotetor extracelular foi benéfico
para a manutencdo da integridade e morfologia
normais a temperatura de 5 °C em niveis similares
aos diluidores a 17 °C.

Tabela 2. Integridade funcional da membrana espermatica (CHIPO) nos diferentes tratamentos e periodos de
conservacdo de sémen (média + desvio padrio)

CHIPO nos periodos de conservagdo

Diluentes Temperatura (°C)

Oh 24 h 48 h 72 h
BTS 17 483 +82% 46,2 +3,9% 43,77+ 4,1% 33,0+£4,1°
PIGPELS 17 48,1 +10,7° 483 +7,5% 443 £ 4,8 31,8+ 1,4°
PIGPELS5Plus 17 498+13,1° 452+7,1% 52,5+13.2* 40,0+ 11,6
PIGPELS) 5 46,0+11,7¢ 43,0+£2,6° 42,5+7.2° 342 +3,6®
PIGPELSPlus 5 46,3+119* 43,0+3,9° 42,7+£29° 35,5+£4,7®

&b Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05)

Tabela 3. Espermatozoides com morfologia normal (%) nos diferentes tratamentos e periodos de conservagdo do
sémen (média + desvio padrao)

Morfologia espermatica normal (%)

Diluentes Temperatura (°C)

0Oh 24 h 48 h 72 h
BTS 17 87,3 £13,5% 848+ 174% 79,3 +£21,8% 822 +18,52
PIGPELS 17 842+ 16,7¢ 86,2+ 17,1 88,8+ 13,1 87,6+ 12,6
PIGPELS5Plus 17 88,6 +11,8° 91,1 £8,2°? 81,1 £19,62 91,2+£9,92
PIGPELS5) 5 852+ 164" 85,3+ 18,7 83,1 £ 14,3 84,7+2222
PIGPELS5Plus 5 87,7+13,3® 87,8+ 12,32 81,3 +20,1 88,4+ 1342

ab.c Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05)

9203
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A auséncia de diferenca na motilidade,
integridade de membrana e morfologia para a
substitui¢do da gema de ovo (PIGPELS) pela LDL
(PIGPEL5PIlus) pode ser devido & baixa inclusdo
da LDL. Isto sugere que um percentual maior
de inclusdo deva ser testado para temperaturas
menores de conservacdo, como ja foi demonstrado
por Moussa et al. (2002), Hu et al. (2006) e Varela
Junior et al. (2008) com uso de sémen congelado,
0s quais observaram um incremento na motilidade
e integridade de membrana com a substituicdo de
gema de ovo por quantidades maiores de LDL.

Uma das vantagens do armazenamento de sémen
a 5 °C ¢é a reducdo da producdo de catabolitos em
fungdo do menor metabolismo celular, havendo,
portanto, menor risco de proliferacdo bacteriana
quando comparada a conservagdo a 15 °C
(ALTHOUSE; LU, 2005). Assim, a auséncia de
diferenca na qualidade seminal entre os diluentes
testados a 5 e 17 °C também ¢ benéfica, pois a
conservagdo em baixa temperatura permite a redugdo
da proliferacao de patégenos em longos periodos de
conservacao.

Experimento 2

A temperatura interna na geladeira doméstica
(média = desvio padrio) nos trés momentos de
avaliacdo foi: 4,2 °C+0,8as8h,4,5°C+1,2as 12
h e 4,6 °C + 1,3 as 16 h, portanto, dentro da faixa
de temperatura desejada. A temperatura levemente
inferior no primeiro horario de avaliagdo (8 h) se
deve ao fato de que, entre a ultima avaliagdo do dia
(16 h) e a avaliagdo as 8 h, ndo ocorria a abertura
da geladeira, assim, explica-se a menor oscilacao de
temperatura na avaliagdo as 8 h.

Nao houve diferenca na motilidade, integridade
de membrana e morfologia espermatica entre os
diluentes e formas de acondicionamento testados
até 72 h (Tabelas 4 e 5) (p > 0,05). Os indices
de motilidade e morfologia observados foram
superiores a 50 e 80%, respectivamente, e, portanto,
dos padrdes para
julgamento de sémen de doadores da Portaria SDR-
26 de 05/09/1996 (CBRA, 1998). Ainda que estas
recomendagOes sejam para s€men refrigerado a 17
°C e os resultados do presente estudo a temperatura
de 5 °C. Nao ha uma recomendagdo minima para
a integridade de membrana, apesar dos valores
encontrados serem compativeis com outros estudos
(VAZQUEZ et al., 1997).

dentro das recomendacoes

Tabela 4. Percentual de espermatozdides moveis do sémen suino congelado por 72 h a 5 °C, de acordo com o tipo de
geladeira utilizada (de sémen ou convencional) (média + desvio padrio).

Motilidade nos periodos de conservagao

Diluentes Geladeira
Oh 24 h 48 h 72 h
PIGPELS de Sémen 76,7+49¢* 72,5+7,5% 65,8 £9,0? 60,8 £ 6,72
PIGPELS5Plus de Sémen 76,7+ 4,92 70,0 £ 7,42 642+ 6,7 583+7,2%
PIGPELS Convencional 76,7+4,92 70,8 £ 6,72 67,5+4,5% 64,2 +6,72
PIGPEL5Plus Convencional 76,7+4,92 69,2 +5,22 61,7+£5,72 58,3+£5,72

Nao foram observadas diferencas entre os valores na mesma coluna (p > 0,05)

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 30, n. 4, p. 899-906, out./dez. 2009



Efeito do diluente pigpel na qualidade do sémen suino refrigerado em diferentes temperaturas

Tabela 5. Integridade funcional da membrana espermatica (CHIPO) do sémen suino congelado por 72 h a 5 °C, de
acordo com o tipo de geladeira utilizada (de sémen ou convencional) (média = desvio padrio).

CHIPO nos periodos de conservacio

Diluentes Geladeira
Oh 24 h 48 h 72 h
PIGPELS de Sémen 434+54% 40,5+1,0° 40,5+3,3° 32,6 £3,92
PIGPELSPlus de Sémen 433+38® 414+19¢ 42,8+29¢ 31,2+1,02
PIGPELS Convencional 435+47° 41,8 +1,7° 41,1 £3,6° 333+6,6°
PIGPELSPlus Convencional 433+29¢ 422+3,1° 42,5+2,0° 32,0+£2,1%

Nao foram observadas diferencas entre os valores na mesma coluna (p > 0,05)

Com base nos resultados deste experimento
observa-se uma vantagem na utilizagdo do diluente
PIGPELS em geladeira convencional. Isto se deve
a maior praticidade na elaboragdo do diluente com
gemadeovo,semnecessidadedaadicdodeprotocolos
de purificacdo de LDL a rotina, diminuindo assim
o tempo e custo deste processo. Além do mais, a
possibilidade do uso de geladeira convencional, que
¢ de fécil acesso e baixo custo, pode ser vantajosa em
pequenas propriedades evitando o investimento em
um refrigerador especifico para o armazenamento
de sémen.

Conclusoes

O acondicionamento do sémen no diluente
PIGPELS5 °C)
proporcionou padrdes de qualidade espermatica de

em geladeira doméstica (5

acordo com o recomendado para a [A.
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