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VELLOSO, N.M. Congelagdo e efeito do meio sobre as caracteristicas
fisico-quimicas do sémen suino no inverno e verao. Botucatu, 2011. 102p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da congelagédo e do meio sobre
as caracteristicas fisicas e quimicas do sémen de 10 reprodutores suinos
durante o inverno e o ver&o. No protocolo utilizado para a congelagéo seminal,
2 diluentes de congelagéo foram testados em combinacdo com 2 diluentes de
transporte e refrigeragdo. Os resultados encontrados demonstraram que o0s
parametros de integridade de membranas, morfologia e cinética espermatica
nos momentos que antecederam a congelacdo nao foram influenciados, de
forma geral, pela estacédo do ano. Apesar do numero de células espermaticas
totais e o volume do ejaculado terem sido superiores no inverno em relagao ao
verao, a motilidade progressiva pds-descongelacao foi melhor no veréo do que
no inverno na maior parte dos meios de congelacéo avaliados. A metodologia
de congelacdo aplicada e os diluentes utilizados mostraram indices de
viabilidade espermatica do sémen descongelado sem precedentes e superiores
aos encontrados na literatura, independentemente do diluente ou da estacéo
do ano avaliada. Em relagdo ao perfil quimico seminal, apenas os niveis de
s6dio no sémen e de calcio no plasma seminal foram mais elevados durante o
verdo, devido ao menor volume seminal produzido neste periodo. As
temperaturas e umidades foram evidentemente superiores durante o verao e as
concentragbes de metabdlitos fecais de corticosterona mais elevadas nesta
mesma estacao, porém estes indices nao ocasionaram alteragdes consistentes
na viabilidade do sémen descongelado dos cachagos. Desta forma, os
resultados do presente trabalho indicam que os animais encontram-se
adaptados ao ambiente, n&o apresentando alteracbes marcantes de suas

caracteristicas seminais de acordo com as condi¢gdes climaticas.

Palavras-chave: suinos, sémen, congelagao, diluentes, clima.
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VELLOSO, N.M. Freezing and effect of environment on the physical and
chemical characteristics of boar semen in winter and summer. Botucatu,
2011. 102p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of freezing and environment on physical
and chemical characteristics of the semen of 10 breeding pigs during the winter
and summer. In the protocol used for the freezing of semen, 2 freezing
extenders were tested in combination with 2 diluents for transport and
refrigeration. The results show that the parameters of membrane integrity,
sperm morphology and kinetics in the moments preceding the freezing were not
affected, in general, by the season. Although the number of sperm cells and the
total volume of the ejaculate were higher in winter compared to summer, the
post-thaw motility was better in summer than in winter in most media tested for
freezing. The freezing methodology and the extenders applied showed indices
of viability of the thawed sperm unprecedented and higher than those found in
the literature, regardless of the diluents or the season assessed. Regarding the
chemical seminal profile, only the levels of sodium and calcium in semen in the
seminal plasma were higher during the summer due to lower volume seminal
produced in this period. Temperatures and humidities were clearly higher during
the summer and the concentrations of fecal corticosterone metabolites higher in
the same season, but these rates did not cause consistent changes in the
viability of frozen-thawed semen of boars. Thus, the present results indicate that
the animals are adapted to the environment, showing no marked changes in

their semen characteristics according to the season.

Key words: swine, semen, freezing, extenders, climate.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil € o quarto pais no ranking mundial de producédo e
exportacdo de carne suina, sendo esta a mais consumida no mundo. Porém,
em nosso pais, seu consumo é extremamente baixo quando comparado ao de
outros paises, principalmente da Europa (ABIPECS, 2010).

A importancia da suinocultura brasileira no contexto socioeconémico do
pais é cada vez mais evidente, por ser esta uma atividade que gera milhares
de empregos diretos e indiretos anualmente, incrementando o produto interno
bruto por meio das expressivas exportagdes da carne suina. Desta forma, cada
vez mais atencdo €& despendida na busca pela maximizacdo dos indices
reprodutivos dos animais.

Apesar das grandes possibilidades de crescimento do mercado suinicola
brasileiro, ainda ha obstaculos que precisam ser transpostos para permitir o
avango deste setor econdmico. Um destes obstaculos sdo os baixos indices
reprodutivos obtidos com o uso de sémen suino congelado.

A congelagdo do sémen suino permite a difusdo e conservagdo de
doses inseminantes de alto valor genético e apresenta-se como uma alternativa
para as situagdes nas quais o movimento de animais e sémen é restrito, além
de controlar a propagacéo de doencas sexualmente transmissiveis. Entretanto,
esta biotécnica tem sido pouco difundida por apresentar baixos indices de
fertilidade.

Temperaturas ambientais acima da zona de conforto térmico e grandes
variacdes diarias de temperatura, bem como altos indices de umidade relativa
do ar, podem afetar a espermatogénese e a qualidade do ejaculado, resultando
na diminuicdo do desempenho reprodutivo do macho suino, afetando libido,
tamanho de leitegada e podendo causar infertilidade. Este fator pode ser
potencializado pelo uso de inseminagao artificial (1A), visto que, neste manejo
reprodutivo, cada macho € utilizado na fertilizagdo de um numero maior de
fémeas quando comparado a monta natural.

No ano 2000 Johnson et al. estimaram que cerca de 19 milhdes de
inseminagdes em suinos eram realizadas no mundo, sendo que destas, menos

de 1% envolviam o uso de sémen suino congelado (JOHNSON et al., 2000),



cujo uso permanece restrito a preservacgao e ao transporte de material genético
de alto valor por longas distancias (SCHEID & SILVEIRA, 2002).

O aprimoramento das técnicas utilizadas no sistema de congelagao é
essencial para o aumento da viabilidade espermatica do sémen descongelado.
Deste modo, novos diluentes e diferentes curvas de congelagdo podem conferir
uma maior protecéo a célula espermatica durante o processo, proporcionando
0 aumento de sua viabilidade.

Torna-se necessario, ainda, avaliar o impacto dos fatores climaticos
sobre a qualidade do sémen congelado de suinos criados em regime de

produgéo comercial, visto que nao ha pesquisas que relacionem tais fatores.
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2. OBJETIVOS

Y Avaliar as caracteristicas dos parametros espermaticos do sémen suino apés

o transporte e apds a descongelagcéo durante o inverno e o verao.

vV Avaliar e comparar a influéncia de diferentes meios de transporte e

congelagao sobre a qualidade do sémen suino descongelado.

v Avaliar a influéncia do inverno e verao sobre o perfil quimico do sémen e

plasma seminal de suinos.

v Avaliar a influéncia do clima sobre a concentragdo dos metabdlitos fecais de

cortisol e corticosterona.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Congelagao do sémen suino

Atualmente, a maior parte das inseminagbes é conduzida com sémen
suino resfriado entre 15 e 18°C, proporcionando resultados de fertilidade
semelhantes aos obtidos pelo uso da monta natural. Devido as dificuldades
decorrentes da manutengdo da temperatura de armazenamento e a limitagc&o
de sua utilizagdo por um periodo maximo de cinco dias, novas metodologias
tém sido estudadas para viabilizar o uso de sémen resfriado a 5°C, ou para
aperfeicoar o processo de congelagdo. Assim, a expansdo da IA em suinos
poderia ser ainda maior na medida em que outras tecnologias de
criopreservacédo de sémen suino fossem desenvolvidas (SCHEID & SILVEIRA,
2002).

O emprego da inseminacao artificial (IA) como biotécnica aplicada a
reproducdo de suinos foi amplamente difundido ao longo das décadas de
setenta e oitenta, consolidando-se nos anos noventa (BORTOLOZZO &
WENTZ, 2005).

O sémen suino criopreservado esta disponivel para uso comercial desde
1975 (JOHNSON, 1985). Porém, devido a alta susceptibilidade a danos
durante o processo de criopreservacdo e ao complicado processo de
congelagao, sua utilizacdo nao tem sido observada em larga escala, bem como
ocorre com o uso do sémen refrigerado (GROSSFELD et. al, 2008).

Até o inicio da década de 70, as tentativas de congelacdo de sémen
suino resultaram sistematicamente na perda da capacidade fertilizante dos
espermatozdides. Progressos consideraveis nesta area foram alcangados
apenas nos ultimos anos, com o desenvolvimento de tecnologias que permitem
a obtencao de leitegadas através do uso de sémen congelado. Entretanto, os
resultados de fertilidade do sémen suino congelado ainda situam-se
claramente abaixo dos resultados obtidos com a monta natural ou inseminagéo
artificial com sémen resfriado, impedindo sua utilizacdo em larga escala
(SCHEID et al., 1982) e tornando necessario o desenvolvimento de maiores

estudos para que a técnica alcance resultados reprodutivos satisfatérios.



Apesar dos esforgos para alcangar indices de fertilidade e prolificidade
aceitaveis, a sobrevivéncia espermatica ap0s o processo de congelagao ainda
€ consistentemente inferior em comparagcdo com outras espécies. Isto ocorre
devido aos danos que ocorrem nas células durante um processo de
congelacao longo e que rende poucas doses por ejaculado (RODRIGUEZ-
MARTINEZ & WALLGREN, 2010).

As mudancgas biofisicas provocadas pela transicdo da agua no estado
liquido para gelo durante o resfriamento relativamente lento, usado na maioria
dos protocolos, s&o as principais causas de danos a célula espermatica. Caso
os espermatozoides fossem congelados apenas no plasma seminal (sémen
puro), a congelagcédo tornar-se-ia letal, visto que ha formacado de gelo tanto
dentro quanto fora da célula, danificando as estruturas essenciais, em especial
a membrana plasmatica e mitocondrias. Porém, quando o meio contém
crioprotetores, os danos ocorrem, mas muitas células irdo sobreviver ao
processo. Sob estas condi¢des, o gelo se forma no meio de diluicdo, em torno
dos espermatozdides e, como os cristais de gelo crescem na agua, que
representa a maior parte deste meio extracelular, a quantidade de solvente
diminui enquanto o soluto fica mais concentrado (RODRIGUEZ-MARTINEZ &
WALLGREN, 2010).

Estudos recentes em criopreservacdo de sémen suino incluiram varias
estratégias para melhorar a qualidade do sémen suino descongelado e
aumentar o numero de células espermaticas disponiveis para a fertilizacao
(GROSSFELD et. al, 2008).

As taxas de refrigeracdo e de congelagao sao as variaveis mais criticas
que influenciam a sobrevivéncia a congelagéo e, portanto, sdo pré-requisitos
para um 6timo protocolo de criopreservagcao (GROSSFELD et. al, 2008).

O espermatozoide suino criopreservado tem uma meia-vida mais curta
(2 a 8h) do que o refrigerado, o que implica na necessidade da IA ser realizada
no momento mais préoximo possivel da ovulagéo. Isto pode ser assegurado por
meio de tratamento hormonal (HCG/ECG) ou, alternativamente, através da
deteccéo intensiva do estro (MARTINEZ et al., 2001, GROSSFELD et. al,
2008).

O comprometimento da qualidade espermatica ap6s os processos de

congelagcdo e descongelagdo do sémen suino torna necessario o uso de



técnicas capazes de estabelecer taxas de paricdo satisfatérias com um numero
relativamente baixo de células espermaticas viaveis por dose inseminante. Esta
€ uma possibilidade que tem se mostrado viavel com o advento da
inseminacao intra-uterina profunda nao-cirurgica, técnica esta de execucao
simples, podendo obter bons resultados de fertilidade com o uso de 1 x 10°
espermatozoides por dose (MARTINEZ et al., 2001).

Diversos protocolos de congelagdo de sémen suino, como os testados
por Bianchi et al. (2005) e Martins et al. (2005), tém sido pesquisados,
objetivando obter maior viabilidade espermatica pos-descongelagéo e, assim,
melhores indices de fertilidade in vivo, tornando economicamente viavel o
emprego desta biotecnologia (OHATA et al., 2001).

Os trabalhos desenvolvidos nos ultimos anos mostram que o glicerol é o
melhor crioprotetor para o sémen de suinos, mas a sua concentragdo ndo pode
exceder 6% devido a toxicidade quimica do mesmo para os espermatozdides,
sendo a concentragdo de 3 a 4% a mais utilizada (HOLT et al., 2005). Estudos
com a utilizagao de crioprotetores em substituicdo ou associagdo com o glicerol
tém sido conduzidos especialmente em eqiinos com o uso de diferentes
amidas (GRAHAN et al., 2001).

3.2 Resultados reprodutivos obtidos com uso de sémen congelado

As pesquisas realizadas nos ultimos 30 anos com o uso de sémen suino
congelado resultaram em avangos originados, sobretudo, dos estudos
efetuados para a avaliacdo do efeito de diferentes crioprotetores, tipos de
palhetas e curvas de congelacédo e descongelac&o. No entanto, o emprego de
sémen suino congelado ainda estd associado a reducao de 10 a 30% na taxa
de parto e de 1 a 3 leitdes por leitegada, quando comparado ao uso de sémen
resfriado, restringindo sua utilizagdo em larga escala na suinocultura.
(FLOWERS, 1995; BERNARDI et al., 2005).

O aspecto produtivo € o principal fator limitante para o uso de sémen
suino congelado em granjas comerciais na atualidade, pois enquanto o sémen
resfriado obtém médias anuais de taxa de parto acima de 88% e numero de

nascidos totais acima de 10 leitdes por parto, com o uso do sémen congelado



as taxas de parto, na maioria das vezes, n&o alcangaram 85% e os nascidos
totais ndo ultrapassaram os 10 leitdes por parto (ROMERO et al., 2004).

A reducdo do desempenho reprodutivo e as dificuldades no
processamento fazem com que o emprego de sémen congelado fique restrito
ao campo experimental, a exportagcdo de sémen entre paises, ao transporte de
doses por longas distancias e a formagéo de bancos de sémen de ragas ou
linhagens de alto valor genético, ou que se encontram em via de extingdo ou
em risco sanitario (BORTOLOZZO et al., 2005). A aplicagdo comercial da
técnica dependera da otimizagcéo das condi¢cdes de congelagéo e/ou da técnica
de inseminagédo, as quais estdo sendo objeto de pesquisa (BERNARDI et al.,
2005).

Durante os processos de resfriamento, congelacdo e descongelacao, os
espermatozoides sao expostos a situagdes adversas a sua homeostase,
tornando-os susceptiveis aos choques térmico e osmoético, que podem
promover alteragbes estruturais e funcionais na célula espermatica com
prejuizos para sua motilidade (BUHR et al., 1994; HOFMO & ALMLID, 1991).
Também ocorrem degeneracdo do acrossoma e reducdo da atividade
metabodlica da célula, as quais influenciam a capacidade fecundante do
espermatozoéide e sua viabilidade no trato genital feminino (HOFMO & ALMLID,
1991; SILVEIRA et al., 2006).

Pesquisando sobre a capacidade de fertilizag&o in vitro do sémen suino
submetido ao processo de congelacao, Cérdova et al. (1997) relataram que tal
aptiddo dos espermatozdides suinos ap6s a descongelagcédo foi de 68%,
enquanto no sémen resfriado o valor encontrado foi de 85%.

Outro fator limitante para a expanséo do uso de sémen suino congelado
€ a grande variabilidade na resposta dos machos suinos a congelacao, a qual
nao € possivel de ser identificada, até o momento, pelos paradmetros
convencionais de avaliagcdo do sémen in natura (MARTINS et al.,, 2005;
BERNARDI et al., 2005). Ainda de acordo com os autores, deve-se considerar
também a instabilidade da célula espermatica do suino quando comparada a
outras espécies no processo de congelagdo, o que provavelmente ocorre
devido as caracteristicas da composi¢ao da sua membrana celular.

Segundo Silveira et al. (2006), foram observadas diferencas de até 27%

entre os machos nos indices de motilidade apds a descongelagdo. Uma das
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possiveis causas desta marcante diferenga entre individuos pode ser explicada
pelas pesquisas de Park & Yi (2002), que demonstraram que as variagdes dos
niveis de testosterona presentes em cada animal apresentam correlacao
positiva com a capacidade do sémen suino de ser congelado-descongelado.

N&o foi encontrada associagéo entre a sensibilidade ao resfriamento e a
viabilidade do sémen ap6s a descongelacédo. O fato dos machos responderem
a congelacao de forma diferente da prevista dificulta o processo de selegéo de
doadores para a congelagédo de sémen (OHATA et al., 2005).

Os resultados insatisfatorios obtidos com sémen suino congelado
também foram atribuidos a ineficiéncia dos diluentes e crioprotetores,
sugerindo que novas solug¢des crioprotetoras e metodologias diferentes de
congelagao devem ser testadas (KUSTER & ALTHOUSE, 1999).

Sob o aspecto econdmico e pratico, a utilizagdo da criopreservagéo
aumentou os custos por fémea inseminada e dose produzida, visto que foi
necessario praticamente dobrar o numero de espermatozodides por dose,
reduzindo o rendimento dos ejaculados (BORTOLOZZO et al., 2005). Além
disso, a técnica de conservacéo foi relativamente demorada e complexa, sendo
necessarias 7-9 horas para o processamento de um ejaculado (WENTZ &
BORTOLOZZO, 1998).

Desta forma, 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 suino congelado (OHATA
et al., 2005).

3.3 O futuro da técnica

Apesar dos dados atuais de produtividade com sémen suino congelado
serem desanimadores em termos de perspectivas do uso da técnica em
rebanhos comerciais, alguns pesquisadores, como Smits (2006), apontaram
para um futuro promissor da técnica, com os avangos das novas tecnologias e
equipamentos de congelac&o de sémen.

A conservagdo do sémen por meio de criopreservagdo € um dos

objetivos das pesquisas na area da biotecnologia da reproducdo e muitos
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pesquisadores tentam aprimora-la. Quando ela estiver dominada, trara um
grande impulso aos programas de IA, possibilitando o acesso de produtores ao
sémen de machos selecionados, independente da distancia que os separa das
centrais de IA (WATSON & BEHAN, 2002).

O uso de sémen suino congelado em nivel comercial ainda ndo é uma
realidade, mas os avangos tecnologicos nas areas de conhecimento de
bioquimica de membranas dos espermatozoides e o desenvolvimento de novos
equipamentos automatizados para congelacdo, combinado aos avangos nas
metodologias de avaliagdo e maior conhecimento do ciclo estral da fémea
suina que permitira um melhor ajuste do “timing” da deposi¢gdo do sémen em
relacdo a ovulagcdo, prometem tornar esta técnica comercialmente viavel, em
nivel de granjas comerciais, muito em breve (ANTUNES, 2007).

Possivelmente, a associagdo com a pratica de inseminacgéo pos-cervical
podera incrementar os resultados de campo com uso de sémen suino
congelado, pelo fato dos espermatozdides serem depositados profundamente
no trato genital, reduzindo perdas espermaticas durante o transporte até o sitio
de fecundagéao (SILVEIRA et al., 2006).

3.4 Efeito da temperatura ambiental sobre a qualidade do sémen

No Brasil, pais de clima predominantemente tropical, os meses de
outubro a margo, que englobam o final do outono, o verdo e o inicio da
primavera, sdo marcados por calor intenso (INMET, 2011).

A infertilidade sazonal é um problema bem conhecido da moderna
industria suinicola. Altas temperaturas ambientais podem contribuir diretamente
para a infertilidade sazonal que ocorre devido ao estresse fisiolégico dos
animais (YANG et al., 2010).

De acordo com Hannas (1999), fatores ambientais externos e o
microclima dentro das instalagcdes exercem efeitos diretos e indiretos sobre os
suinos em todas as fases de producédo e acarretam em redugdo da
produtividade com consequentes prejuizos econdmicos para a exploragéo

suinicola.
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A zona de termoneutralidade para reprodutores suinos encontra-se entre
18 e 22°C (SCHEID & SILVEIRA, 2002; MOURA, 1999). Ja a umidade relativa
do ar ideal para suinos em todas as fases € de 50 a 70% (MOURA, 1999).

O alojamento de cachagos em instalacbes onde as temperaturas
excedem os limites maximos desejaveis tem como consequéncia o
subaproveitamento de machos de alto valor genético. Estes animais, quando
nao se encontram em sua zona de conforto térmico, tém sua producao
espermatica diminuida, além de apresentarem maiores taxas de alteragdes
espermaticas, o que se traduz em menor qualidade seminal (SCHEID &
SILVEIRA, 2002).

Os suinos tém pouca capacidade de transpirar quando se encontram
termicamente estressados (MCNITT et al., 1972) por apresentarem uma
espessa camada de tecido adiposo subcutaneo e reduzido numero de
glandulas sudoriparas na pele (DYCE et al., 1997).

Desta forma, uma redugdo no desempenho reprodutivo dos machos
suinos durante ou imediatamente apds um periodo de altas temperaturas pode,
muitas vezes, ser observada (KUNAVONGKRIT et al., 2005). Contudo, alguns
machos mais sensiveis ao calor podem ser mais afetados do que outros que
possuam maior tolerancia a altas temperaturas (CAMERON & BLACKSHAW,
1980).

Assim, quando a temperatura ambiente ultrapassa o limite da zona de
conforto, os suinos reagem dissipando calor por mecanismos de conveccéo,
conducdo, radiacdo e evaporagdo. Porém, se tais condicbes ambientais
inadequadas persistirem poderdo, em alguns casos, causar a morte destes
animais e, mais comumente, prejudicar o desempenho reprodutivo dos animais
destinados a reproducao (MYER & BUCKLIN, 2001).

Diversos estudos realizados sob condi¢gdes controladas de temperatura
e umidade demonstraram que as células espermaticas sédo afetadas pelos
elementos climaticos, e a gravidade das lesdes depende da intensidade do
estresse térmico e do periodo de exposicao a eles (HANNAS, 1999).

Cachagos submetidos a altas temperaturas ambientais tém sua
fertilidade reduzida, pois, de acordo com Suriyasomboon (2005), tais condigdes
podem causar uma degeneragdo testicular leve a moderada. Estes machos

produzirdo ejaculados com menor concentragdo de espermatozédides, alta
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porcentagem de células espermaticas anormais e diminuigcdo da motilidade e
do volume espermatico, podendo ser observado maior numero de
espermatozéides com anormalidades de cabeca e com gota protoplasmatica
proximal (MALMGREN, 1988).

Células que apresentam defeitos maiores tém sua viabilidade e
capacidade de fecundagdo reduzidas, comprometendo as fungbes
espermaticas em diferentes niveis. Estes defeitos englobam alguns tipos de
alteragdbes mais severas na cabega e cauda espermaticas, gota
protoplasmatica proximal e defeitos de pecga intermediaria. Ja os defeitos
menores, cujos danos as células sdo menos severos que 0s ocorridos nos
defeitos maiores, representam lesdes mais brandas de cabecga e cauda e gota
protoplasmatica distal (CHENOWETH, 2005).

Em suas pesquisas, Sydenstricker (1993) afirmou que machos
submetidos a altas temperaturas ambientais podem apresentar alteragées na
espermatogénese, devido ao aquecimento local dos testiculos e ao
desequilibrio hormonal e metabdlico decorrentes do estresse, comprometendo
a qualidade do sémen.

De acordo com Myer & Bucklin (2001), temperaturas acima de 29°C
causaram reducgéo da produc¢do e da qualidade dos espermatozédides. Estienne
(2000) indicou em suas pesquisas que o tempo minimo de exposicao e
temperatura critica do ar para que a producéo de células espermaticas fossem
afetadas foi de 72 horas e 29,4°C, respectivamente.

Com excecdo da motilidade espermatica e da atividade da enzima
fosfatase alcalina presente no sémen, todas as demais caracteristicas do
liguido seminal variaram de acordo com o més (TRUDEAU & SANFORD,
1986). O numero de espermatozoides, assim como outros parametros de
qualidade seminal, foi melhor durante o outono e inverno do que na primavera
e verdo (TRUDEAU & SANFORD, 1986; CIERESZKO et al., 2000; SMITAL,
2009).

Suriyasomboon et al. (2004) encontraram significativo efeito sazonal
sobre a porcentagem de espermatozdides morfologicamente normais e
anormais com defeitos como gota citoplasmatica proximal e anomalias na

cabecga espermatica, que s&o caracteristicas de degeneragéo testicular.
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Alteragcbes na qualidade seminal de suinos selvagens nas diferentes
estagdes do ano também foram observadas por Kozdrowski & Dubiel (2004).
Segundo eles, os ejaculados de suinos selvagens nao diferiram dos ejaculados
de suinos domésticos, sendo que o0 sémen apresentou maior volume,
concentracdo e numero de espermatozoides totais no final do outono, e a
motilidade espermatica foi menor no verdo do que nas demais esta¢des. Houve
ainda uma expressiva correlagdo entre concentragcéo espermatica e volume da
fragdo liquida do ejaculado. Tais resultados comprovaram que a influéncia
climatica sobre a qualidade seminal € um fator inerente a espécie, néo
dependendo da linhagem genética dos animais.

Estienne (2000) relatou que um periodo de aproximadamente duas
semanas é normalmente observado entre o estresse calérico agudo e as
primeiras indicagdes na produgdo de espermatozdides anormais. Paquignon
(1987) afirmou que os danos espermaticos normalmente ocorrem entre 15 a 21
dias apds a exposi¢ao e que a qualidade do ejaculado retorna ao normal em
um periodo de 7 a 8 semanas apds cessar a exposi¢cao a altas temperaturas.

Ja nas pesquisas desenvolvidas por Wettemann et al. (1979) e Stone
(1982), foi observado um periodo de 5 semanas ap6s o fim da exposi¢cdo dos
animais a altas temperaturas para que o percentual de células espermaticas
moveis atingisse novamente seus valores normais. Curtis (1983) indicou em
seu trabalho que um intervalo de quatro a seis semanas ap6s o fim do estresse
cal6rico foi necessario para que os indices de fertilidade alcangcassem seus
valores normais.

Cachagos submetidos a condi¢des de estresse caldrico sofreram
diminuicdo da circulagao de testosterona, o que provavelmente contribuiu com
a diminuig¢ao da libido (ESTIENNE, 2000). Este fato pdde ser confirmado pelos
estudos desenvolvidos por Kozdrowski & Dubiel (2004), nos quais a massa
testicular e o nivel de testosterona de cachagos adultos foram

significativamente maiores no inverno, quando comparados ao verao.
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3.5 Influéncia da sazonalidade sobre a qualidade do sémen suino

congelado

Apesar dos importantes avancgos alcancados na criopreservacéo de
sémen suino e em seu uso para |IA (GROSSFELD et. al, 2008), o mesmo né&o
tem sido rotineiramente utilizado devido a instabilidade de suas taxas de
fertilidade, que variam de 40 a 85% (WONGTAWAN et al., 2006).

Varios fatores podem explicar esta variagdo, incluindo diferengcas na
qualidade do sémen descongelado, o numero de espermatozdides utilizados
por dose inseminante e o intervalo entre a ovulacao e a IA (ROCA et al., 2006).
Entretanto, outros fatores sabidamente afetam o desempenho reprodutivo dos
suinos, como o ambiente e a época do ano (PELTONIEME & VIROLAINEN,
2006).

O comprometimento sazonal da reprodug¢do dos suinos é evidente em
todo o mundo. Uma clara reducéo da fertilidade ocorre durante o veréo e o
inicio do outono (SURIYASOMBOON, 2005). Porém, estudos complementares
que correlacionem a estacdo do ano com a utilizacgdo de sémen suino
congelado ainda néo estdo disponiveis (BOLARIN et al., 2009).

Esta escassez de dados pode ser parcialmente atribuida a grande
variacdo do desempenho reprodutivo dos animais nos diferentes estudos ja
publicados. Uma melhor compreensao do impacto do periodo do ano sobre a
capacidade fecundante do sémen criopreservado poderia ajudar a explicar as
diferencas entre o0s ensaios com porcas inseminadas com sémen
descongelado. Tal entendimento poderia também facilitar o desenvolvimento
de estratégias refinadas de IA, visando alcancar altas taxas de fertilidade e
prolificidade com a utilizagdo de sémen criopreservado durante todo o ano
(BOLARIN et al., 2009).

Em experimentos conduzidos com porcas mestigas em condi¢gdes de
clima mediterraneo, Bolarin et al. (2009) observaram menores taxas de parigéo
e tamanho de leitegada, além de maior taxa de retorno ao cio, durante o veréo
e outono, quando comparadas as demais estagbes do ano. Este padrao foi
similar ao obtido com o uso de sémen refrigerado. No entanto, a magnitude da
variagdo entre os periodos do ano diferiu entre o uso do sémen refrigerado e

criopreservado. O aumento da taxa de retorno ao cio e a reducdo da taxa de
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paricdo durante o verdo foram mais acentuados em porcas submetidas a IA

com o uso de sémen criopreservado.

3.6 Niveis de frutose, acido citrico, sodio, potassio e calcio no

sémen suino

A frutose € um marcador da fungao secretora das vesiculas seminais
importante para a sobrevivéncia dos espermatozoides em condigdes
anaerodbicas, e que esta estreitamente relacionada com a motilidade inicial das
células espermaticas. Ela € um constituinte do plasma seminal, e ndo da célula
espermatica, sendo o principal carboidrato do sémen. Portanto, seus niveis nao
sofrem diminuigdo devido ao aumento na freqiéncia de colheitas (MANN,
1948).

De acordo com Piva & Donida (1980), a frutose tem fungao de servir
como substrato para o metabolismo dos espermatozdides. A glicose é o
substrato mais importante durante o periodo de formacdo e maturacdo dos
espermatozdides. Quando estes se tornam moveis, devido ao contato com
substancias oriundas principalmente da prostata, o seu metabolismo passa a
ser anaerobico e a frutose passa a ser a principal fonte de energia dos gametas
enquanto no esperma, pois, ainda segundo os autores, a glicose volta a ser
importante durante a passagem e estocagem de esperma pelo canal cervical,
cujo muco é pobre em frutose.

Niveis baixos de frutose geralmente indicam deficiéncia na atividade
secretora das vesiculas seminais (FILIPPINI et al., 2001) ou processos
inflamatorios ou infecciosos (PIVA & DONIDA, 1980).

Em geral, espécies cujo sémen possui alta concentragdo espermatica
apresentam, proporcionalmente, menor concentracdo de frutose, como o do
suino que raramente excede 50mg/100mL (MANN, 1948).

Mann (1954) propbés que os niveis de frutose no sémen podem ser
utilizados como um indicador da atividade dos horménios testiculares, mas em
relato posterior, Mann (1956) reconheceu que uma ampla variagdo nos niveis
de frutose ocorre em machos férteis e que muitos outros fatores além da

testosterona afetam os niveis de frutose.
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Segundo Hupp et al. (1961), suinos tratados com aplicacdo de
testosterona exdégena apresentaram um aumento nos niveis de frutose seminal.
Porém, os niveis de frutose antes do tratamento diferiram amplamente entre os
animais, e a resposta a testosterona foi dependente dos niveis ja presentes
antes das aplicacoes.

Ja os autores Humphrey & Mann (1949) afirmam que a produgéo e a
manutencgao do acido citrico e da frutose no sémen séo reguladas diretamente
pela producao testicular de testosterona, sendo o acido citrico metabolizado
muito mais lentamente do que a frutose. Piva & Donida (1980) também
descrevem a frutose como sendo uma substancia androgénica dependente.
Porém, segundo Hupp et al. (1961), os niveis de acido citrico no sémen suino
nao sao influenciados pela testosterona.

O acido citrico € produzido pela prostata e reflete a atividade secretora
da glandula prostatica, possuindo um importante papel como ativador da
fosfatase acida, mantendo também o equilibrio osmético, junto com o sédio e o
potassio, favorecendo, assim, a motilidade dos espermatozoides (MANN,
1948). Ele também potencializa a atividade da hialuronidase e estabiliza o
processo de coagulagao-liquefacdo (FILIPPINI et al., 2001). Em casos de
prostatites, o acido citrico geralmente se encontra diminuido (PIVA & DONIDA,
1980).

O sémen suino apresenta baixos niveis de frutose (50 mg/100 mL)
(FOLEY et al., 1964) e altos niveis de acido citrico (130 mg/100 mL)
(HUMPHREY & MANN, 1949) em comparagéo com outras espécies.

Pesquisas desenvolvidas com sémen de carneiro demonstraram uma
maior concentracdo destas substancias no sémen durante as estagdes outono
e inverno (HUMPHREY & MANN, 1949). Segundo eles, os niveis de acido
citrico no sémen sado dependentes da maturidade sexual do animal, sendo
inferior em animais jovens.

Pineda (1989) afirma que a atividade metabdlica e a capacidade do
espermatozdide de sobreviver ao congelamento apresentam variagdes
relacionadas com a estacédo. Segundo o autor, os espermatozdides colhidos no
inverno utilizam mais frutose do que os colhidos no veréo.

Os valores basais de sodio e potassio no plasma seminal dos suinos é

de, respectivamente, 0,23 mg/mL e 0,46 mg/mL (HOOD et al., 1970), sendo os
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niveis de potassio intracelular diretamente relacionados com a motilidade
espermatica no sémen de carneiros (DOTT & WHITE, 1964).

Em trabalho realizado com bovinos, Cragle et al. (1958) demonstraram
que o nivel de potassio é mais elevada no interior da célula espermatica do que
no plasma seminal. Inversamente, sodio e calcio apresentaram maiores niveis
no plasma seminal. Os niveis destes elementos no sémen variam de acordo
com o individuo e com o ejaculado.

Pode-se especular que a incapacidade dos espermatozéides imaturos
no epididimo a exibir motilidade deve-se a sua incapacidade de manter os
gradientes de eletrélitos necessarios (ZIMMERMAN et al, 1979).

Utilizando uma técnica para investigar o transporte de eletrélitos através
das membranas celulares dos espermatozoides suinos, Crabo et al. (1976)
verificaram que a redugdo da concentragdo de proteinas no meio alterou
significativamente a taxa de absorgéo de potassio, mas néo a de sédio.

Uma alteragéo fisiologica na membrana espermatica, medida pela taxa
de transporte de sbOdio e potassio, foi realizada pela exposicdo do
espermatozoide suino ao plasma seminal do epididimo. Desta forma, pode-se
concluir que a taxa de transporte destes solutos pela membrana plasmatica do
espermatozoide poderia representar um aspecto importante da aquisicao de
capacidade fertilizante dos espermatozdéides (CRABO et al., 1976;
ZIMMERMAN et al, 1979). Ainda segundo Zimmerman et al. (1979), as
alteragdes na membrana, que permitem a célula manter o gradiente de sddio
em relagdo ao plasma, sdo necessarias para a manutengdo da motilidade
espermatica.

Segundo HOOD et al. (1970), o aumento do s6dio e a diminuicdo do
potassio podem ser observadas quando o espermatozoide € submetido ao
choque térmico por baixas temperaturas. Amostras espermaticas provenientes
de ejaculados acrescidos de diluentes apresentam maiores niveis de sodio
quando submetidas ao choque térmico, em comparagdo com amostras
provenientes de sémen puro.

De acordo com os autores, a utilizacdo de glicerol na composi¢cédo do
diluente pode controlar o aumento dos niveis de sodio e reduzir as perdas de

potassio.
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As principais alteragcées nos niveis de cations do plasma seminal, que
podem causar amplos efeitos sobre a célula espermatica, sdo observadas
entre 16 e 6°C. Isto indica que temperaturas abaixo dos 16°C ou a rapida
reducdo de mais de 10°C é necessaria para ocasionar os severos efeitos do
choque térmico sobre o conteudo de cations (HOOD et al., 1970).

O papel do calcio no sémen suino esta relacionado ao fendbmeno de
capacitacdo espermatica, que ocorre no trato genital feminino e é essencial
para a fertilizagdo (DUBE et al., 2003). Arnoult et al. (1999) observaram que o
calcio intracelular esta intimamente relacionado com a exocitose acrossomal.

Outros autores, como Visconti & Kopf (1998) e Flesch e Gadella (2000),
por sua vez, mostraram que o nivel de calcio intracelular ndo é alterado durante
a capacitacdo. Parte desta controvérsia pode ser atribuida pela acado do calcio
na reagao acrossomal e na inerente dificuldade em diferenciar esses eventos
(VISCONTI & KOPF, 1998). Para Flesch e Gadella (2000) ¢ dificil avaliar o
papel direto que o calcio exerce sobre a fosforilagdo do aminoacido tirosina,
pois varios processos necessitam dele e ha diferencgas entre espécies.

Em experimento conduzido com espermatozéides equinos, Gadella et al.
(2001) relataram que durante a capacitacdo o nivel de calcio intracelular
aumenta e se mantém constante até a indugdo da reacdo acrossomal,
momento em que ocorre um segundo influxo de calcio e fusdo da membrana
acrossomal externa com a membrana plasmatica liberando, deste modo, as
enzimas responsaveis pela lise da zona pelucida (ANDRADE, 2009).

Um dos resultados da capacitagdo € o aumento da permeabilidade da
membrana ao calcio, o que permite o rapido movimento do calcio para o interior
da célula espermatica. Este influxo de calcio é necessario para possibilitar a
fusdo entre a membrana plasmatica e a membrana acrossomal externa, dando
inicio a reagcao acrossOmica dos espermatozéides dos mamiferos (SINGH et
al., 1978).

O calcio entra no espermatozéide de uma forma bifasica, com uma
pequena elevacgao inicial de calcio intracelular durante a capacitagdo, seguido
por uma maior elevacdo que ocorre no momento da reagdo acrossOmica
(ADEOYA-OSIGUWA & FRASER, 1993).

Em varias espécies, entre elas o suino (FLESCH et al., 1999), a

fosforilacdo do aminoacido tirosina das proteinas espermaticas esta
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diretamente relacionada ao processo de capacitagao, que é acompanhado pelo
aumento do nivel de calcio intracelular, do pH e da adenosina-monofosfato
ciclica (AMPc) (PONS-REJRAJI et al., 2009).

Ja Andrade (2009) afirma que a fosforilagdo das proteinas, responsavel
por regular fungdes espermaticas como motilidade e reconhecimento da zona
pelucida, além de servir como um significativo indicador da evolugédo da
capacitacao espermatica, é promovida pela acdo de fatores auxiliadores da
capacitagado, como o bicarbonato e o calcio.

Landim-Alvarenga et al. (2004) indicaram que a congelacédo do sémen
de bovinos e equinos produz alteragbes na membrana plasmatica dos
espermatozoides, permitindo um rapido influxo de calcio para o interior da
célula, o que nao foi observado no sémen in natura.

Apesar de relatos anteriores demonstrarem a importancia e os niveis
destas substancias no sémen suino, trabalhos que avaliem a interferéncia que
o estresse térmico pode acarretar sobre as mesmas ainda sdo escassos.
Sendo assim, a mensuracao destes parametros em diferentes periodos do ano
se faz importante para que seja possivel avaliar a interferéncia das condi¢des

ambientais sobre as caracteristicas quimicas do sémen suino.

3.7 Glicocorticoides como indicadores do estresse

O interesse pelo bem estar animal & crescente ndo somente entre os
cientistas, mas também por parte da populacdo. Maneiras de definir e
quantificar o bem estar dos animais de produgédo ainda sao amplamente
debatidas. Um potencial indicador do bem estar animal seria a auséncia de
estresse, porém ndo € possivel padronizar a definicdo de estresse e ndo ha
exames bioquimicos capazes de mensura-lo de maneira direta. Desta forma, é
necessario avaliar parametros bioquimicos e enddcrinos para possibilitar a
deteccéo deste fator (MOSTL & PALME, 2002).

A correlacédo entre o estresse causado pelas altas temperaturas
ambientais e a diminuicdo de volume do sémen e da concentragao espermatica
pode ser atribuida a indugdo da produgdo excessiva de hormonios

corticosterdides ocasionada pelo estresse. Contudo, os suinos geralmente sé&o
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muito bem adaptados ao meio ambiente e, quando se encontram em
instalagcbes com temperaturas elevadas, o hormdénio do estresse (cortisol)
aumenta rapidamente, mas nas 72 horas seguintes retorna praticamente aos
niveis normais. Isto indica a adaptacdo dos suinos as diversas temperaturas
ambiente, embora as temperaturas altas durante o dia e baixas durante a noite
dificultem a adaptagdo (KUNAVONGKRIT et al., 2005).

Segundo Palme et al. (2005), os glicocorticdides mais importantes e
biologicamente relevantes sao o cortisol e a corticosterona, e o que sera
predominantemente excretado ira variar conforme a espécie. Nos animais,
ambos os horménios estdo presentes e a relacdo entre eles pode mudar
durante os diferentes estagios da vida. Além disso, os dois glicocorticéides
podem apresentar diferentes fun¢cdes no organismo. A corticosterona foi
relatada como sendo o glicocorticéide predominante no cérebro, apesar de ser
o cortisol o principal glicocorticéide na circulagao periférica.

A quantidade de metabolitos de glicocorticdides excretada via fezes
também varia em funcao da espécie e do sexo (PALME et al., 1996). Touma et
al. (2003) demonstraram esta diferenca pela primeira vez em ratos, onde a
concentracdo dos metabdlitos hormonais de glicocorticéides foi claramente
maior nos machos.

A producéo e liberagédo de horménios como o cortisol sdo influenciadas
por situagdes estressantes, podendo afetar os animais de diversas maneiras e
intensidades, estando o desempenho reprodutivo subordinado aos niveis deste
hormonio (DOBSON & SMITH, 1995).

Os agentes estressores produzem estimulos no sistema nervoso
periférico, atingindo as células neuro-secretoras do hipotalamo. Estas, por sua
vez, promovem a liberacdo do horménio CRF (fator de liberacdo de
corticotropina), que ira agir na hip6fise anterior, havendo um aumento imediato
da secre¢do do horménio adrenocorticotropico (ACTH), o qual atinge, via
circulagdo sanguinea, a cortex da glandula adrenal, que ira estimular a
conversao do colesterol em glicocorticéides, sendo o principal deles o cortisol
(JUNIEWICZ & JOHNSON, 1981).

Para demonstrar a quantidade de cortisol excretada via urina e fezes,
Palme et al. (1996) aplicaram cortisol radioativo por via intravenosa em ovinos,

poneis e suinos. Eles coletaram amostras de urina e fezes e observaram que o
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pico de radioatividade na urina foi observado momentos apds a injecao da
substancia. Contudo, a concentragdo maxima nas fezes ocorreu apos 12 horas
em ovelhas, 24 horas em pdneis e 48 horas em suinos, o que reflete o tempo
de passagem intestinal nestas espécies.

As concentragdes fecais de metabdlitos de cortisol refletem a quantidade
total excretada, produzindo, portanto, uma estimativa melhor do que a obtida
com uma unica amostra de sangue, que muda rapidamente. A analise das
fezes permite estudos em larga escala longitudinal, de modo que cada animal
age como controle de si proprio, diminuindo a variagdo (MOSTL & PALME,
2002).

Em um estresse agudo, os glicocorticdides melhoram a capacidade do
organismo de mobilizar energia, permitindo alteragcbes comportamentais
benéficas aos animais. Contudo, um estresse crénico severo pode causar
imunodepresséo e atrofia dos tecidos (MUNCK et al., 1984).

O estresse ambiental, demonstrado pelas elevadas concentracbes
plasmaticas de cortisol, exerce efeitos pronunciados sobre varias
caracteristicas sangliineas, hormonais e bioquimicas (NAZKI & RATTAN,
1991). Alguns autores demonstraram que, sob altas temperaturas, na fase
aguda do estresse térmico, ocorreu elevagdo da concentragdo sangiinea de
cortisol (RUCKEBUSCH et al., 1991; MCFARLANE et al., 1995, MOSTL &
PALME, 2002).

O colesterol € o componente basico para a produ¢cdo dos horménios
esterdides, como a progesterona, estrogeno e a testosterona (JUNIEWICZ &
JOHNSON, 1981). Desta maneira, o redirecionamento do colesterol para a
produgéo de cortisol podera afetar o desempenho reprodutivo das fémeas e
machos reprodutores (DOBSON & SMITH, 1995).

O processo reprodutivo € particularmente afetado pelo estresse, pois o
cortisol age inibindo a secrecdo e a frequéncia de liberacado dos hormdnios
gonadotroéficos. Em seguida, uma cascata de outros eventos hormonais pode
resultar em uma pequena reducdo da eficiéncia reprodutiva até a completa
infertilidade (DOBSON & SMITH, 1995).

De acordo com Dickson (1996), o excesso de glicocorticdides tem sido
apontado como inibidor da liberacdo de LH tanto em machos quanto em

fémeas, bem como sendo capaz de melhorar a capacidade dos esterdides

23



sexuais no efeito supressor das gonadotropinas através de feedback negativo,
podendo contribuir para a capacidade dos glicocorticoides em retardar o inicio
da puberdade.

Sob condigdes normais, a via hipotalamo-hipoéfise-adrenal mantém-se
equilibrada, apresentando taxas basais de cortisol. Porém, em situacdes
estressantes, os glicocorticoides liberados sdo capazes de prejudicar o sistema
imunoldgico, tornando o animal susceptivel a doengas (BORGHETTI et al.
2006). Desta forma, o estresse, independente de sua natureza, também exerce
efeitos sobre o sistema imunolégico dos suinos.

A andlise da concentragdo do cortisol nas fezes € um interessante
método de avaliacdo do estresse. Trata-se de um método nao-invasivo,
confiavel e de baixo nivel de dificuldade. E ideal para a anélise fisiolégica, uma
vez que ndo necessita da contengcdo do animal, causando assim minimas
condicoes de estresse (CARLSSON et al., 2007; QUEYRAS & CAROSI, 2004).

Outra justificativa para o emprego deste tipo de abordagem é o fato dos
dados obtidos representarem a atividade secretora de uma determinada
glandula durante certo tempo, ao invés de episodios isolados como no caso
das dosagens sanguineas (MORAIS, 1999) ou de urina (MOSTL & PALME,
2002).

Enzimas bacterianas sdo a principal fonte de degradagcdo dos
metabolitos fecais de glicocorticoides, podendo alterar seus niveis caso a
amostra ndo for congelada rapidamente (TOUMA & PALME, 2005).

Em suinos, os niveis basais de cortisol no sangue sido geralmente
maiores no periodo da manha (BECKER et al., 1985), sendo a propor¢ao dos
metabdlitos do cortisol excretados pelas fezes nos suinos de 7% (MORMEDE
et al., 2007; PALME et al., 1996).

Como o intervalo entre a secrec¢ao do cortisol no sangue e a excregao
de seus metabdlitos pelas fezes é longo nos suinos (MORMEDE et al., 2007),
levando em média dois dias e podendo alcangar quase cinco dias (PALME et
al., 1996), a andlise dos metabdlitos através deste excremento n&o sofre
interferéncia direta do ritmo circadiano, visto que tal analise reflete um relativo
longo periodo de tempo quando comparada com dosagens efetuadas através

de amostras de saliva ou sangue.
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O nivel de metabdlitos de cortisol nas fezes é resultado da acumulagéo
de cortisol por um periodo prolongado de tempo, podendo nao refletir as
flutuagcdes plasmaticas dos niveis de cortisol, especialmente se estas
flutuagdes forem breves (QUEYRAS & CAROSI, 2004)

As concentragbes fecais de metabdlitos de cortisol refletem a quantidade
total excretada e, portanto, permitem uma estimativa mais precisa do que uma
Unica avaliagdo da concentragédo plasmatica, que varia em periodos curtos de
tempo (MOSTL & PALME, 2002).

Corticosterdides sdo predominantemente excretados pela urina na
maioria das espécies (PALME et al., 1996). Contudo, a colheita de urina requer
restricdo ou manipulacdo do animal, procedimentos que podem alterar os
resultados (HOPSTER et al., 1999).

Em algumas espécies, ha predominancia dos niveis plasmaticos de
cortisol ou de corticosterona, porém em suinos ambos os glicocorticoides séo
produzidos, sendo estes os principais hormdnios envolvidos na resposta a
estimulos estressantes (BROOM & JOHNSON, 1993; apud QUEYRAS &
CAROSI, 2004).
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Local e instalagées experimentais

O trabalho experimental foi realizado nos meses de junho e julho de
2009 e janeiro e fevereiro de 2010, em uma granja comercial de suinos
localizada no municipio de Capivari, Estado de S&o Paulo, a 170 km de
Botucatu. A granja situa-se na latitude 22°59'42" sul e longitude 47°30'28"
oeste, estando a uma altitude de 636 metros acima do nivel do mar.

A propriedade é de criacdo intensiva confinada, ciclo completo e
organizagcdo semanal da producao, possuindo aproximadamente 3000 matrizes
e 26 cachacos, dos quais dez fizeram parte desta pesquisa.

Todos os animais foram alojados em baias individuais providas de piso
de concreto, cocho para ragéo e bebedouro tipo chupeta. Cada baia individual
possui uma area de 9m?.

O galpao possui pé direito medindo 2,80 metros e localiza-se em uma
area sombreada e cercada por arvores, sendo coberto por telhas de barro e
equipado com ventiladores, cujo acionamento ocorria manualmente nos dias
mais quentes. Ainda neste mesmo galpdo de alojamento dos reprodutores
havia fémeas em diferentes estagios reprodutivos.

A racdo fornecida aos machos reprodutores do experimento era
produzida na fabrica de racdo da prépria granja. Esta rac&o foi balanceada e
direcionada a atender os requerimentos nutricionais dos animais da genética
utilizada na propriedade, seguindo as instrugbes fornecidas pela empresa de
genética responsavel pela venda dos reprodutores.

A composig¢ao nutricional, fisica e condigcbes de manejo da ragcdo nao
variaram de acordo com a estagdo do ano, embora se reconheca a existéncia
da necessidade destas mudangas em virtude do menor consumo de rag&o sob
altas temperaturas.

A granja possui controle do fluxo de pessoas, veiculos e animais e sao
tomadas medidas que visam manter a biosseguridade da unidade de producgé&o

evitando, assim, a entrada de agentes que possam causar doengas no plantel.

27



Os reprodutores do plantel passam por avaliacbes androlégicas
quinzenais, que sao realizadas por um Meédico Veterinario especialista em
reproducdo de suinos que assessora a propriedade quanto aos seus indices
reprodutivos. Isto garante que os resultados produtivos e reprodutivos obtidos
nesta granja sejam diferenciados e mantenham-na entre as melhores do
estado de S&o Paulo.

Todos o0s manejos da criagdo, incluindo a colheita do sémen,

permaneceram sob total responsabilidade da propriedade.

4.2 Colheitas de dados

Semanalmente, foram colhidas amostras de sémen e de fezes de cada
um dos animais. Na primeira etapa da colheita de dados, nos meses de junho e
julho, os dez animais do experimento foram colheitados durante oito semanas,
perfazendo um total de 80 amostras de cada material. Porém, na segunda
etapa, realizada entre os meses de janeiro e fevereiro, trés animais haviam
sido descartados devido a lesdes no aparelho locomotor e as amostras foram
colhidas durante seis semanas. Desta forma, durante o verdo 42 amostras de
cada material foram obtidas.

Para facilitar a organizagdo do experimento, cada semana de colheita de
dados foi considerada como uma partida. Desta forma, a primeira semana
corresponde a partida 1 (P1), a segunda semana a partida 2 (P2) e assim por
diante.

Tanto as amostras de sémen quanto as de fezes foram colhidas no
mesmo dia da semana, em intervalos regulares de sete dias, e sempre no
periodo matutino. Isto garantiu uma constancia no intervalo entre colheitas ao
longo do experimento, sem que houvesse interferéncia de uma alta ou baixa
freqliéncia de colheitas sobre os parametros de qualidade seminal.

Os dados do ambiente interno das instalagbes onde os machos
estiveram alojados foram colhidos através de cinco registradores e
acumuladores de dados ou data logger (Onset HOBO U12/012), que obtiveram
os indices de temperatura e umidade relativa do ar a cada 30 minutos durante

os quatro meses avaliados. Estes sensores foram posicionados na mesma
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altura em que os animais se encontravam para que os dados climaticos

fornecidos fossem equivalentes aqueles vivenciados pelos animais.

4.3 Parametros de analise dos animais

Participaram do experimento machos reprodutores em idade fértil, com
idade média de 2 anos e 350 kg de peso vivo, com estado de saude e
desempenho reprodutivo satisfatério e comprovado. Para isto, uma analise
prévia da qualidade seminal e do estado fisico geral dos cachacos foi realizada
para excluir do experimento animais com indices reprodutivos abaixo da média,
além de portadores de doengas ou outros fatores capazes de ocasionar o
descarte prematuro dos animais no decorrer da pesquisa ou comprometer os
resultados da mesma.

Todos os animais utilizados pertenciam a mesma linhagem hibrida
comercial AG337, proveniente da empresa AGROCERES - PIC, ndo havendo
producao de reprodutores na propria granja.

O manejo reprodutivo da propriedade, que é executado por inseminagao
artificial, foi mantido para que mudangas na rotina n&o influenciassem o
comportamento e o desempenho reprodutivo dos animais, afetando a

fidedignidade dos resultados do experimento.

4.4 Colheita de sémen e fezes

Os ejaculados dos reprodutores suinos foram obtidos através do
consagrado método da méo-enluvada (HANCOCK & HOWELL, 1959), sendo
utilizada tanto a fragéo rica quanto a fragéo pobre do sémen.

A fracéo gelatinosa proveniente das glandulas bulbouretrais foi filtrada
em gaze estéril e posteriormente descartada.

O sémen foi colhido utilizando um copo de vidro graduado, pré-aquecido
a 37°C, esterilizado e protegido por um recipiente isotérmico para que a

temperatura das amostras fosse mantida, evitando assim a ocorréncia de
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choque térmico das células espermaticas ao entrarem em contato com o copo
coletor.

As amostras de fezes foram colhidas imediatamente apdés a sua
excrecao segundo metodologia proposta por Millspaugh & Washburn (2004) e
Touma & Palme (2005).

Pelo ao fato dos esterdides fecais ndo encontrarem-se uniformemente
distribuidos nas bolas fecais (QUEYRAS & CAROSI, 2004), a colheita das
amostras foi realizada de forma que varias fragbes de cada bola fecal do
excremento fossem colhidas, desprezando por¢des da superficie e que
estivessem em contato com o piso, minimizando, assim, a contaminagcéo das

fezes por bactérias do ambiente.

4.5 Preparagao e transporte do material

Imediatamente apdés a colheita, os ejaculados foram diluidos na
propor¢cao 1:2 (5 mL de sémen : 10 mL de diluente) em dois diferentes
diluentes de refrigeracdo pré-aquecidos a 37°C, BTS (Beltsville Thawing
Solution) e BSUI (BSUI®, Botupharma®).

Logo apoés, os ejaculados diluidos em BTS e em BSUI foram
armazenados e refrigerados em caixa de isopor com gelo seco, na temperatura
de 20°C, por um periodo de até duas horas, visto que este era o tempo
necessario para que todos os animais fossem colheitados.

Em seguida, os ejaculados refrigerados foram transportados durante
duas horas até o Laboratério do Centro de Diagnéstico e Biotecnologia em
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP, campus de Botucatu, para posterior avaliagao.

Desta forma, os ejaculados foram avaliados apés terem sido mantidos
em refrigeracéo a 20°C por um periodo de 3 a 4 horas.

Antes que os ejaculados fossem diluidos, duas aliquotas de sémen puro
de cada um dos animais foram armazenadas em eppendorfs, identificadas e
igualmente transportadas a temperatura de 20°C. Uma destas amostras foi
destinada a analise da integridade de membranas dos espermatozdides, da

concentragcdo espermatica e da morfologia espermatica. A segunda aliquota foi
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mantida em freezer a -20°C para posterior dosagem dos niveis de sodio,
potassio e calcio no sémen puro.

Ainda a campo e para a posterior mensuragdo da concentracdo de
frutose no sémen dos animais, 0,2 mL de sémen puro foram adicionados a 1,0
mL de hidréxido de sodio e 1,0 mL de sulfato de zinco. Em 0,2 mL de sémen
puro foram adicionados 1,8 mL de acido tricloro acético a 10% para
mensuragao da concentracédo de acido citrico no sémen. Em seguida, as
amostras preparadas para dosagem de frutose e acido citrico foram
armazenadas em tubos de polipropileno com capacidade para 5,0 mL,
identificadas e transportadas a 20°C ao laboratério, juntamente com os
ejaculados diluidos e as aliquotas de sémen puro. No laboratorio foram
mantidas em freezer a -20°C até o momento das dosagens.

Enquanto o material para posterior dosagem de frutose e acido citrico no
sémen era preparado, outras duas aliquotas de 2 mL sémen puro de cada um
dos animais foram centrifugadas a 1000 x g por 10 minutos para a remogéo
das células espermaticas. O pellet de espermatozdides obtido com o
procedimento de centrifugacdo foi descartado e o plasma seminal foi
armazenado em eppendorfs identificados e transportados a 20°C até o
laboratério, onde foram mantidos em freezer a -20°C para posterior
mensuragao dos niveis de sodio, potassio e calcio no plasma seminal dos
animais.

O mesmo procedimento realizado com as aliquotas de 0,2 mL de sémen
puro para dosagem de frutose e acido citrico foi repetido com aliquotas de 0,2
mL de plasma seminal para possibilitar a dosagem destes elementos no
mesmo.

Ja o material fecal foi armazenado em sacos plasticos esterilizados e
identificados, que foram transportados em uma segunda caixa de isopor com
gelo seco a 20°C até o Laboratorio de Endocrinologia — UNESP — Botucatu/SP,
onde foram mantidos em freezer a -20°C até o momento da extragdo e

dosagem dos metabolitos de cortisol e corticosterona.
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4.6 Analise dos parametros espermaticos

Assim que os ejaculados diluidos e resfriados a 20°C chegaram da
granja, aliquotas de 2 mL foram prontamente reaquecidas a temperatura de
37°C. Em seguida, iniciou-se uma série de procedimentos de avaliagdo dos
seguintes parametros espermaticos:

1) Analise da cinética espermatica em um analisador computadorizado
dos movimentos espermaticos — CASA (HTM-IVOS 10; Hamilton-Thorne
Research, Danvers, MA, USA), onde o material previamente homogeneizado
foi avaliado depositando uma aliquota de 10uL de sémen em camara de Makler
(Mackler Couting Chamber®, Sefi-Medical Instruments Itd., Haifa, Israel) pré-
aquecida a 37°C, sendo observados cinco campos aleatérios e o nimero
minimo de 150 espermatozéides por campo. Os parametros de movimento
espermatico avaliados corresponderam a motilidade espermatica total (MoT,
%), motilidade progressiva (MP, %), velocidade média do trajeto (VAP, pm/s),
velocidade linear (VSL, ym/s), velocidade curvilinear (VCL, uym/s), amplitude
lateral de cabeca (ALH, pm), frequéncia de batimento de cauda (BCF, Hz),
linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e espermatozdides rapidos (RAP,
%), que considera apenas ceélulas que apresentem VAP acima de 70um por
segundo.

2) Andlise da morfologia espermatica através da confeccédo de
esfregacos corados pelo método de Karras modificado, descrita por Papa et al.
(1988), com contagem de 200 espermatozoides. As anormalidades
espermaticas foram classificadas em defeitos maiores e menores
(CHENOWETH, 2005).

3) Concentracdo espermatica, que foi realizada através da Cémara de
Neubauer, com diluicao de 1:19 (sémen:agua destilada).

4) Analise da integridade da membrana plasmatica, tanto do sémen
puro, quanto do sémen diluido em BTS ou BSUI, foi avaliada de acordo com o
método descrito por Harrison & Vickers (1990) com os corantes diacetato de
carboxifluoresceina (20 mM) e iodeto de propidio (7,3 mM). Foi examinada uma
aliquota de 4 pL, entre lamina e laminula, em microscépio de epifluorescéncia

(Leica® - modelo DMLB), em aumento de 1000x. Desta forma, 200 células por
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amostra foram avaliadas e classificadas segundo Ortman & Rodriguez-Martinez
(1994).

4.7 Protocolo de congelagcao

O protocolo de congelacdo do sémen suino foi realizado conforme a
técnica modificada de Westendorf et al. (1975) e esta descrito a seguir. Testes
preliminares foram executados nos meses que precederam o experimento,
visando definir as curvas de resfriamento, os diluentes de congelacdo e os
crioprotetores que seriam utilizados neste trabalho.

1) As amostras transportadas nos dois diluentes (BTS e BSUI) foram
centrifugadas (Centrifuga Excelsa Il, modelo 206 MP - Fanem®) a 600 x g por
10 minutos para remocdao do plasma seminal e concentracdo dos
espermatozoides na forma de pellets.

2) Apo6s a centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e os pellets
ressuspendidos em dois extensores de congelacao: TRIS® modificado
(Botupharma®) e BBB® (Botupharma®), ambos com 2% de glicerol e 2% de
metilformamida como crioprotetores intracelulares.

3) A concentragdo espermatica foi ajustada para 100x10%/mL (esta
concentracéo foi adotada com o intuito de viabilizar a utilizagcdo do CASA para
a avaliacao da cinética espermatica).

4) Os espermatozoides ressuspensos nos dois diluentes de congelagéo
foram novamente avaliados quanto a cinética espermatica e integridade de
membranas plasmaticas.

5) As amostras foram entdo envasadas em palhetas francesas de 0,5
mL e lacradas com alcool polivinilico a temperatura ambiente.

6) Posteriormente, as palhetas foram refrigeradas em caixa isotérmica
Botutainer® (Biotech Botucatu®) por 3 horas, a uma curva de resfriamento de
0,1°C/minuto, até alcangarem a temperatura de 15°C.

7) Decorrido este periodo, as amostras foram refrigeradas em caixa
isotérmica Botutainer® (Biotech Botucatu®) por 4 horas, a uma curva de

resfriamento de 0,05°C/minuto, até alcangarem a temperatura de 5°C.

33



8) Finalmente foi realizada a curva de congelagdo em caixa de isopor,
onde as palhetas foram mantidas a 3 cm do nivel do nitrogénio liquido a -120°C
por 20 minutos para, em seguida, serem mergulhadas neste, cuja temperatura
é de -196°C.

9) Apos a congelacao das palhetas, as mesmas foram armazenadas em

botijao criobiolégico até a realizagdo das analises.

4.8 Avaliagao do sémen descongelado

A descongelagdo das palhetas foi realizada em banho-maria a 46°C por
20 segundos (DELL AQUA et al., 2001).

Apods a descongelagdo, as palhetas foram mantidas a 37°C por 10
minutos e entdo a cinética espermatica e a integridade de membranas foram
novamente avaliadas por um unico avaliador conforme descrito no Iltem 4.6.

Para facilitar a compreensao dos resultados obtidos por meio da analise
dos paradmetros seminais, foram considerados trés momentos durante a
preparacdo dos ejaculados para a posterior congelacdo: pré-centrifugacao,
po6s-centrifugacéo e pds-descongelacéo.

O momento pré-centrifugacdo foi aquele onde os ejaculados foram
avaliados no laboratério logo apds sua chegada, quando ja estavam diluidos
nos diluentes de refrigeracdo em BTS e BSUI.

Ja o momento pos-centrifugagdo ocorreu quando os ejaculados foram
avaliados ap6s sua centrifugacéo, eliminagdo do sobrenadante e posterior
ressuspensao dos pellets nos diluentes de congelagédo TRIS e BBB.

Finalmente, o terceiro e ultimo momento, poés-descongelagao, refere-se
as analises das caracteristicas fisicas das células espermaticas realizadas

apos o descongelamento das palhetas.

4.9 Analise das caracteristicas quimicas do sémen

As dosagens do acido citrico e da frutose, tanto no sémen quanto no

plasma seminal, foram efetuadas conforme metodologia proposta por Piva &
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Donida (1980) e estao descritas, respectivamente, nos Anexos A e B. A leitura
de ambas as amostras foi feita por espectofotometria (DIASYS® modelo
Stardust MC 15).

As quantificagdes de sddio, potassio e célcio foram realizadas pelo
método de ion seletivo (captagéo idnica), com leitura realizada no equipamento
Iselab (DRAKE®).

Todas as caracteristicas quimicas do sémen foram avaliadas no
Laboratério de Endocrinologia do Departamento de Reprodugédo Animal,

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP - Botucatu.

4.10 Extracao e dosagem das amostras fecais

De acordo com a metodologia proposta por Carlsson et al. (2007), ap6s
a descongelagado, cinco amostras de aproximadamente 5g de fezes foram
selecionadas ao acaso para a analise do conteudo de cada saco plastico. O
conteudo restante dos sacos foi pesado e completamente misturado, e uma
amostra de 5g dessa mistura foi obtida para analise.

Logo apos, as amostras fecais foram acondicionadas em recipientes de
vidro, armazenadas por 24 horas a uma temperatura de -80°C. Para a
liofilizacdo, que foi realizada no Laboratério de Patologia da Faculdade de
Medicina, UNESP — Botucatu, os recipientes foram abertos, recobertos com
papel aluminio perfurado e levados a liofilizadora (Edward do Brasil) a -45°C e
pressdo de 60 mbar por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram retirados
do aparelho, tampadas e mantidas em freezer a -20°C até o momento da
realizacdo da extracéo e dosagem hormonal.

A liofilizagdo das amostras possibilitou a padronizacédo do peso do
material fecal utilizado e garantiu a auséncia de atividade bacteriana, uma vez
que estas necessitam de agua para o seu desenvolvimento.

A extragdo dos metabdlitos hormonais foi realizada no Laboratério de
Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP/Botucatu, de acordo com o
protocolo descrito por Grahan et al. (2001). Para isto, 0,2g de fezes liofilizadas

foram diluidas em 5 mL de etanol a 80% (80% etanol:20% agua destilada),
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levadas ao vortex (Phoenix® - AP56) em velocidade maxima por 30 segundos
para a primeira homogeneizagdo e mantidos em agitador Kline® por 12 horas
(overnight). O extrato foi centrifugado a 1500 x g por 15 minutos (Centrifuga
Excelsa I, modelo 206 MP - Fanem®), o sobrenadante recuperado em
microtubos de polipropileno devidamente identificados e mantido em freezer a -
20°C até a realizagéo dos ensaios hormonais.

Ainda no Laboratério de Endocrinologia do Departamento de
Reprodugdo Animal, os niveis de metabdlitos hormonais de cortisol dos
extratos foram quantificados por meio de radioimunoensaio, utilizando-se kits
comerciais (Cortisol Coat A — Count®, fase solida — Siemens, Los Angeles),
seguindo orientagcdes do kit, sendo a leitura realizada pelo aparelho de
contagem Gama Counter® - Cobra Il (Packard BioScience Company).

Por sua vez, no Laboratério de Dosagens Hormonais da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual de S&do Paulo, USP
— Sao Paulo, os metabdlitos hormonais de corticosterona foram mensurados
também através da técnica de radioimunoensaio (I'®® RIE) duplo anticorpo
(GRAHAM et al.,, 2001), por meio de conjunto diagnéstico comercial
(Corticosterone Coat-A-Count® - Siemens, Los Angeles). Para esta etapa, as
amostras foram diluidas em tampao gelatina [NaPO4 (13,8g), NaCl (9,09),
azida sédica (1,0g) e agua destilada (1000mL), pH 7,0], na proporgéo de 1/10.

As concentragdes de metabdlitos de corticosterona determinadas
primariamente por RIE foram expressas em ng/mL. Para melhor adequacao
dos resultados ao extrato fecal do qual ele foi obtido, foi necessaria sua
conversao para ng/g de fezes secas. Portanto, os resultados obtidos foram

transformados pela seguinte equacéo:
CxVfexD
CF =
Pi
CF = Concentragéo final
C = Concentragao fornecida pelo RIE

Vfe = Volume de fezes ao final da etapa de extracao

D = Diluigdo empregada
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Pl = Peso inicial

Foi realizada a validacdo laboratorial dos conjuntos diagndsticos
comerciais para uso em amostras fecais dos reprodutores suinos utilizando-se
o0 método de paralelismo, que indica se o material utilizado esta interferindo na
ligagdo antigeno-anticorpo. Para isso, foi realizado um “pool” de amostras de
baixa concentracdo hormonal (valores proximos aos limites inferiores da curva-
padrdo), nesta amostra adicionamos valores conhecidos dos horménios

estudados a fim de aproxima-los dos pontos da curva-padréo.

4.11 Analise estatistica

Para as analises ao longo das estacdes e entre as estagcbes do ano,
tanto da cinética espermatica quanto da integridade de membranas e da
morfologia espermatica, foi efetuada a comparacdo dos dados através da
analise de variancia (ANOVA). A mesma analise foi aplicada nas dosagens dos
niveis de acido citrico, frutose, sodio, potassio e calcio, tanto no sémen quanto
no plasma seminal, bem como nas dosagens das concentragdes de cortisol e
corticosterona fecal. Uma vez detectada diferenga estatistica, ao nivel de
significancia (a) de 5%, foi realizado o teste Tukey para identificar os pares
diferentes.

Caso os dados analisados da maneira acima descrita ndo passassem
pelo teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov), realizou-se teste de ANOVA
nao paramétrico (Kruskal-Wallis - ANOVA on ranks) seguido, quando
necessario, pelo teste de Dunn. Quando comparados somente dois grupos

utilizou-se o teste t de Student, também a 5% de significancia.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise dos parametros seminais

Quando analisadas as diferencas entre as partidas dentro de cada
momento  (pré-centrifugacdo, poés-centrifugacdo e pds-descongelagao),
observou-se uma distribuicdo n&o paramétrica nas partidas 1 e 2 (P1 e P2) em
alguns meios diluidores e momentos. Os ejaculados dessas partidas foram
removidos da analise comparativa, que considerou todas as partidas em

conjunto.

5.1.1 Momento pré-centrifugagao

O sémen in natura apresentou concentragcdo espermatica similar entre
as estacdes, com média e desvio padrao de 221 + 112,7 espermatozoides/mL
no inverno e 224 + 82,1 espermatozoides/mL no veréo (p=0,899). No entanto o
volume do ejaculado diferiu estatisticamente entre inverno e verdo com valores
(média £ desvio padrao) de 295,1 + 67,5 mL no inverno e de 261,8 £ 76,0 mL
no verao (p=0,032).

A MoT e MP dos espermatozdides, tanto no meio BTS quanto no meio
BSUI, encontradas nas diferentes partidas do inverno e do verdo, estéo

representadas, respectivamente, nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1: Representagéo das porcentagens médias e desvio padrédo da motilidade
total (MoT) e motilidade progressiva (MP) - barras a esquerda e a direita,
respectivamente - entre as diferentes partidas (P1 a P8) nos meios Beltsville Thawing
Solution (BTS) e BSUI® (BSUI) durante o inverno.
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Figura 2: Representagéo das porcentagens médias e desvio padrédo da motilidade
total (MoT) e motilidade progressiva (MP) - barras a esquerda e a direita,
respectivamente - entre as diferentes partidas (P9 a P14) nos meios Beltsville Thawing
Solution (BTS) e BSUI® (BSUI) durante o ver&o.

No verdo nao se observou diferencas entre a MoT nas diferentes
partidas dentro de um mesmo diluente no sémen pré-centrifugacédo, bem como
nao se observou diferencas entre os valores de MP neste critério.

Quando agrupados os valores das partidas e comparadas as MoT
espermaticas entre os meios durante o inverno, os valores obtidos foram 84,7 +
9,7% no BTS e 88,3 = 4,0% no BSUI (p=0,030), demonstrando diferenca
significativa deste parametro entre os diluentes de refrigeragédo e transporte. O
mesmo nao ocorreu com a MP, cujos valores no inverno foram de 50,8 + 11,2%
e 47,9 = 8,2% para o BTS e BSUI, respectivamente (p=0,086). A Figura 3

representa a MoT e MP entre inverno e verdo nos meios BTS e BSUI.
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Figura 3: Representacdo das porcentagens médias e desvio padrdao da motilidade
total (MoT) e motilidade progressiva (MP) entre inverno e verdo nos meios Beltsville
Thawing Solution (BTS) e BSUI® (BSUI). (*) indica tendéncia estatistica; letras

minusculas distintas indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Ja no verdo, a MoT no BTS foi de 87,3 + 6,6% e de 87,8 + 5,7% no BSUI
(p=0,782). Seguindo mesmo critério, analisando a MP se observou 50,4 *
12,8% para o BTS e 45,7 £ 11,3% para o BSUI (p=0,139).

Os resultados combinados e comparados entre os diluentes e as
estagdes inverno e verao no momento pré-centrifugacao estédo expressos nas
Tabelas 1, 2 e 3. As Tabelas 4 e 5 comparam, respectivamente, o diluente BTS

e o BSUI entre inverno e verdao no momento pré-centrifugacao.

42



Tabela 1: Comparacao dos valores médios e desvio padrdo da motilidade total (MoT)
e motilidade progressiva (MP) do sémen suino no momento pré-centrifugagéo entre os
meios Beltsville Thawing Solution (BTS) e BSUI® (BSUI), no inverno e veréo.

BTS BSUI P

MoT Inverno (%) 84,7 +9,7 88,3 + 4,0 0,030

MoT Verio (%) 87,3 + 6,6/ 87,8 + 5,7 0,782
p 0,123 0,665

MP Inverno (%) 50,8 + 11,2 479+ 8,2 0,086

MP Verzo (%) 50,4 + 12,8 457 +11,3 0,139
p 0,870 0,354

Letras maiusculas distintas indicam diferengas entre as linhas, mindsculas distintas indicam

diferengas entre as colunas (p<0,05).
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5.1.2 Momento pés-centrifugagao

No momento pos-centrifugagdo nédo foram encontradas diferencas
significativas na MoT entre os meios dentro de uma mesma estagéo, conforme
demonstrado na Tabela 6.

Os ejaculados diluidos nos meios BTS/TRIS e BSUI/TRIS apresentaram
diferenca de MoT entre as estagbdes, sendo os valores obtidos com uso de
BTS/TRIS no inverno de 87,2 + 5,4% e de 83,3 + 8,5% no verédo (p=0,030).
Com BSUI/TRIS, os valores foram de MoT foram de 87,5 + 4,3% no inverno e
de 84,3 £ 7,7% no verao (p=0,035).

Tabela 6: Comparagdo dos valores médios e desvio padrdao da motilidade total
(MoT,%) no momento poés-centrifugagédo entre os meios BTS/TRIS, BTS/BBB,
BSUI/TRIS e BSUI/BBB no inverno e verao.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB

Inverno 87,2+ 54" 84,7 +£9,3 87,5+ 4,3 87,7 £5,0

Verao 83,3 + 8,5° 83,1+7,5 84,3+7,7° 86,3 +£4,7
p 0,030 0,383 0,036 0,480

Letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica entre as linhas (p<0,05)
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®

A MP no momento pés-centrifugacdo nao apresentou diferencas
estatisticas entre as estagbes dentro de um mesmo meio, conforme
demonstrado na Tabela 7.

As porcentagens de MoT e MP nos diferentes meios de congelacao
dentro das estacgdes verdo e inverno no momento poés-centrifugacdo estédo
expressas na Figura 4. Ja os demais parametros espermaticos avaliados pelo

CASA estao contidos nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 7: Comparacgéo dos valores médios e desvio padrao da motilidade progressiva
(MP,%) no momento pés-centrifugacao entre os meios BTS/TRIS, BTS/BBB,
BSUI/TRIS e BSUI/BBB no inverno e verao.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB

Inverno 42,3+ 8,1° 46,1 +9,5° 41,0+ 7,12 46,2 + 9,2°

Verio 42,1 +10,8%® 46,5+ 9,5° 39,9+90° 453 + 9,0®
p 0,920 0,837 0,603 0,646

Letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica entre as colunas (p<0,05)
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®

INVERNO

VERAO

Figura 4: Representacdo das porcentagens médias e desvio padrao da motilidade
total (MoT) e motilidade progressiva (MP), comparando os meios de congelacdo
BTS/TRIS, BSUI/TRIS, BTS/BBB e BSUI/BBB no inverno e verdo no momento pds-
centrifugagdo. Letras minusculas distintas indicam diferenca entre motilidades

progressivas (MP).
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5.1.3 Momento pdos-descongelagao

A MoT e a MP no momento pés-descongelagédo apresentaram diferencga
estatistica entre diluentes apenas no veréo, sendo os valores encontrados para
estes parametros descritos, respectivamente, nas Tabelas 10 e 11.

Nenhum dos diluentes de congelacdo apresentou diferenga para MoT
entre as estacoes.

Em relagdo aos valores de MP do sémen no momento pos-
descongelagcédo, houve diferenga significativa entre as estagdes para os
diluentes BTS/TRIS (23,8 + 10,5% no inverno e 30,6 £ 9,6% no verao, sendo
p=0,002), BSUI/TRIS (26,7 £ 12,6% no inverno e 36,1 £ 6,3% no verao, sendo
p<0,0001) e BSUI/BBB (26,0 + 10,6% no inverno e 31,9 + 9,2% no verao,
sendo p=0,008).

A Figura 5 representa as porcentagens de MoT e MP, comparando os
diferentes meios dentro das estagbes verdo e inverno no momento poés-
descongelagéo.

Os demais parametros de cinética espermatica avaliados pelo CASA
neste momento encontram-se nas Tabelas 12 e 13. Na Tabela 14 é possivel
observar a comparagcdo destes mesmos parametros entre os diluentes de
congelagao nas duas estagdes do ano avaliadas.

A comparacado entre as porcentagens médias de MoT e MP nos
momentos pré e pods-centrifugacdo e pos-descongelagcdo em ambas as

estacdes estédo descritas nas Tabelas 15, 16, 17 e 18.

Tabela 10: Comparagdo dos valores médios e desvio padrédo da motilidade total
(MoT,%) no momento pds-descongelagédo entre os meios BTS/TRIS, BTS/BBB,
BSUI/TRIS e BSUI/BBB no inverno e verao.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB

Inverno 49,5+ 18,5 55,8 + 16,7 57,0 + 16,6 51,8 + 19,2

Verio 56,2 + 14,3% 52,4 + 16,9 63,3 +9,1° 57,9 + 13,5%
P 0,568 0,373 0,055 0,073

Letras minusculas distintas indicam diferenga estatistica entre as colunas (p<0,05)
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®
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Tabela 11: Comparacdo dos valores médios e desvio padrdo da motilidade
progressiva (MP,%) no momento pds-descongelacao entre os meios BTS/TRIS,
BTS/BBB, BSUI/TRIS e BSUI/BBB no inverno e verao.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB
Inverno 23,8 + 10,5" 29,4 + 10,7 26,7 + 12,6" 26,0 + 10,6"
Verio 30,6 + 9,652 28,2 + 11,02 36,1 + 6,3°° 31,9 + 9,28
P 0,002 0,637 <0,0001 0,008

Letras maiusculas distintas indicam diferencas entre as linhas, minusculas distintas indicam
diferengas entre as colunas (p<0,05).
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®

41 &4 4
INVERNO = 40 §T T T
= e
<
R A Y EREk
VERAO 22 5% §§
" L N

Figura 5: Representacdo das porcentagens médias e desvio padrao da motilidade
total (MoT) e motilidade progressiva (MP), comparando os meios de congelacéo
BTS/TRIS, BSUI/TRIS, BTS/BBB e BSUI/BBB no inverno e verdo no momento pds-

descongelagdo. (¥, **) indicam tendéncia estatistica (0,10<p>0,05). Letras maiusculas

~

distintas indicam diferenca entre motilidade total (MoT) e letras minusculas distintas

entre motilidade progressiva (MP).
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Tabela 15: Comparacdo dos valores médios e desvio padrdo da motilidade total
(MoT,%) nos momentos pré e pds-centrifugacédo e pdés-descongelacao entre os meios
BTS/TRIS, BTS/BBB, BSUI/TRIS e BSUI/BBB no inverno.

Inverno BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB
Pré-centrifugagéo 84,7 +9,7° 84,7 +9,7° 88,3 + 4,0° 88,3 + 4,0°
Pés-centrifugagio 87,2+ 54° 84,7 +9,3° 87,5+ 4,3° 87,7 +5,0°
Pés-decongelagio 49,5 + 18,5" 55,8 + 16,7* 57,0 + 16,6" 51,8 + 19,2*

p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatistica entre as linhas (p<0,05)
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®

Tabela 16: Comparagdo dos valores médios e desvio padrédo da motilidade total
(MoT,%) nos momentos pré e pds-centrifugacao e pdés-descongelagéo entre os meios
BTS/TRIS, BTS/BBB, BSUI/TRIS e BSUI/BBB no verao.

Verdo BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB
Pré-centrifugagao 87,3+6,6° 87,3+6,6° 87,8+5,7° 87,8+57°
Pés-centrifugag&o 83,3 + 8,5° 83,1+7,5° 84,3+7,7° 86,3 +4,7°
Pés-decongelagio 56,2 + 14,3" 52,4 + 16,9" 63,3+9,1" 57,9 + 13,5

p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Letras maiusculas distintas indicam diferenga estatistica entre as linhas (p<0,05)
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®

Tabela 17: Comparacdo dos valores médios e desvio padrdo da motilidade
progressiva (MP,%) nos momentos pré e poés-centrifugagéo e pds-descongelagéo
entre os meios BTS/TRIS, BTS/BBB, BSUI/TRIS e BSUI/BBB no inverno.

Inverno BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB
Pré-centrifugagiso 50,8 + 11,2° 50,8 + 11,2° 479+ 8,2° 479+ 82°
Pés-centrifugagio 423+ 8,1° 46,1+ 9,5° 41,0+7,1° 46,2 +9,2°
Pés-decongelagio 23,8 + 10,5" 29,4 +10,7* 26,7 + 12,6" 26,0 + 10,6"

¢] <0,001 <0,050 <0,001 <0,001

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatistica entre as linhas (p<0,05)
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®
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Tabela 18: Comparacdo dos valores médios e desvio padrdo da motilidade
progressiva (MP,%) nos momentos pré e poés-centrifugacdo e poés-descongelacao
entre os meios BTS/TRIS, BTS/BBB, BSUI/TRIS e BSUI/BBB no verao.

Verio BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB

Pré-centrifugagiso 50,4 + 12,8° 50,4 + 12,8° 457 + 11,3° 457 +11,3°

Pés-centrifugagio 42,1 + 10,82 46,5+ 9,5° 39,9+ 99" 453 +9,0°

Pés-decongelagéo 30,6 + 9,6" 28,2+ 11,0" 36,1+6,3" 31,9+92%
p <0,001 <0,001 <0,010 <0,001

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatistica entre as linhas (p<0,05)
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®

5.1.4 Integridade de membranas

Quando analisada a integridade de membranas plasmaticas no
momento pré-centrifuga¢cao nos meios BTS e BSUI no inverno nao se observou
diferenca estatistica entre os valores, que foram, respectivamente, de 82,9 +
8,0% e 82,1 + 7,5% (p=0,520). Durante o verdo também ndo se observou
diferenca entre os meios, com valores de 81,5 £ 9,2% para o BTS e de 84,0
7,8% para o BSUI (p=0,277).

Quando comparados cada um dos meios entre si nas diferentes
estacdes, também ndo foi encontrada diferenga, sendo o valor de p= 0,446
para BTS e de p=0,247 para o BSUI.

J& no momento poéds-descongelacdo, quando a integridade de
membranas foi novamente avaliada, nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada entre as estagcdes em nenhum dos diluentes utilizados. Porém,
houve diferengca entre os diluentes BTS/TRIS e BSUI/BBB dentro de uma
mesma estacgdo, tanto no inverno quanto no veréo. Os valores de integridade

de membranas no momento pds-descongelacao estdo expressos na Tabela 19.
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Tabela 19: Comparagdo dos valores médios e desvio padrdo da integridade de
membrana (%) entre os meios BTS/TRIS, BTS/BBB, BSUI/TRIS e BSUI/BBB no
momento pos-descongelacdo no inverno e verao.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB p
Inverno 37,7£12,3° 34,1+9,9% 35,5+11,8% 30,9+10,3? 0,006
Verio 42,3+12,5° 36,4+ 11,1 37,3+10,2% 31,7+10,32 0,004
p 0,097 0,324 0,449 0,735

Letras minusculas distintas indicam diferenga estatistica entre as colunas (p<0,05).
BTS = Beltsville Thawing Solution; BSUI = BSUI®; TRIS = TRIS® modificado; BBB = BBB®

5.1.5 Morfologia espermatica

Os resultados da analise morfolégica do sémen in natura foram
compilados na Tabela 20, na qual se agrupou as patologias em defeitos
maiores (cabega/acrossomo, gota proximal, peca intermediaria e cauda) e
defeitos menores (cabeca, gota distal e implantacdo da cauda). Nao foram
encontradas diferencas significativas entre as estagdes do ano, nem para os
defeitos maiores nem para os menores.

A Tabela 21 apresenta a somatoria das patologias espermaticas

apresentadas pelos animais no inverno e no verao.

Tabela 20: Comparacdo dos valores médios e desvio padrdo das patologias
espermaticas (defeitos maiores e menores) do sémen suino in natura durante o
inverno e o verao.

Defeitos Maiores Defeitos Menores P
Inverno 9.6+ 8,0° 6,8+ 7,0° 0,041
Verido 11,1+ 7,4° 5,4 +5,2° 0,001
p 0,362 0,283

Letras minusculas distintas indicam diferenga estatistica entre as colunas (p<0,05).

Defeitos maiores = gota proximal, peca intermediaria, acrossomo e defeitos acentuados em
cabega e cauda.

Defeitos menores = gota distal e defeitos menos acentuados em cabeca e cauda.

Tabela 21: Somatoéria das patologias espermaticas de todos os animais em cada uma
das estacoes.

C/IA GP GD Pl Cl Cauda Implantacao
Inverno 18 172 256 32 3 144 63
Verao 10 185 156 80 9 104 20

C/A = cabegal/acrossomo; GP = gota proximal; GD = gota distal; Pl = pega intermediaria; Cl =
cabeca isolada;
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5.1.6 Niveis de sodio, potassio e calcio

Os niveis médios de s6dio no sémen diferiram entre as estacgdes, sendo
significativamente menor no inverno (106,1 + 9,6 mmol/L) em relagdo ao veréao
(113,8 £ 7,7 mmol/L) (p<0,001). Quando comparados os niveis de sodio no
sémen e no plasma seminal, houve diferenca estatistica apenas no verao, onde
os valores médios no sémen foram de 113,8 £ 7,7 mmol/L e no plasma seminal
de 108,4 £ 9,0 mmol/L (p=0,012).

Os valores de potassio diferiram no sémen e no plasma seminal em
ambas as estagdes do ano avaliadas, sendo p=0,015 no inverno e p=0,015 no
verao.

O calcio apresentou diferenca significativa entre seus niveis no sémen e
no plasma seminal em ambas as estagdes, bem como entre as estagcdées nos
dois materiais analisados.

Os resultados das avaliagbes de sodio, potassio e calcio estao

demonstrados na Tabela 22.

Tabela 22: Niveis médios e desvio padrao de sédio (Na*), potassio (K*) e calcio (Ca™)
no sémen e no plasma seminal de suinos durante o inverno e o verao.

Na* sémen (mmol/L)  Na® plasma (mmol/L) P
Inverno 106,1 + 9,6° 104,5 + 10,1 0,326
Verio 113,8 + 7,7°° 108,4 + 9,0° 0,012
p <0,001 0,066
K* sémen (mmol/L) K* plasma (mmol/L) P
Inverno 17,2 +2,1° 16,2 + 2,42 0,015
Verio 16,9 + 2,2° 15,5 + 2,12 0,015
p 0,429 0,113
Ca" sémen (mg/dL) Ca' plasma (mg/dL) P
Inverno 0,3 + 0,05™ 0,40 + 0,08"° <0,001
Verio 0,4 + 0,0452 0,53 + 0,06%° <0,001
p <0,001 <0,001

Letras maiusculas distintas indicam diferencas entre as linhas, minusculas distintas indicam
diferengas entre as colunas (p<0,05).
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5.1.7 Concentracao de frutose e acido citrico

Os valores das concentragdes de frutose e acido citrico, tanto no sémen

quanto no plasma seminal, encontram-se na Tabela 23.

Tabela 23: Concentragcbes médias e desvio padrao de frutose e acido citrico no sémen
e no plasma seminal de suinos durante o inverno e o verao.

Frutose sémen Frutose plasma P
Inverno 36,2 +20,4 37,4 £ 19,1 0,730
Verao 35,2+14,9 36,4+ 22,2 0,984
P 0,813 0,876
Ac. citrico sémen Ac. citrico plasma P
Inverno 1,4 + 0,6 1,2+0,5 0,140
Veréao 1,2+04 1,2+0,6 0,696
o] 0,075 0,897

N&o foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05).

5.2 Temperatura e umidade

A média + desvio padréo da temperatura ambiente foi diferente entre o
inverno e o verdo sendo, respectivamente, de 19,1 + 1,3°C e 26,2 + 1,6°C
(p<0,001).

A umidade relativa do ar teve média (x desvio padréo) no inverno de
46,0 £ 3,9%. e de 81,7 £ 3,2% no veréo (p<0,001).

Os valores semanais de temperatura e umidade estao representados na

Figura 6.
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Figura 6: Apresentagdo semanal dos dados de temperatura e umidade durante o
inverno e verao.

5.3 Glicocorticoides

As concentragdes fecais de cortisol, quando comparadas entre o inverno
e o0 verdo, nado demonstraram diferenga estatistica (p=0,251), sendo
encontrados os valores (média + erro padrdao da média) de 1,1 + 0,03 ug/dL
para o inverno e de 1,1 £ 0,04 ug/dL para o verao.

Ja as concentracdes fecais de corticosterona, quando comparadas,
mostraram diferenca significativa entre as estacdes avaliadas, sendo as
concentragbes (média + erro padrdo da média) encontradas no inverno
(14933,4 + 772,3 ng/g de fezes secas) inferiores aquelas encontradas durante
o verao (19172,5 £ 909,1 ng/g de fezes secas) (p<0,001).
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6. DISCUSSAO

As concentracdes espermaticas médias encontradas neste trabalho nao
diferiram entre as estacdes, porém o volume seminal foi, em média, 20% maior
durante o inverno. Isto demonstra que o numero de células espermaticas totais
contidas nos ejaculados do inverno foi proporcionalmente superior ao
encontrado no verao. Este resultado esta de acordo com o obtido por Trudeau
& Sanford (1986), Ciereszko et al. (2000) e Smital (2009), que afirmaram que o
numero total de espermatozdides do ejaculado suino foi maior durante o
outono e inverno do que na primavera e verdo. Kozdrowski & Dubiel (2004)
também encontraram maior volume e numero de espermatozoides totais
durante o final do outono em trabalho realizado com suinos selvagens.

Quando os dados das amostras de sémen in natura poés-transporte
foram analisados estatisticamente, tornou-se necessario remover as partidas 1
e 2 devido a variagao residual e distribuicdo fora do esperado apresentadas
pelas mesmas. Isto pode ser explicado pelo fato de que estas partidas foram as
primeiras a serem colhidas, quando os ajustes finais dos procedimentos de
colheita ainda estavam sendo realizados. Desta forma, obteve-se maior
homogeneidade entre os resultados e também entre as partidas, visto que foi
padronizado um mesmo numero de partidas (seis) para cada uma das
estacdes avaliadas.

No momento pré-centrifugacdo, quando os ejaculados diluidos nos
meios BTS e BSUI foram avaliados logo ap6s o transporte, a MoT do diluente
BSUI foi maior do que do BTS durante o inverno, porém houve uma tendéncia
da MP do diluente BTS ser maior nesta mesma estacdo. Desta forma, a
despeito das diferengas e tendéncias encontradas pela analise estatistica,
podemos notar que os valores percentuais de ambos os parametros seminais
entre os diluentes de refrigeracdo sdo muito semelhantes, demonstrando que
na pratica o desempenho de ambos foi muito préximo. Apesar disto, os
ejaculados que foram acrescidos ao diluente BSUI apresentaram uma menor
variabilidade em todos os momentos avaliados, o que representa um

importante aspecto a favor deste meio.
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Segundo Hirai et al. (2001), a MoT é um parédmetro preditivo de
fertilidade importante em suinos. Os autores relatam que ejaculados de suinos
capazes de gerar leitegadas com mais de 10 leitdes possuem cerca de 93% de
MoT, enquanto ejaculados que geram leitegadas de menor tamanho, a MoT
registrada foi em torno de 80%.

Ainda no momento que antecedeu a centrifugacéo, a velocidade média
da trajetéria (VAP) e a velocidade curvelinear (VCL) foram significativamente
superiores no diluente BSUI durante o inverno. Ja no verao, apenas a VAP foi
superior no meio BSUI, havendo uma tendéncia para que o mesmo ocorresse
com a variavel VCL. Parametros de cinética espermatica como MoT, VCL, VAP
e velocidade linear progressiva (VSL) sdo usados para diferenciar os padroes
do movimento espermatico (MORTIMER, 2000). Segundo Verstegen et al.
(2002), a VAP, a VCL e a VSL sao significativamente maiores em amostras que
produzem mais de 50% de odcitos fertilizados do que naquelas onde a taxa de
fertilizacdo de odcitos € menor que 50%. Entretanto, entre os parémetros
cinéticos fornecidos pelo o CASA, a VCL e a amplitude lateral de cabega (ALH)
tém mostrado grande correlacdo com taxa de fertilizacdo pela maioria dos
estudos. Parametros como BCF e LIN tém revelado correlagcédo positiva com a
taxa de prenhez em alguns estudos, mas correlagdo negativa em outros
(VERSTEGEN et al., 2002).

O exame de integridade de membranas no momento pré-centrifugacéo,
bem como a analise da morfologia espermatica, também nao demonstrou
diferencas significativas entre as estacdes. Estes resultados provavelmente se
devem ao fato de que os animais, que ja se encontravam alojados nas baias
onde foram mantidos durante todo o periodo da colheita de dados, estédo
adaptados ao ambiente onde vivem. Resultados diferentes foram obtidos por
Suriyasomboon (2005) e Malmgren (1988), que notaram maiores quantidades
de células espermaticas com anormalidades de cabega e com gota
protoplasmatica proximal (defeitos maiores) durante o veréao.

No momento péds-centrifugacédo os diluentes BTS/TRIS e BSUI/TRIS
apresentaram MoT superior no inverno em relagdo ao verao, néo tendo o
mesmo ocorrido com a MP, que foi superior nos meios BTS/BBB e BSUI/BBB
durante o inverno. Porém, assim como ocorreu no momento pré-centrifugagéo,

os valores percentuais de ambos os parametros foram muito proximos em
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todos os diluentes avaliados. No verdo, a MP obtida com uso de BTS/BBB foi
superior aquela obtida com o uso de BSUI/TRIS e, inversamente, a variavel
VCL, em oposi¢ao com o ocorrido com a MP, foi superior no BSUI/TRIS em
relacdo ao BTS/BBB. Durante o inverno os parametros VAP, VCL, ALH e BCF
foram superiores no meio BSUI/TRIS quando comparado ao BTS/BBB. Estes
resultados demonstram uma ligeira superioridade dos meios que empregaram
o uso do TRIS em detrimento ao BBB.

Nenhum dos meios de congelacao testados apresentou diferenca de
MoT entre as estagdes avaliadas no momento pos-descongelagdo. Ja em
relacdo a MP, os diluentes BTS/TRIS, BSUI/TRIS e BSUI/BBB apresentaram
valores médios mais elevados durante o verdo. Estes dados, reforcados pela
auséncia de diferenca entre as estacgbes, tanto na integridade de membranas
avaliada ap6s a descongelacao do sémen quanto na morfologia espermatica,
corroboram com a adaptacg&o dos animais ao meio ambiente.

Provavelmente, o fato de que os animais ja se encontravam alojados
nas mesmas baias em que foram mantidos durante todo o experimento,
juntamente com a adaptacdo dos mesmos ao clima local, visto que foram
criados nesta mesma granja, fizeram com que estes cachagos néo
demonstrassem uma queda da qualidade seminal nos meses mais quentes do
ano. Outro fator que pode ter contribuido para isto se deve ao uso de
ventilagao artificial no galpédo de alojamento dos animais nos dias mais quentes
de verao. Segundo Moura (1999), a ventilagao artificial ndo é capaz, por si sé,
de reduzir a temperatura ambiente, porém traz aos animais a sensacao de
conforto térmico.

Nos ejaculados descongelados, as variaveis MoT, MP e
espermatozoéides rapidos (RAP) foram superiores no diluente BSUI/TRIS em
relacdo ao BTS/BBB durante o veréo. Ja a integridade de membranas do meio
BTS/TRIS foi maior que a do BSUI/BBB. Estes valores demonstram que as
associagdes contendo o diluente de congelacdao TRIS foram capazes de
preservar melhor a cinética e a integridade das membranas espermaticas
durante o processo de congelagdo em relacdo ao uso do diluente BBB,

mantendo, assim, os resultados obtidos até o momento pds-centrifugacao.
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Bianchi (2007) relatou maiores indices de motilidade total (MoT) com o
uso do BTS em relagdo a dois outros meios de refrigeracéo testados, tanto
apos a refrigeracao quanto apds a descongelacéo dos ejaculado.

Apesar de alguns autores, como Almlid & Johson (1988), Holt (2000) e
Watson (2000), afirmarem que o glicerol possui um potencial efeito citotdxico a
célula espermatica, a combinagao de crioprotetores utilizada neste trabalho n&o
conferiu tal efeito de toxicidade aos espermatozéides, fato este que pbéde ser
observado pelos indices satisfatérios de motilidade alcangados apds a
descongelacédo. Estes resultados podem ser atribuidos a associagdo da
metilformamida ao glicerol e a porcentagem utiizada de ambos os
crioprotetores (2%). Ball & Vo (2001) relatam que as amidas possuem ma
forma mais eficaz de realizar a coligagdo com a molécula de agua,
desempenhando um mecanismo protetor celular mais eficiente que o glicerol.
Bianchi (2007) observou a falta de trabalhos testando este crioprotetor no
sémen suino.

A despeito dos efeitos climaticos e dos diferentes diluentes utilizados
neste trabalho, a técnica e a associagcédo de crioprotetores utilizadas no
processo de congelacdo do sémen conferiram resultados de motilidade
espermatica inéditos e superiores aos encontrados atualmente na literatura.
Spencer et al. (2010) obtiveram MoT média de 38% com uso de sémen
descongelado de suinos, valor este semelhante ao encontrado por Ramos
(2004), cujo estudo descreve valores entre 37 e 46%, por Calderam et al.
(2005) e Fraser & Strzezek (2007), que relatam médias de 43%, e por
Oberlender (2010) , com médias descritas de 35% de MoT no sémen suino
descongelado. Alguns dos fatores que podem ter contribuido com os indices de
viabilidade espermatica do sémen descongelado obtidos neste trabalho s&o a
alta qualidade do material genético dos animais utilizados e o manejo
diferenciado preconizado pela granja, cuja assisténcia técnica de um médico
veterinario responsavel pelo desempenho reprodutivo dos cachagos assegurou
uma boa qualidade seminal. Além disso, o periodo de refrigeracéo sofrido pelos
ejaculados antes e durante o transporte podem ter ocasionado -efeitos
benéficos aos espermatozoides, agindo como um periodo de equilibrio.

A auséncia de variagdo das concentracdes de frutose e acido citrico

entre o inverno e o verdao que ocorreu neste trabalho indica, de acordo com
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Mann (1948) e Filippini et al. (2001), que a funcdo secretora das vesiculas
seminais e da prostata, respectivamente, ndo foram afetadas pelo aumento da
temperatura e umidade e umidade relativa do ar. Estes resultados sao
contrarios aos descritos por Humphrey & Mann (1949), que descreveram
maiores concentragdes destas substancias no sémen de carneiros durante as
estagdes outono e inverno.

Os autores Humphrey & Mann (1949), Hupp et al. (1961) e Piva &
Donida (1980) afirmam que a produg¢ao e a manutenc¢ao do acido citrico e da
frutose no sémen s&o reguladas diretamente pela producgéo testicular de
testosterona. Desta forma, podemos também inferir que a producéo testicular
de testosterona nao foi afetada pelos fatores climaticos a ponto de refletir nas
concentragdes de frutose e de acido citrico.

No presente trabalho, os niveis de potassio seminal n&do diferiram de
acordo com a estac&o avaliada, bem como a MoT dos ejaculados avaliados no
momento pré-centrifugacdo Estes resultados confirmam a constatacao
proposta pelos autores.Dott & White (1964), que relataram que os niveis de
potassio intracelular estdo diretamente relacionados com a motilidade
espermatica no sémen de carneiros.

Os niveis de potassio no sémen foram superiores as encontradas no
plasma seminal, fato este que coincide com o trabalho de Cragle et al. (1958)
realizado com bovinos, que demonstraram que o nivel de potassio € mais
elevado no interior da célula espermatica do que no plasma seminal.

Os dados obtidos com as dosagens dos niveis de sddio e calcio no
presente estudo demonstraram niveis de calcio mais elevados no plasma
seminal em relacdo ao sémen. Estes resultados estdo de acordo com o
trabalho de Cragle et al. (1958), que relataram que, inversamente ao que
ocorre com o potassio, sédio e calcio apresentam maiores niveis no plasma
seminal. Porém, durante o verdo, os niveis de s6dio foram superiores no
sémen. Esta diferenga pode ser atribuida pela espécie estudada. Na presente
revisdo nao foram encontrados trabalhos que demonstrem a diferenca dos
niveis destes elementos entre sémen e plasma seminal de suinos.

Os maiores niveis de sddio e calcio encontrados no sémen durante o

verdo podem ser explicadas pelo menor volume seminal que ocorre neste
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mesmo periodo. Em menores volumes estes elementos tornam-se
proporcionalmente mais concentrados.

As temperaturas e umidade relativa do ar mais elevadas durante o veréo
em relacdo ao inverno ja eram esperadas. O Brasil € um pais de clima
predominantemente tropical e os meses de outubro a margo s&do marcados por
temperaturas elevadas e alta incidéncia de chuvas (INMET, 2011).

No local onde os animais encontravam-se alojados durante a colheita de
dados, nos meses de janeiro e fevereiro as médias de temperatura e umidade
relativa do ar ultrapassaram os limites desejaveis, alcangcando valores de
26,2°C e 82,2%, respectivamente. A temperatura recomendada para suinos em
fase de reproducgéo € de 18 a 22°C (SCHEID & SILVEIRA, 2002) e a umidade
relativa do ar de 50 a 70% (MOURA, 1999).

Diversos autores tém relatado a influéncia das temperaturas elevadas
sobre os parametros seminais dos reprodutores suinos (CAMERON &
BLACKSHAW, 1980; MYER & BUCKLIN, 2001; SCHEID & SILVEIRA, 2002;
KUNAVONGKRIT et al., 2005; YANG et al., 2010). Kunavongkrit et al. (2005)
correlacionaram o estresse causado pelas altas temperaturas ambientais com
a diminuicdo do volume seminal e da concentracao espermatica, atribuindo
esta relagdo a producdo excessiva de horménios corticosterdides ocasionada
pelo estresse.

Embora o cortisol seja o principal glicocorticéide produzido e excretado
pelos suinos (JUNIEWICZ & JOHNSON, 1981), também ha producdo de
corticosterona, sendo estes os principais hormdnios envolvidos na resposta a
estimulos estressantes (BROOM & JOHNSON, 1993; apud QUEYRAS &
CAROSI, 2004).

Apesar de alguns autores demonstrarem que, sob altas temperaturas,
na fase aguda do estresse térmico, ocorra uma elevagdo da concentracao
plasmatica de cortisol (RUCKEBUSCH et al., 1991; MCFARLANE et al., 1995,
MOSTL & PALME, 2002), e que apds 48 horas a mesma ira se refletir nas
quantidades de metabdlitos hormonais de cortisol excretados pelas fezes
(PALME et al., 1996; MORMEDE et al., 2007), as concentragbes de
metabolitos de cortisol obtidas pelas fezes ndo demonstraram nenhuma
diferenca entre as estacdes do ano avaliadas, a despeito das marcadas

variacdes de temperatura e umidade do ambiente.
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Estes resultados s&o condizentes aos obtidos por Kunavongkrit et al.
(2005), que afirmaram que os suinos geralmente sdo muito bem adaptados ao
meio ambiente e, quando se encontram em instalagcbes com temperaturas
elevadas, ha um rapido aumento do cortisol plasmatico, mas nas 72 horas
seguintes retornam praticamente aos niveis normais, o que indica a adaptacgéo
dos suinos as diversas temperaturas ambiente.

Os metabolitos hormonais de corticosterona, apesar de serem os
principais glicocorticdides encontrados nas fezes de aves e roedores, estdo em
quantidades menos significativas nas fezes de suinos (PALME et al., 2005).
Por este motivo, apesar das concentragbes de metabdlitos hormonais de
corticosterona terem sido maiores nas fezes dos reprodutores do experimento
durante o veréo, a auséncia desta mesma diferenca em relagéo ao cortisol, que
€ o principal glicocorticoide encontrado em amostras fecais de suinos,
demonstra que os animais encontravam-se adaptados ao ambiente.

Amostras fecais foi o material escolhido para a mensuragdo indireta
destes hormonios, pois, apesar de grande parte da excregcdo de cortisol em
suinos ocorrer pela urina (PALME et al., 1996), a obtencdo destas amostras,
bem como ocorre com amostras de sangue, requer a contengéo e até mesmo a
manipulagéo do animal, o que interfere nos resultados obtidos causando um
aumento imediato nos niveis deste glicocorticoide (MORMEDE et al., 2007;
PALME et al., 1996). Outra justificativa para o emprego deste tipo de
abordagem é o fato dos dados obtidos representarem a atividade secretora de
uma determinada glandula durante certo tempo, ao invés de episddios isolados
como no caso das dosagens sanguineas (MORAIS, 1999; HOPSTER et al.,
1999) ou de urina (MOSTL & PALME, 2002). Além disso, a analise da
concentragédo do cortisol nas fezes € um método néo-invasivo, confidvel e de
baixo nivel de dificuldade (CARLSSON et al.,, 2007; QUEYRAS & CAROSI,
2004).
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7. CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostos e dos resultados obtidos sob as

condi¢gdes experimentais do presente estudo, foi possivel concluir que:

Y O numero de células espermaticas totais e o volume do ejaculado in natura

s&o superiores no inverno em relagcao ao verao.
Y Os parametros de integridade de membranas, morfologia e cinética
espermatica nos momentos que antecederam a congelagdo ndo séo

influenciados, de forma geral, pela estagdo do ano.

Y Os niveis de sbédio no sémen e de calcio no plasma seminal sdo mais

elevados no verao do que no inverno.

Y A metodologia de congelagdo aplicada e os meios utilizados mostraram

indices de congelabilidade satisfatérios.

vV A motilidade progressiva pos-descongelagao, de forma geral, € melhor no

verdao do que no inverno.
Y O diluente de congelacdo TRIS foi capaz de conferir uma melhor estabilidade
para as variaveis de cinética espermatica e de integridade de membranas do

que o meio BBB.

V A corticosterona é infuenciada pela estagéo do ano.
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ANEXOS



ANEXO A

Descricdo da metodologia de dosagem do acido citrico seminal segundo
Piva & Donida (1980).

Reagentes:
a) Anidrido Acético P.A. gelado.
b) Piridina P.A. gelada.
c) Solugdo Aquosa de Acido Tricloroacético a 10% (p/v).
d) Solugdo Padrao de Acido 8 mg/mL.
Acido CIICO P.A. ..o 800 mg
Agua Destilada (GSP) ....eeveveeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL
Estocar em frasco ambar a 4°C. Estavel por 6 meses. Aliquotar em volumes de
2 mL.

Técnica:

a) Centrifugar uma aliquota de esperma homogeneizado por 10 minutos a
3.000 rpm.

b) Marcar 3 tubos de centrifugacao, ou de 13 x 100 mL de capacidade.

Reagentes/Tubos Branco Padrao Teste
Agua destilada 0,1 mL - -
Padréo - 1,0 mL -
Esperma - - 0,1 mL
Acido Tricloro Acético 10% 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Agitar em agitador Vortex por 60 segundos

c) Em outros trés frascos de ensaio de 13 x 100 mm, marcados Branco,

Padrao e Teste, pipetar 0,02 mL dos respectivos sobrenadantes.
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d) Pipetar em cada tubo 3,0 mL do reagente de cor (preparar 8 mL de
Piridina gelada + 4 mL de Anidrido Acético gelado e misturar lentamente em

banho de gelo).

Homogeneizar. Deixar em repouso em banho de gelo por mais 10 minutos.
Tirar do banho de gelo e deixar em temperatura ambiente durante 30
minutos.

Ler contra o Branco a 420 nm.

D.O. Teste
Calculo = x 8 = mg/mL
D.O. Padrao
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ANEXO B

Descrigcao da metodologia de dosagem da frutose seminal segundo Piva
& Donida (1980).

Reagentes:

a) Solugédo Aquosa de Resorcina P.A. a 1% (p/v). Dissolver 1 grama de
Resorcina P.A. em agua deionizada, até a dissolugao total. Completar o volume
da solugao para 100 mL em baldo volumétrico. A solucao é estavel por 30 dias,
a 4°C e em frasco ambar.

b) Solugéo Aquosa de Acido Cloridrico a 30% (v/v). Diluir 30 mL de Acido
Cloridrico concentrado em agua destilada para um volume final de 100 mL em
baldo volumétrico. Solugao estavel a temperatura ambiente.

c) Solucdo Padrao de Frutose 5 mg/mL. Dissolver 500 mg de Frutose P.A.
em 100 mL de agua deionizada. Estocar em aliquotas de 2 mL a -20°C. Estavel
por 2 meses.

d) Solugdo Aquosa de Acido Tricloroacético a 10%.

Técnica:
Em tubos de ensaio de 13 x 100 mm, marcados Branco (A), Padrao (P) e
Teste (T), pipetar:

Reagentes/Tubos Branco Padrao Teste
Agua destilada 1,0 mL 0,8 mL 0,8 mL
Padrao - 0,2 mL -
Esperma - - 0,2 mL
Acido Tricloroacético a 10% 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL

e Agitar bem os tubos — Vortex.

e Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.
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e Passar 1,0 mL de cada sobrenadante para outros
correspondentes, marcados Branco (B), Padréao (P) e Teste (T).
Reagentes/Tubos Branco Padrao Teste
Sobrenadante 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Solugéo de Resorcina 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Agitar bem os tubos — Vortex.
HCl a 30% 3,0 mL 3,0 mL 3,0 mL

e Agitar bem os tubos — Voértex.
e Banho-maria fervente por 5 minutos. Esfriar em banho de agua gelada.

Ler a 530 nm contra o Branco.

D.O. Teste
Calculo =

x 5 = mg de Frutose/mL de esperma

D.O. Padrao

tubos

84



TRABALHO CIENTIFICO



Trabalho cientifico destinado a revista Veterinaria e Zootecnia

CONGELACAO DO SEMEN SUINO EM DIFERENTES MEIOS DILUIDORES
Nina Miglioranza Velloso'
Gabriel Augusto Monteiro'
José Antonio Dell' Aqua Junior®
Frederico Ozanam Papa’
Eunice Oba’
RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da combinagdo de 2 meios de
refrigeracdo e 2 meios de congelagdo sobre as caracteristicas fisicas do s€émen suino.
Foram utilizados 8 ejaculados de 10 cachacos de ragas hibridas (n=80), sendo os
ejaculados transportados a 20°C por 3 horas nos diluentes de refrigeragdo BTS e BSUL
Foram avaliadas as caracteristicas do movimento espermatico por exame
computadorizado (CASA) e de integridade das membranas plasmaticas empregando as
sondas fluorescentes iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina. Os
ejaculados foram centrifugados e os pellets ressuspensos em 2 diferentes diluentes de
congelagdo, TRIS e BBB, ambos contendo 2% de glicerol e 2% de metilformamida. A
concentracdo espermatica foi ajustada para 100x10®mL e uma nova avaliagdo pelo
CASA foi efetuada. Em seguida, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,5mL e
refrigeradas por 7 horas, a uma curva de resfriamento de 0,1°C/minuto nas primeiras 3
horas e de 0,05°C/minuto nas 4 horas restantes. Apds a congelagio e descongelagio das
palhetas, a cindtica espermatica e a integridade de membranas foram novamente
avaliadas. Para as varidveis motilidade total, motilidade progressiva e integridade de
membranas, ndo foram constatados efeitos significativos (p>0,05) dos diluentes de
refrigeragdo BTS e BSUI, porém a velocidade média da trajetéria foi superior no BSUI
Ja na andlise realizada apds a centrifugag¢do e ressuspensdo dos pellets nos meios de
congelacdo, a motilidade progressiva encontrada na combinacdo BTS/BBB foi superior
a obtida com uso de BSUI/TRIS, cuja velocidade curvelinear foi maior que a encontrada
no diluente BTS/BBB. No sémen descongelado, foi observado efeito significativo
(p<0,05) dos diluentes sobre as variaveis motilidade total, motilidade progressiva,
espermatozdides rapidos e integridade de membranas, sendo os resultados alcangados
pelo meio BSUI/TRIS superiores aos do meio BTS/BBB nos trés primeiros parametros,
e a integridade de membranas do meio BTS/TRIS mais elevada do que a obtida com uso
do meio BSUI/BBB. Portanto, ao levar em consideragdo as varidveis de cinética
espermatica e a integridade de membranas, observou-se que o diluente de congelacao
TRIS foi capaz de manter maiores indices de viabilidade espermatica pos-
descongelagdo do sémen suino, porém testes de fertilidade devem ser realizados para
avaliar a real superioridade deste meio e seu significado bioldgico.

Palavras-chave: suino, sémen, congelacdo, diluentes.
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FREEZING OF BOAR SEMEN IN DIFFERENT EXTENDERS
ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of combining 2 extenders of cooling and 2
extenders of freezing about the physical characteristics of boar semen. We used 8
ejaculates from 10 boars of mixed breed (n = 80) and the ejaculated were transported at
20°C for 3 hours in diluents of refrigeration BSUI and BTS. It were evaluated the
characteristics of sperm movement over the computer analysis (CASA), plasmatic
membrane integrity that employs the fluorescent probes of propidium-iodide and
carboxyfluorescein diacetate. The ejaculates were centrifuged and the pellets
resuspended in two different diluents for freezing, TRIS and BBB, both containing 2%
glycerol and 2% methylformamide. The sperm concentration was adjusted to
100x10°/mL and a new assessment was conducted by CASA. Then the samples were
stored in straws of 0.5 mL and refrigerated for seven hours, at a cooling curve of
0.1°C/minute in the first 3 hours and 0.05°C/minute in the 4 hours remaining. After
freezing and thawing of the straws, the kinetics of sperm and membrane integrity were
re-evaluated. For the variables total motility, progressive motility and membrane
integrity were not found significant effects (p> 0.05) of diluents BSUI and BTS at
cooling, but the average speed of trajectory was higher in the BSUI. In the analysis
performed after centrifugation and resuspension of pellets in the extenders of freezing,
the motility found in the combination BTS / BBB was higher than that obtained with the
use of BSUI / TRIS, whose curvelinear speed was higher than that found in the diluent
BTS / BBB. In thawed semen, significant effect was observed (p <0.05) of solvents on
the variables: total motility, progressive motility, sperm membrane integrity and fast
spermatozoa, and the results achieved by extenders BSUI / TRIS were superior to the
BTS /BBB in the first three parameters, and the integrity of membranes in the extender
BTS/TRIS was higher than that obtained using the middle BSUI / BBB. Therefore, to
account for the variables of sperm membrane integrity and sperm kinetic, it was
observed that the solvent freezing TRIS was able to maintain higher levels of sperm
viability post-thawing of boar semen, however it should be made fertility tests to
evaluate the real superiority of this extender and the biologic meaning.

Palavras-chave: swine, semen, freezing, extenders.

CONGELACION DE SEMEN PORCINO EN DIFERENTES EXTENSORES
RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la combinacion de 2 extensores de
refrigeracion y 2 extensores de congelacion sobre las caracteristicas fisicas del semen
porcino. Se utilizé 8 eyaculados de 10 verracos de raza mixta (n = 80), y los eyaculados
fueran transportado a 20 ° C durante 3 horas en disolventes de refrigeraciéon BTS y
BSUI. Las caracteristicas del movimiento espermatico fueron evaluadas a través de
analisis computarizados (CASA) y integridad de la membrana plasmatica utilizando
sondas fluorescentes de propidio y diacetato de carboxifluoresceina. Los eyaculados
fueron centrifugados y los precipitados resuspendidos en 2 diferentes diluyentes para la
congelacion, TRIS y BBB, los dos contiendo 2% de glicerol y 2% de metilformamida.
La concentracion de espermatozoides se ajusté a 100x10°/mL y una nueva evaluacion
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se llevo a cabo por CASA. Luego las muestras fueron almacenadas en pajuelas de 0,5
ml y refrigeradas durante 7 horas, a una curva de enfriamiento de 0.1°C/minuto en las
primeras 3 horas y de 0,05°C/minuto en las 4 horas restantes. Después de la congelacion
y descongelacion de las pajuelas, la cinética del espermatozoide e la integridad de
membrana fueran re-evaluado. Para las variables de la motilidad total, la motilidad
progresiva y la integridad de la membrana no se encontraron efectos significativos (p>
0,05) de los diluyentes BTS y BSUI, pero la velocidad media de la trayectoria fue
mayor en el BSUI . En andlisis realizada después de la centrifugacion y resuspension de
pellets en el medio de congelacion, el motilidad progresiva fue mayor en BTS/BBB
que la obtenida con el uso de BSUI/TRIS, cuya velocidad curvelinear fue mayor que la
encontrada en lo diluyente BTS/BBB. En semen descongelado, se observo efecto
significativo (p <0,05) de los disolventes en las variables: movilidad total, motilidad
progresiva, espermatozoides rapidos y integridad de la membrana espermatica, siendo
los resultados obtenidos por medio BSUI/TRIS superiores a aqueles obtenidos por
BTS/BBB en los tres primeros parametros, y la integridad de las membranas en medio
BTS/TRIS fue la mas alta al que se obtiene utilizando el medio BSUI/BBB. Por lo
tanto, a llevar en consideracion las variables de cinéticas espermaticas y la integridad de
membrana de los espermatozoides, se observo que el disolvente de congelacion TRIS
fue capaz de mantener niveles mas altos de esperma viabilidad post-descongelacion del
semen porcino, pero testes de fertilidad deben ser realizados para evaluar la real
superioridad de este procedimiento y su significado biolédgico.

Palabras-clave: porcino, semen, congelacion, diluyentes.

INTRODUCAO

Atualmente, a maior parte das inseminagdes ¢ conduzida com sémen suino
resfriado entre 15 e 18°C, proporcionando resultados de fertilidade semelhantes aos
obtidos pelo uso da monta natural. Devido as dificuldades decorrentes da manutengdo
da temperatura de armazenamento e a limitagdo de sua utilizagdo por um periodo
méximo de cinco dias, novas metodologias tém sido estudadas para aperfeigoar o
processo de congelacdo (1).

O sémen suino criopreservado esta disponivel para uso comercial desde 1975
(2). Porém, devido a alta susceptibilidade a danos durante o processo de congelagdo e
ao complicado processo de congelagdo, sua utilizagdo ndo tem sido observada em larga
escala, bem como ocorre com o uso do s€émen refrigerado (3).

As pesquisas realizadas nos ultimos 30 anos com o uso de sémen suino
congelado resultaram em avangos originados, sobretudo, dos estudos efetuados para a
avaliagdo do efeito de diferentes crioprotetores, tipos de palhetas e curvas de congelacio
e descongelacdo (4), sugerindo que novas solucdes crioprotetoras e metodologias
diferentes de congelag¢do devem ser testadas (5).

Durante os processos de resfriamento, congelacio e descongelacdo, os
espermatozdides sdo expostos a situagdes adversas a sua homeostase, tornando-os
susceptiveis aos choques térmico e osmotico, que podem promover alteragdes
estruturais e funcionais na célula espermatica com prejuizos para sua motilidade (6,7).
Também ocorrem degeneragdo do acrossoma e redu¢do da atividade metabolica da
célula, as quais influenciam a capacidade fecundante do espermatozodide e sua
viabilidade no trato genital feminino (7,8).
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Outro fator limitante para a expansdo do uso de sémen suino congelado ¢ a
grande variabilidade na resposta dos machos suinos a congelacdo, a qual ndo é possivel
de ser identificada, at¢ o momento, pelos parametros convencionais de avaliagdo do
sémen in natura (4,9). Ainda de acordo com os autores, deve-se considerar também a
instabilidade da célula espermatica do suino quando comparada a outras espécies no
processo de congela¢do, o que provavelmente ocorre devido as caracteristicas da
composi¢do da sua membrana celular.

Foram observadas diferencas de até 27% entre os machos nos indices de
motilidade apds a descongelagdo (8). Uma das possiveis causas desta marcante
diferenca entre individuos pode ser explicada pelas variagdes dos niveis de testosterona
presentes em cada animal apresentam correlagdo positiva com a capacidade do sémen
suino de ser congelado-descongelado (10).

Apesar dos dados atuais de produtividade com sémen suino congelado serem
desanimadores em termos de perspectivas do uso da técnica em rebanhos comerciais,
alguns pesquisadores (11) apontam para um futuro promissor da técnica, com os
avancos das novas tecnologias e equipamentos de congelacdo de sémen.

A conservacdo do s€émen por meio de criopreservagcdo ¢ um dos objetivos das
pesquisas na area da biotecnologia da reproducdo e muitos pesquisadores tentam
aprimora-la. Quando ela estiver dominada, trard um grande impulso aos programas de
IA, possibilitando o acesso de produtores ao sémen de machos selecionados,
independente da distdncia que os separa das centrais de 1A (12).

Desta forma, o presente estudo avaliou o efeito de diferentes diluentes de
refrigeragdo e congelagdo sobre a qualidade do sémen descongelado de suinos,
incluindo andlise das caracteristicas do movimento espermatico e integridade da
membrana plasmatica.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 10 cachacos em idade fértil (em média 2 anos e 350 Kg), de
raca hibrida, sob regime regular de colheita de sémen, pertencentes a uma granja
comercial localizada no municipio de Capivari, Sdo Paulo.

Colheita dos ejaculados

Semanalmente, foram colhidas amostras de sémen de cada um dos animais. As
colheitas de sémen foram realizadas em manequim através do consagrado método da
mao-enluvada (13), sendo utilizada tanto a fracdo rica quanto a fragdo pobre do sémen.
A secre¢do gelatinosa proveniente das glandulas bulbouretrais foi separada por gaze
estéril e posteriormente descartada.

O sémen foi colhido utilizando um copo de vidro graduado, pré-aquecido a
35°C, esterilizado e protegido por um recipiente isotérmico para que a temperatura das
amostras fosse mantida, evitando assim a ocorréncia de choque térmico das células
espermaticas ao entrarem em contato com o copo coletor. Foram colhidos 8 ejaculados
de cada suino (n=80).
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Preparacio e transporte das amostras

Apos a colheita, os ejaculados foram diluidos na propor¢do 1:2 (5 mL de s€men :
10 mL de diluente) em dois diferentes diluentes de refrigeragdo pré-aquecidos a 37°C,
Beltsville Thawing Solution (BTS) e BSUI (Botupharma®). Logo apés, foram
armazenados em caixas de isopor a temperatura de 20°C e transportados ao Laboratdrio
do Centro de Diagndstico e Biotecnologia em Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, campus de Botucatu, para posterior
avaliagdo. Uma aliquota de sémen puro de cada um dos animais foi destinada a analise
da integridade de membranas dos espermatozoides.

Processamento e congelacido do sémen

Assim que os ejaculados resfriados a 20°C chegaram da granja, o sémen foi
prontamente reaquecido a temperatura de 37°C e, em seguida, iniciou-se a avaliagdo da
cinética espermadtica e da integridade de membranas.

A andlise da cinética espermatica foi realizada em wum analisador
computadorizado dos movimentos espermaticos — CASA (HTM-IVOS 12; Hamilton-
Thorne Research, Danvers, MA, USA), onde o material previamente homogeneizado
foi avaliado depositando uma aliquota de 10uL de sémen em camara de Makler
(Mackler Couting Chamber®, Sefi-Medical Instruments ltd., Haifa, Israel) pré-aquecida
a 37°C, sendo observados cinco campos aleatorios € o numero minimo de 150
espermatozdides por campo. Os parametros de movimento espermadtico avaliados
corresponderam a motilidade espermatica total (MoT, %), motilidade progressiva (MP,
%), velocidade média da trajetoria (VAP, um/s), velocidade linear progressiva (VSL,
um/s), velocidade curvilinear (VCL, pum/s) e espermatozoides rapidos (RAP, %), que
considera apenas células que apresentem VAP acima de 70um por segundo.

Ja a avaliagdo da integridade da membrana plasmatica do sémen diluido em BTS
ou BSUI foi realizada de acordo com o método descrito por Harrison & Vickers (14)
com os corantes diacetato de carboxifluoresceina (20mM) e iodeto de propidio (7,3
mM). Foi examinada uma aliquota de 4 pL, entre ldmina e laminula, em microscépio de
epifluorescéncia, em aumento de 1000x. Desta forma, 200 células por amostra foram
avaliadas e classificadas segundo Ortman & Rodriguez-Martinez (15).

O protocolo de congelacdo do s€émen suino foi realizado conforme o descrito a
seguir.

As amostras transportadas nos dois diluentes (BTS e BSUI®) foram
centrifugadas a 600 x g por 10 minutos para remog¢do do plasma seminal e concentracio
dos espermatozodides na forma de pellets. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado ¢ os pellets ressuspendidos em dois extensores de congelagdo: TRIS®
modificado (Botupharma®) ¢ BBB® (Botupharma™), ambos com 2% de glicerol e 2% de
metilformamida como crioprotetores intracelulares. A concentracdo espermatica foi
ajustada para 100x10°/mL (esta concentragio foi adotada com o intuito de viabilizar a
utilizacdo do CASA para a avaliagdo da cinética espermatica). Os espermatozdides
ressuspendidos nos dois diluentes de congelagdo foram novamente avaliados quanto a
cinética espermatica e integridade de membranas plasmaticas. As amostras foram entio
envasadas em palhetas francesas de 0,5 mL e lacradas com dlcool polivinilico a
temperatura ambiente. Posteriormente, as palhetas foram refrigeradas em caixa
isotérmica Botutainer® (Biotech Botucatu®) por 3 horas, a uma curva de resfriamento de
0,1°C/minuto, até alcangarem a temperatura de 15°C. Decorrido este periodo, as
amostras foram refrigeradas por 4 horas, a uma curva de resfriamento de 0,05°C/minuto,

90



até alcangarem a temperatura de 5°C. Finalmente foi realizada a curva de congelag¢do em
caixa de isopor, onde as palhetas foram mantidas a 3 cm do nivel do nitrogénio liquido a
-120°C por 20 minutos para, em seguida, serem mergulhadas neste, cuja temperatura ¢
de -196°C. Apds a congelagdo das palhetas, as mesmas foram armazenadas em botijao
criobioldgico até a realizacdo das andlises.

O protocolo de congelacdo foi desenvolvido pelo Laboratério do Centro de
Diagnéstico e Biotecnologia em Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP - Botucatu.

Avaliacdo do sémen descongelado

A descongelagdo das palhetas foi realizada em banho-maria a 46°C por 20
segundos (16). Apds a descongelagdo, as palhetas foram mantidas a 37°C por 10
minutos e entdo a cinética espermatica e a integridade de membranas foram novamente
avaliadas por um unico avaliador conforme descrito no item anterior.

Para facilitar a compreensdo dos resultados obtidos por meio da analise dos
pardmetros seminais, foram considerados trés momentos durante a preparacdo dos
ejaculados para a posterior congelagdo: pré-centrifugacdo, pos-centrifugacdo e pos-
descongelagio.

O momento pré-centrifugacdo foi aquele onde os ejaculados foram avaliados no
laboratério logo apds sua chegada, quando ja estavam diluidos nos diluentes de
refrigeragdo em BTS ¢ BBB.

Ja o momento pds-centrifugacdo ocorreu quando os ejaculados foram avaliados
apods sua centrifugacao, eliminagdo do sobrenadante e posterior ressuspensao dos pellets
nos diluentes de congelacdo BSUI e TRIS.

Finalmente, o terceiro e ultimo momento, pods-descongelagdo, refere-se as
analises das caracteristicas fisicas das células espermaticas realizadas apds o
descongelamento das palhetas.

Analise estatistica

Para as andlises da cinética espermdtica e da integridade de membranas foi
efetuada a comparagdo dos dados através da andlise de varidncia (ANOVA). Uma vez
detectada diferenca estatistica, ao nivel de significancia (a) de 5%, foi realizado o teste
Tukey para identificar os pares diferentes. Caso os dados analisados da maneira acima
descrita ndo passassem pelo teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov), realizou-se
teste de ANOVA ndo paramétrico (Kruskal-Wallis - ANOVA on ranks) seguido,
quando necessario, pelo teste de Dunn. Quando comparados somente dois grupos (por
exemplo, inverno versus verdo) utilizou-se o teste t de Student, também a 5% de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observados efeitos significativos (p>0,05) dos diluentes sobre as
variaveis motilidade total (MoT), motilidade progressiva (MP) e integridade de
membranas (IM) no momento pré-centrifugacdo. Porém, neste mesmo momento, a
velocidade média da trajetoria (VAP) foi significativamente (p<0,05) superior no
diluente BSUI, havendo ainda uma tendéncia (0,10<p>0,05) para que o mesmo
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ocorresse com a varidvel velocidade curvelinear (VCL). Os valores destes pardmetros
estdo descritos nas Tabelas 1 e 2.

Parametros de motilidade como porcentagem de espermatozdides mdoveis,
velocidade curvelinear (VCL), velocidade média na trajetdria (VAP) e velocidade linear
progressiva (VSL) sdo usados para diferenciar os padrdoes do movimento espermatico
(17). Segundo Verstegen et al. (18), a velocidade média da trajetéria (VAP), a
velocidade curvelinear (VCL) e a velocidade linear progressiva (VSL) sdo
significativamente maiores em amostras que produzem mais de 50% de odcitos
fertilizados do que naquelas onde a taxa de fertilizagdo de oocitos € menor que 50%.

Tabela 1. Comparacdo dos valores médios e desvio padrio da motilidade total (MoT) e
motilidade progressiva (MP) no momento pré-centrifugacdo entre os meios BTS e BSUI

BTS BSUI p
MoT (%) 87.3 + 6,6 87.8+5,7 0,782
MP (%) 50,4+ 12,8 457+ 113 0,139

Letras minusculas distintas indicam diferencas nas linhas (p<0,05).

Tabela 2. Comparag¢fo dos valores médios e desvio padrio dos valores espermaticos VAP, VSL,
VCL, RAP e IM entre os diluentes BTS e BSUI no momento pré-centrifugagéo

VAP VSL VCL RAP IM
BTS 99,9+13,0" 73,4+10,2 180,8+25,7 83,2+7,5 81,5+9,2
BSUI 107,2+15,1° 75,5+9,8 193,7+£25,8 83,9+6,4 84,0+7,8
p 0,045 0,420 0,058 0,845 0,277

Letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica nas linhas (p<0,05).

Apds a centrifugacdo dos ejaculados e a ressuspensdo dos pellets nos diluentes
de congelagdo TRIS e BBB, a motilidade total (MoT) permaneceu semelhante entre os
meios (p>0,05), porém a motilidade progressiva (MP) obtida com uso de BTS/BBB foi
superior (p<0,05) aquela obtida com o uso de BSUI/TRIS (Tabela 3). A varidvel
velocidade curvelinear (VCL), em oposi¢do com o ocorrido com a motilidade
progressiva (MP), foi superior (p<0,05) no BSUI/TRIS em relagdo ao BTS/BBB
(Tabela 4).

Tabela 3. Comparagdo dos valores médios e desvio padrio da motilidade total (MoT) e
motilidade progressiva (MP) no momento pos-centrifugagdo entre os meios BTS/TRIS,
BTS/BBB, BSUI/TRIS ¢ BSUI/BBB.

BTS/TRIS BTS/BBB  BSUI/TRIS BSUI/BBB P
MoT (%) 83,3 +8.,5 83,1 +7,5 84,3 +7,7 86,3 +4,7 0,283
MP (%) 42,1 +£10,8% 46,5+9,5° 39,9 +9,9° 453 +9,0° 0,039

Letras mintsculas distintas indicam diferen¢as nas linhas (p<0,05).
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Tabela 4. Comparagido dos valores médios e desvio padrio dos valores espermaticos
VAP, VSL, VCL e RAP entre os diluentes BTS/TRIS, BSUI/TRIS, BTS/BBB e
BSUI/BBB no momento pés-centrifugacdo

VAP VSL VCL RAP
BTS/TRIS 99,9+9,1 69,6+7,3 186,0+14,7% 80,5+10,1
BSUI/TRIS 99,1£12,5 69,7+6,7 188,1£15,7° 81,9+8.,9
BTS/BBB 97,8+9,8 70,3+6,4 177,9+18,3° 80,2+8,4
BSUI/BBB 101,6+10,9 71,7+8,0 182,9+18,2* 83,7452
p 0,298 0,738 0,039 0,588

Letras mintsculas distintas indicam diferencas nas linhas (p<0,05).

Apoés a descongelagdo dos ejaculados, as varidveis motilidade total (MoT),
motilidade progressiva (MP) e espermatozoéides rapidos (RAP) foram superiores
(p<0,05) no diluente BSUI/TRIS em relacio ao BTS/BBB. Ja a integridade de
membranas (IM) do meio BTS/TRIS foi maior (p<0,05) que a do BSUI/BBB. Os
valores destas variaveis no momento pos-descongelagdo estdo expressos nas tabelas 5 e
6.

Tabela 5. Comparacdo dos valores médios e desvio padrio da motilidade total (MoT) e
motilidade progressiva (MP) no momento pds-descongelacdo entre os meios BTS/TRIS,
BTS/BBB, BSUI/TRIS e BSUI/BBB.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB p
MoT (%) 56,2 + 14,3* 52,4+16,9° 63,3+9,1° 57,9+13,5" 0,027
MP (%) 30,6 £ 9,6 28,2+ 11,0° 36,1 +6,3° 31,9492 0,013

Letras mintisculas distintas indicam diferengas nas linhas (p<0,05).

Tabela 6. Comparagfo dos valores médios e desvio padrio dos valores espermaticos VAP, VSL,
VCL, RAP e IM entre os diluentes BTS/TRIS, BSUI/TRIS, BTS/BBB ¢ BSUI/BBB no momento
pos-descongelagao.

VAP VSL VCL RAP IM

BTS/TRIS 78,7+7,6 60,0+£6,3 119,5£10,6 47,4+13,6® 42,3+12,5°

BSUI/TRIS 82,0+9,0 62,6+7,8 124,9+11,9 54,0+13,6° 37,3+10,2®

BTS/BBB 76,2+10,8 59,0+7,9 115,5+16,4 43,0+16,9° 36,4+11,1®

BSUI/BBB 79,0493 60,3+7,2 122,3+15,6 49,7+13,7" 31,7+10,3°
P 0,149 0,261 0,058 0,024 0,004

Letras mintsculas distintas indicam diferencas nas linhas (p<0,05).

A superioridade encontrada na integridade de membranas do diluente BTS/TRIS
em relacdo ao BSUI/BBB, o numero de espermatozoides rapidos (RAP)
significativamente mais elevados no BSUI/TRIS que no BTS/BBB e a MoT e MP do
BSUI/TRIS superiores as do BTS/BBB demonstram que o diluente de congelagdo TRIS
foi capaz de preservar melhor a cinética e as membranas espermdticas durante o
processo de congelacdo em relagdo ao uso do diluente BBB.
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Bianchi (19) relatou maiores indices de motilidade total (MoT) com o uso do
BTS em relacdo a dois outros meios de refrigeracdo testados, tanto apos a refrigeracdo
quanto apds a descongelagdo dos ejaculado.

Os valores de motilidade total (MoT) e progressiva (MP) de todos os diluentes
avaliados nos momentos pré e pds-centrifugagdo e pds-descongelagdo encontram-se,
respectivamente, nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7: Comparacéo dos valores médios e desvio padrdo da motilidade total (MoT) pré e pos-
centrifugacdo e pos-descongelagdo entre os meios.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB

Pré-centrifugagao 87,3+6,6° 87,3+6,6° 87,8+5,7° 87,8+5,7°

Pés-centrifugagio 83,3 +8.5° 83,1 +7.5° 843 +7.7° 86,3 +4,7°

Pés-decongelacio 56,2 + 14,345 52,4 + 16,9* 63,3+9,1% 57,9 + 13,5
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Letras maiusculas distintas indicam diferengas nas linhas, minusculas distintas indicam diferengas entre
colunas (p<0,05).

Tabela 8: Comparagido dos valores médios e desvio padrdo da motilidade progressiva (MP) pré
e pos-centrifugacio e pos-descongelacdo entre os meios.

BTS/TRIS BTS/BBB BSUI/TRIS BSUI/BBB

Pré-centrifugagio 50,4 + 12,8° 50,4 + 12,8° 457+ 11,3 457+ 11,3°

Pés-centrifugagio 42,1 + 10,8""° 46,5 +9,5% 39,9 + 9,9 453 +9,075°

Pés-decongelacio 30,6 + 9,645 28,2+ 11,0% 36,1 + 6,3% 31,9 + 9,248
p <0,001 <0,001 <0,01 <0,001

Letras maiusculas distintas indicam diferencas nas linhas, mintsculas distintas indicam diferengas entre
colunas (p<0,05).

Na Tabela 7 podemos observar que a motilidade total (MoT) dos
espermatozdides sofreu prejuizos somente apds a congelagdo, ndo havendo interferéncia
da centrifugacdo sobre esta varidvel. Estes dados estdo de acordo com o trabalho de
Maxwell & Johnson (20), cujos resultados indicam que os principais danos a célula
espermatica ocorrem durante o resfriamento.

O diluente BSUI/TRIS foi 0 meio que apresentou as maiores motilidades totais
(MoT) e progressivas (MP) no s€émen descongelado, além de ser o unico meio que nio
demonstrou diferencas de motilidade progressiva (MP) entre os momentos poOs-
centrifugacdo e pos-descongelacdo. Estes dados corroboram com a superioridade do
TRIS em manter a estabilidade espermatica no sémen descongelado.

Apesar de alguns autores, como Almlid & Johson (21), Holt (22) e Watson (23),
afirmarem que o glicerol possui um potencial efeito citotoxico a célula espermatica, a
combina¢do de crioprotetores utilizada neste trabalho ndo conferiu tal efeito de
toxicidade aos espermatozoides, fato este que pode ser observado pelos indices
satisfatorios de motilidade alcangados apos a descongelagdo. Estes resultados podem ser
atribuidos a associagdo da metilformamida ao glicerol e a porcentagem utilizada de
ambos os crioprotetores (2%). Ball & Vo (24) relatam que as amidas possuem ma forma
mais eficaz de realizar a coligagdo com a molécula de agua, desempenhando um
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mecanismo protetor celular mais eficiente que o glicerol. Bianchi (19) observou a falta
de trabalhos testando este crioprotetor no s€émen suino.

A despeito dos diferentes diluentes utilizados neste trabalho, a técnica e a
associacdo de crioprotetores utilizadas no processo de congelagdo do sémen conferiram
resultados de motilidade espermatica inéditos e superiores aos encontrados atualmente
na literatura. Spencer et al. (25) obtiveram MoT média de 38% com uso de sémen
descongelado de suinos, valor este semelhante ao encontrado por Ramos (26), cujo
estudo descreve valores entre 37 e 46%, por Calderan et al. (27) e Fraser & Strzezek
(28), que relatam médias de 43%, e por Oberlender (29) , com médias descritas de 35%
de MoT no sémen suino descongelado.

CONCLUSAO

Conclui-se que a metodologia de congelagdo aplicada e os meios utilizados
apresentaram indices de congelabilidade satisfatorios. O diluente de congelagdo TRIS
foi capaz de conferir uma melhor estabilidade para as variaveis de cinética espermatica
e de integridade de membranas do que o meio BBB.
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