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RESUMO

LIMA, Fernanda Pinheiro. Efeito da adicio de cloreto de calcio sobre a
qualidade espermatica de sémen resfriado de suino. LAVRAS: UFLA, 2006.
71 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG."

O experimento foi realizado com o objetivo de testar alguns processos de
resfriamento de s€émen suino, analisar o efeito da adi¢do de cloreto de célcio
(CaCl,) ao diluidor de sémen BTS e testar o método de avaliacdo do perfil
enzimatico da Aspartato Aminotransferase (AAT) sobre a qualidade espermadtica
de sémen suino resfriado. Foram utilizados 12 ejaculados de reprodutores com
fertilidade comprovada, procedentes do setor de Suinocultura do DZO/UFLA.
Estes ejaculados foram diluidos e receberam diferentes concentracdes de CaCl,
(A: controle — sem CaCl,; B: CaCl, 2,5 mM; C: CaCl, 5,0 mM; D: CaCl, 7,5
mM). As amostras dos ejaculados foram submetidas a trés processos de
resfriamento: 1 — resfriamento convencional (15° C); 2 — resfriamento lento (15°
C/5° C); 3 — resfriamento rapido (5° C), sendo que cada ejaculado ficou
armazenado por um periodo de 72 horas (DO = dia da coleta; D1 = 24 horas;
D2 = 48 horas; D3 = 72 horas apds a coleta), constituindo os tratamentos
experimentais e sendo avaliados a cada 24 horas. Os parametros seminais
avaliados foram motilidade, vigor e morfologia espermaticos, viabilidade
espermdtica, teste de resisténcia osmotica, teste de termo-resisténcia (TTR),
integridade de acrossoma e perfil enzimdtico da AAT. Constatou-se diferenga
significativa (P<0,05) quanto aos niveis CaCl, para os parimetros de motilidade
espermdtica e teste de termo-resisténcia. Para as varidveis vigor e morfologia
espermdtica, teste de resisténcia osmdética, viabilidade espermdtica, integridade
de acrossoma e perfil da AAT ndo foi observado efeito da adi¢do de CaCl, sobre
estes parametros. Quanto ao processo de resfriamento, foi observado diferenca
significativa (P<0,05), para os pardmetros de motilidade e vigor espermadticos,
viabilidade espermadtica apds 28 horas e teste de resisténcia osmética apds 30
horas do inicio do processo de acondicionamento, sendo que para as demais
varidveis ndo foi observado efeito. Conclui-se que a adi¢do de CaCl, melhorou a
motilidade espermdtica das amostras dos ejaculados suinos e que o processo de
resfriamento lento substitui o processo convencional, sem afetar a qualidade

' Comité Orientador: Luis David Solis Murgas - UFLA (Orientador), Silvio Luis de
Oliveira - UFG, Elias Tadeu Fialho - UFLA, José Augusto de Freitas Lima - UFLA.



espermdtica do sémen submetido a refrigeracdo. A avaliacdo da AAT ndo é
vélida para s€men resfriado.



ABSTRACT

LIMA, Fernanda Pinheiro. Effect of adding chloride of calcium on the
spermatic quality of cool swine semen. LAVRAS: UFLA, 2006. 71 p.
Dissertation (Master in Veterinary Science) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG.!

The study was carried out aiming to assess some swine semen cooling processes,
to assess the effects of adding chloride of calcium (CaCl,) into the semen dilutor
BTS and to test the method of evaluation of Aspartate Aminotransferase (AAT)
enzymatic profile over the cooled swine semen spermatic quality. Twelve
samples of ejaculation of breeders with proved fertility were used, supplied by
the Swine Breeding section of DZO/UFLA. The samples were diluted and
received different concentrations of CaCl, (A: control — without CaCl,; B: CaCl,
2,5 mM; C CaCl, 5,0mM; D CaCl, 7,5mM). The samples of ejaculation
underwent three processes of cooling: 1 — standard cooling (15° C); 2 — slow
cooling (15° C/ 5° C); 3 — fast cooling (5° C), and each sample was stored for a
period of 72 hours (DO = day of collecting; D1 = 24 hours; D2 = 48 hours; D3 =
72 hours after the collecting), making up the experimental treatments and
therefore being assessed every 24 hours. The seminal parameters assessed were
the spermatic motility, strength, and shape, spermatic viability, and osmotic
resistance test, test of thermo-resistance (TTR), integrity of acrosome and
enzymatic profile of the AAT. A meaningful difference was verified (P< 0,05)
as for the levels of CaCl, for the parameters of spermatic motility and thermo-
resistance test. As for the variables spermatic strength and spermatic shape,
osmotic resistance test, spermatic viability, integrity of acrosome and AAT
profile, no effects were verified under the addition of CaCl, on such parameters.
As for the cooling process, a meaningful difference was verified (P<0,05)
concerning the parameters of spermatic motility and spermatic strength after 28
hours and osmotic resistance test after 30 hours from the beginning of the
storing process. No effects were observed concerning the other variables. It was
concluded that the adding of CaCl, did improve the spermatic motility of the
samples of swine ejaculations and that the process of slow cooling is able to
replace the standard process without affecting the spermatic quality of semen
subjected to cooling. The assessment of AAT is not valid to cooled semen.

! Guidance Committee: Prof. Dr. Luis David Solis Murgas - UFLA (Major Professor),
Silvio Luiz De Oliveira - UFG, Elias Tadeu Fialho - UFLA, José Augusto De Freitas
Lima - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos dez anos a produ¢do mundial de carne suina passou de 73
para 94 milhdes de toneladas (FAO, 2002). A projecdo da demanda para o ano
de 2020 serd de 125 milhdes (Delgado et al.1999 citado por Gerrits et al. 2005).
No Brasil, entre janeiro e agosto de 2005, as exportagdes de carne suina tiveram
uma receita cambial de US$ 786,7 milhdes, um aumento de 70% em relagdo ao
mesmo periodo em 2004. Os embarques totalizaram 417.247 toneladas, com um

incremento de 26,6% na mesma comparagao (PorkWorld, 2005).

A suinocultura brasileira vem crescendo em qualidade e volume de
producdo, utilizando novas tecnologias e obtendo melhores indices zootécnicos.
Essa mudanca estrutural no setor estd demandando animais com elevada
eficiéncia reprodutiva, sanitdria e alimentar associada a uma excelente qualidade

de carne.

A dificuldade de preservacdo de s€men suino por periodos prolongados
sem alterar sua capacidade fecundante limita a expansdo da técnica de
Inseminagdo Artificial (IA). Em suinos, a IA é praticada, utilizando sémen
resfriado, mantido a uma temperatura entre 15 a 18° C até o terceiro dia apds a
colheita e a diluicdo. Devido as dificuldades decorrentes da manutencido da
temperatura de armazenamento e a limitacdo, restringindo a utilizagdo por um
mdaximo de trés dias, novas metodologias tém sido estudadas, para viabilizar o
uso de sémen resfriado a 5° C ou para aperfeigoar o processo do congelamento.
Assim, a expansdo da IA em suinos poderia ser ainda maior, a medida que outras

tecnologias de preservacao de s€émen suino forem desenvolvidas.

A refrigeragdo do sémen a temperatura de 5° C poderia colaborar para a
expansdo da IA em suinos, principalmente em regides onde predominam

temperaturas elevadas durante todo o ano. Sendo assim, a possibilidade de



refrigerar o sémen a 5° C, em refrigeradores comuns, eliminaria a necessidade
do uso de refrigeradores com temperatura controlada (15 a 18° C), os quais em
geral, possuem um custo mais elevado. Dessa forma, em fung¢do de uma
considerdvel reducdo de custos, o uso de IA poderia ser incrementado, tanto para
granjas que possuem programas internos como as que possuem programas
externos de IA. Para que o resfriamento de s€men a 5°C possa ser viabilizado,
também ¢é fundamental o desenvolvimento de diluidores capazes de permitir a

sobrevivéncia espermdtica, mantendo elevada capacidade de fertilizac3o.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo viabilizar alguns
processos de resfriamento de sémen suino, analisar o efeito da adi¢cdo do cloreto
de célcio sobre a qualidade espermadtica e testar o método de avaliagdo do perfil
enzimatico da Aspartato Aminotransferase (AAT) sobre a qualidade espermadtica

de sémen suino resfriado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia do reprodutor na inddstria suinicola

A fertilidade de um rebanho suinicola, representada freqiientemente pela
taxa de parto e tamanho da leitegada, € uma func¢do de trés fatores: fertilidade da
matriz, fertilidade do reprodutor e manejo reprodutivo. Na teoria, estes trés
componentes influenciam na mesma intensidade. No entanto, o reprodutor
determina quase 33% da fertilidade total do rebanho, sendo 15 vezes mais
importante que a fertilidade de uma matriz isoladamente e, representando

metade da influéncia do manejo reprodutivo em geral (Reis, 1997).

A importancia do reprodutor suino no contexto da atividade suinicola
ndo se resume apenas a sua utilizacdo nos diferentes setores do sistema de
producdo de suinos, como estimulador para antecipacdo da puberdade em
leitoas, do estro durante a lactagdo, na inducdo do estro pds desmame, na
redu¢do do intervalo desmame-estro e na manutencdo dos ciclos estrais e
prenhez, mas, principalmente, como reprodutor e doador de s€émen (Oliveira,

2004).

Uma selecdo e avaliagdo criteriosa deve ser realizada nos reprodutores
antes de sua introducdo nas granjas. Essa selecio permite a introdugdo de
reprodutores de alto potencial genético e de boa fertilidade no plantel, diluindo
os prejuizos oriundos da manutencdo de reprodutores com baixa fertilidade no

rebanho.

Ao receber um reprodutor na granja, deve-se introduzir um animal de
alta genética, com bom estado sanitario e com responsabilidade minima de 5.000

leitdes/ano (inseminacdo artificial) ou 500 leitdes/ano (monta natural) (Silva,



2003). Esse aumento da relagdo reprodutor/fémea tornou-se indispensdvel a

avalia¢@o da performance reprodutiva dos reprodutores.

O julgamento da aptiddo reprodutiva do suino deve estar fundamentado
na sadde hereditdria, sanidade e fertilidade do animal. Para o primeiro
fundamento recomenda-se que seja realizada uma avaliacdo dos ascendentes,
dos parentes colaterais, do préprio individuo e dos descendentes deste
reprodutor. Um controle sanitdrio de reprodutores deve abranger doencas
passiveis de serem transmitidas pelo sémen como Brucelose, Micoplasmose,
Leptospirose, Febre Aftosa, Sindrome Respiratéria e Reprodutiva Suina (PRRS),
Parvovirose, Doenga de Aujeszky, Peste Suina Africana e Cléssica e

Adenovirose (Scheid, 1984).

Para avaliagdo da fertilidade do reprodutor deve ser realizado exame
geral do estado de satde do animal (sistemas cardio-respiratério e disgestorio e
andlise das condi¢des orginicas); exames especiais dos sistemas locomotor
(aprumos, condi¢des de locomocdo e palpacdo das articulagdes) e reprodutor

(Hafez, 2003).

E muito importante avaliar o comportamento sexual do animal, como:
tempo de reacdo, intervalo da entrada na sala de colheita e inicio da ejaculacdo,

duragdo da ejaculacio e realizacdes de falsas montas (Estienne et al. 2004).

O espermiograma é o tltimo item da avaliacdo androldgica. Esta
avaliacdo consiste no acompanhamento peridédico do nimero de
espermatozdides por ejaculado, motilidade e morfologia espermética, os quais
sd0 os parametros elementares de um espermiograma. Segundo Vale Filho
(1982) citado por Carvalho & Silva Filho (2001) essas avaliagdes, quando
realizadas periodicamente, permitem o estabelecimento de uma curva de

producdo gamética de um determinado reprodutor e o diagndstico diferencial



entre diversas patologias do sémen, como: degeneracdo testicular, hipoplasia,

disfuncdes epididimadrias e outros problemas reprodutivos.

2.2 Caracteristicas reprodutivas em suinos

A localizacdo anatdomica dos testiculos nos suinos caracteriza-se por
possuir uma orientagdo posterior, diferentemente do touro, que possui uma

apresentacdo ventral (Stabenfeldt & Edqvist, 1996).

Os testiculos t€ém uma fungdo gametogénica, convertendo os precursores
dipléides em células hapldides capazes de realizar a fertilizacdo. Os testiculos
também possuem uma funcdo enddcrina responsdvel por manter a
espermatogénese, os caracteres sexuais secunddrios e o comportamento sexual

nos reprodutores (Etches, 1996).

Os testiculos sdo compostos basicamente de tibulos seminiferos onde
sdo produzidos os espermatozdides. A populacdo celular é constituida pelas
células de Sertoli e pelas células intersticiais de Leydig. As primeiras sdo
encontradas revestindo a luz dos tibulos seminiferos, sdo responsdveis pela
producdo de: a) estrogeno: encontrado em grandes quantidades no sémen, a
partir da conversdo da testosterona para estrogeno, via enzima aromatase; b)
inibina: difundida para o cérebro, sendo um importante componente da
regulacdo das gonadotrofinas no reprodutor; c) proteina ligadora de andrégeno
(ABP), que facilita a entrada de testosterona do tecido intersticial, para dentro
dos tubulos, sob influéncia do hormodnio foliculo estimulante (FSH), estando
envolvidas na maturagdo de espermatozdides e producdo de hormonios

(Cunningham, 1999).

As células de Leydig estdo localizadas entre os tibulos seminiferos, em

torno de vasos sanguineos, linfaticos, de nervos e sdo responsdveis pela



producdo de testosterona pelo estimulo do hormonio luteinizante (LH) (Hafez,

2003).

Uma série de tibulos — rete testis — deixa os tdbulos seminiferos e
conectam-se com os ductos coletores localizados no centro de cada testiculo.
Durante a espermatogénese os espermatozdides deixam os tibulos seminiferos e
entram na rete testis, quando da sua passagem para dentro do epididimo. A rete
testis passa por dentro dos ductos deferentes, os quais, finalmente, formam um

ducto espiralado simples denominado epididimo (Cunningham, 1999).

7

O epididimo € a estrutura onde ocorre o processo de maturagdo
espermdtica e, onde sdo armazenados os espermatozéides até que ocorra a
ejaculacdo. De cada epididimo sai um conduto deferente, que leva os
espermatozdides até sua desembocadura na uretra pélvica, perto do colo da
bexiga. A uretra pode transportar urina ou sémen, segundo o reprodutor se
encontre no momento de mic¢do ou de ejaculagdo (Romero & Falceto Suis,

2005).

As grandes dimensdes das glandulas acessérias (vesiculas seminais e
glandulas bulbouretrais) do reprodutor suino contribuem para o grande volume
do sémen produzido por esta espécie. As vesiculas seminais sdo as que
produzem a maior parte do volume do ejaculado (300ml) e sdo responsaveis
pelo fornecimento de substratos energéticos para o sémen suino, enquanto as
glandulas bulbouretrais produzem a fragao gelatinosa do ejaculado caracteristico
desta espécie. A préstata é uma outra glandula que tem como fun¢do neutralizar
a acidez das secrecdes vaginais e dar as caracteristicas de odor ao sémen

(Romero & Falceto Suis, 2005; Stabenfeldt & Edqvist, 1996).

O pénis € longo (30-50 cm), fibroso e apresenta uma flexura sigmodide
que estica durante a erecdo e extensdo do pénis, terminando numa glande pouco

desenvolvida e com formato de espiral (Hafez, 2003).



A producdo didria de espermatozdides parece ocorrer em ritmo
constante, da mesma forma que o volume do ejaculado, mas estes pardmetros
s@o reduzidos, quando o sémen é coletado em maior freqiiéncia (Etches, 1996).
Para um reprodutor suino com uma idade média de oito a doze meses, essa
produgio didria é de 9,5 x 10’ espermatozéide/ml e para um reprodutor adulto

(doze meses) essa producdo chega a 17 x 10° espermatozé6ide/ml (Scheid, 1993).

O aspecto do s€men dos suinos varia de animal para animal e, também,
de ejaculado para ejaculado. Esse aspecto pode variar de aquoso, com uma
concentracdo baixa de espermatozdide/ml, até leitoso denso, com uma
concentracdo mais elevada de células espermaticas. Geralmente, o volume de
sémen coletado de suinos treinados pode variar de 100 a 500 ml por ejaculado

(Scheid 1993).

2.3 Inseminacao artificial: biotécnica primordial

No Brasil a IA de suinos desenvolveu-se a partir do ano de 1975. Mas,
somente na década de 90, a difusdo desta tecnologia ocorreu com maior
intensidade, como conseqii€ncia do crescimento tecnoldgico da suinocultura no
pais. No ano de 2002, a IA em suinos representou um mercado anual estimado
em R$7,5 milhdes, no tocante ao material de consumo (frascos, diluentes,
pipetas, entre outros), ao qual soma-se um valor ndo quantificado de
investimentos em instalag¢Ges, equipamentos e qualificacdo de pessoal (Scheid &

Silveira, 2002).

Durante décadas passadas, atenc¢do considerdvel tem sido direcionada ao
desenvolvimento de tecnologias reprodutivas. A IA é um exemplo dessa
biotécnica, que continua a ser expandida nos sistemas de produgdo de suinos
(Day, 2000). De acordo com Rodriguez-Martinez et al. (2005), a utilizacdo do

sémen do reprodutor suino em programas de IA triplicou nos dltimos 17 anos



(em muitos paises da Europa, mais de 90% das fémeas sdo inseminadas e na

América do Norte cerca de 70%).

A compreensdo e aceitagdo dos procedimentos para a preparagdo das
doses inseminantes, juntamente com uma grande disponibilizacdo de
equipamentos por parte das inddstrias associadas ao agronegécio da IA,
contribuiu para essa melhora significativa, na qualidade das doses e com uma

maior popularizacio desta tecnologia (Bortolozzo et al. 2005).

Segundo Grossfeld et al. (2005), a IA € a maior tecnologia na qual sdao
construidos os programas de criacdo animal. Esse vertiginoso aumento que vem
ocorrendo no desenvolvimento dos servigos de IA, na maioria dos paises, deve-
se a elevacdo da demanda por carne suina de melhor qualidade, aumento da
rentabilidade com carcacas com maior valor agregado, juntamente com o
melhoramento nos aspectos da técnica de IA, principalmente o desenvolvimento
de diversos diluidores para estoque de s€émen a curto e longo prazo (Martinez et

al. 2005).

Corroborando com esses autores, Gerrits et al. (2005) afirmam que as
biotecnologias genéticas e moleculares facilitardo o desenvolvimento de animais
transgénicos, produzirdo leitdes com caracteristicas desejadas e resistentes a
doengas e parasitas. No campo da biotecnologia da reprodugdo, a IA foi a
primeira tecnologia a ser utilizada e apesar de hoje se falar muito em fertilizacdo
in vitro, transferéncia de embrides, sexagem, criopreservacdo de células
espermaticas, injecdo intracitoplasmatica de espermatozdide, animais
transgénicos e técnicas de clonagem, a IA € o passo final para a consolidacdo de
qualquer uma dessas biotecnologias. A figura 1 ilustra a necessidade de

integracdo das multiplas tecnologias para melhorar a IA.



Genomas e A
para melhorar a Producio Global de Suinos
( )

Tecnologia de sémen
Preservacido de embrides
Transferéncia de genes

Genomas

Inseminacao Artificial

\
Populaciio Global de Suinos

FIGURA 1. Inseminacdo artificial (IA) e genomas para melhoramento da
producdo global de suinos. Fonte: Gerrits et al. (2005).

Atualmente, avancos substanciais t€m ocorrido em outras dreas
associadas a IA. Numerosas pesquisas t€m sido conduzidas para melhorar os
métodos de avaliacdo de s€men, sua funcionalidade e predi¢do da fertilidade do
reprodutor suino in vivo. Outras t€m sido focadas para o efeito do tempo de
inseminacao relativo a ovulacdo, o papel do plasma seminal, no transporte de
espermatozdides, o periodo de ovulacdo e a adicdo de diferentes componentes
nas doses inseminantes, para aumentar a performance reprodutiva (Martinez et

al. 2005).

Ha ainda linhas de pesquisa com diluidores, que t€ém sido desenvolvidos
durante os dltimos anos, objetivando o prolongamento do tempo de estoque de

trés dias para 5-7 dias (Murgas et al., 2002; e Corréa et al., 2005). Porém, muitos



desses diluidores nao t€m suas formulacdes divulgadas por questdes de patentes
(Gerrits et al. 2005). Mesmo com o advento do armazenamento a longo prazo, a
maioria dos produtores realizam a inseminagdo no primeiro, segundo ou terceiro

dia apds a colheita do sémen.

Segundo Scheid & Silveira (2002), como a grande parte da IA em suinos
desenvolve-se em sistemas internos, sem comercializacio de sémen e,
conseqiientemente, sem a necessidade de reportar-se as atividades para 6rgdos
de controle, inexistem estatisticas sobre o nimero real de matrizes inseminadas.
Estima-se que no ano de 2002 foram realizadas 1,9 a 2,0 milhdes de primeiras
inseminacdes, correspondentes a 48% a 50% do total de matrizes tecnificadas e

26 a 28% do total de matrizes do rebanho brasileiro.

Atualmente tem sido possivel a expansdo da IA na suinocultura, em todo
o mundo, com resultados de desempenho reprodutivos cada vez mais
consistentes. Se por um lado, pode-se esperar melhorias no rendimento e
economicidade da técnica com os avangos tecnoldgicos previstos para o futuro
(IA com doses reduzidas, utilizagdo de s€émen congelado), por outro lado deve se
lembrar que a correta aplicagdo dos conhecimentos e recursos hoje disponiveis
também oferece um potencial para a otimiza¢do do desempenho da IA (Scheid

& Silveira, 2002).

2.4 Tecnologia do s€émen

O ejaculado do reprodutor suino pode ser separado em trés fragdes: os
espermatozoides, o fluido seminal e o material gelatinoso. Porém, de acordo
com Glossop (1996) citado por Corréa et al. (2000) pode-se detalhar melhor
estas fracdes: fracdo gelatinosa, que ndo contém espermatozdides; fracdo

“clara”, que contém poucos espermatozdides; fracdo rica em espermatozdide,

10



com aspecto leitoso e opaco; e uma segunda fracdo “clara”, que contém poucos

espermatozoides.

A tecnologia de colheita, avaliagdo, manipulagdo e conserva¢do do
sémen adotada nos programas de IA segue um certo padrdo mundial. A colheita
¢ realizada pelo método da mido enluvada (King & Macpherson, 1973) com
auxilio de manequim; a avaliacdo da qualidade do sémen através de parametros
para volume do ejaculado, motilidade, concentracdo e morfologia espermadtica;
doses inseminantes de 2,5 a 3,5 bilhdes de espermatozdide e com um volume
entre 80 e 100 ml; conservagdo na temperatura de 15-18° C e preservacédo pelo

periodo médio de trés dias.

Em termos gerais, as exigéncias minimas para um reprodutor doador de
sémen incluem motilidade espermética (minima de 70%), vigor trés, alteracdes
morfolégicas (menos de 20% de formas anormais), volume e nimero total de
espermatozdides do ejaculado (minimo de 100 ml e 30-60 bilhdes,
respectivamente, dependendo da idade e do ritmo de coleta) e capacidade de
conservagdo (mais de 60% de motilidade apds 48 horas de armazenamento).
Segundo Silveira & Scheid (2003), na pratica, uma taxa de oito a 23% dos

reprodutores nio preenche esses critérios.

Muitos fatores externos como estacionalidade, ambiente social, nutri¢do,
raca, temperatura ambiente e idade influenciam de forma negativa a producao
espermatica ou o comportamento sexual do reprodutor (Silveira & Scheid,

2003).

Johnson et al. (2000) afirmam que o sucesso do resfriamento de s€men
depende da interacdo de fatores internos, inerentes as caracteristicas dos
espermatozdides e, externos, como a composi¢do dos diluentes e taxa de

dilui¢do e de resfriamento.

11



Existem ainda os fatores associados ao processo da insemina¢do. Uma
inseminacao normalmente é realizada em um tempo compreendido entre trés e
dez minutos. Se a aplicagdo da dose for muito rdpida, ultrapassando a
capacidade de absorcdo do trato genital, pode acarretar refluxo do s€émen para o
exterior. Este refluxo a partir da cérvix ou da vagina € a principal causa de perda
de espermatozdides, no caso de uma inseminacdo mal realizada. Na monta
natural isso ndo ocorre, ja4 que o material gelatinoso secretado pelas glandulas
bulbouretrais impede a expulsio dos espermatozdides do trato genital,
permanecendo até duas horas depois da monta, selando o colo uterino (Martinez

et al. 2002).

As caracteristicas do sémen in natura constituem o passo inicial no
controle da qualidade do processo de IA. Sdo essas caracteristicas que vao
definir a adequagdo do ejaculado, para a produgdo de doses de sémen com a

qualidade necessdria para se obter os beneficios dessa tecnologia.

2.5 Caracteristicas da membrana plasmatica do espermatozodide

O conhecimento da membrana plasmadtica dos espermatozdides é ponto
inicial para o &xito nos processos de manipulacio do sémen, principalmente,
tratando-se de espécies como a eqiliina e a suina, as quais possuem baixa
resisténcia dos espermatozéides para manipulacido extracorpdrea (Valle & Silva

Filho, 2001).

Desde que se iniciaram os estudos sobre armazenamento de s€émen de
suinos, sabe-se que somente uma porcao de espermatozdides da amostra original
sobrevive a algum tipo de preservacdo. Com o declinio da temperatura, hd uma
reducdo inevitdvel na propor¢do de espermatozdides que permanecem com
integridade de membrana e componentes ultraestruturais e bioquimicos normais

(Johnson et al. 2000).
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Segundo Woelders (1997) a primeira mudanca que ocorre na célula
durante o resfriamento € a transi¢do de fase dos lipidios presentes na membrana
plasmatica dos espermatozdides. Estes diversos lipidios possuem temperaturas
diferentes para a transi¢do de fase, alguns tipos de lipidios agregam em dominios
como lipidios gel, excluindo assim outros tipos de lipidios, que permanecem em
estado liquido. As proteinas de membrana sdo também excluidas desta fase de
gel e, conseqiientemente, encontram um meio lipidico néo fisiolégico (separagio
da fase lateral). Isto prejudica a funcdo das proteinas de membrana, as quais sdo

necessdrias a integridade estrutural do citoesqueleto e ao metabolismo idnico

(bombas idnicas).

Os espermatozdides do suino e do eqiiino sdo muitos susceptiveis ao
choque térmico. Esta maior sensibilidade estd relacionada a composi¢do da
membrana celular (Holt et al. 2005). Uma relagdo entre colesterol e fosfolipidios
polinsaturados inferior a 1:2 resulta em agrupamento de fosfolipidios similares e
mudancas da fase fluida para a fase de gel (Amann & Graham, 1993; citados por
Purdy & Graham, 2004). Embora regides de fase lipidica fluida e de gel
coexistem a temperatura fisioldgica, redugdes na temperatura favorecem a

transicao da fase fluida para a de gel na membrana plasmatica (Holt, 2000).

Johnson et al. (2000) afirmam que a relagdo colesterol/fosfolipidio nos
espermatozdides de reprodutores suinos € muito baixa e que o colesterol é
distribuido asssimetricamente, estando presente mais dentro do que no exterior
da monocamada da membrana. Esses autores citam ainda uma outra
caracteristica marcante no sémen suino: € a menor porcentagem de
fosfatidilcolina e alta porcentagem de fosfatidiletanolamina e esfingomielina,

que dificultam a estabilidade da membrana espermatica.

Conceitos de microarquitetura podem ajudar a explicar porque alguns

espermatozodides sobrevivem aos processos de resfriamento e criopreservagio,
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enquanto outros sofrem ruptura de acrossoma, danos na membrana plasmaitica e
perda de motilidade (Holt, 2000). Corroborando com esta afirmativa, Valle &
Silva Filho (2001) afirmam que as moléculas da membrana plasmética estdo em
constante movimento — mais rdpido pelos lipidios e mais lento pelas proteinas.
No entanto, quando do resfriamento, a heterogeneidade lipidica da membrana
faz com que ocorram dreas fluidas cristalinas a0 mesmo tempo, havendo
tendéncias das proteinas se moverem em dire¢@o as dreas fluidas, aumentando a

permeabilidade naquele local.

2.6 O ion calcio

O célcio é o metal i6nico mais abundante e um dos mais importantes
elementos constitucionais do organismo e da fisiologia celular. Mais de 90% do
célcio corporal é encontrado em ossos e dentes. A outra fragdo (10%) estd na
forma soldvel e envolvida em processos fisioldgicos de excitagdo, crescimento e
locomogao celular, comunicacao intercelular, fusdo de membranas, coagulacio
sangiiinea, processos de transporte intracelular, estabilidade de membrana
plasmatica e fertilizacdo. As fun¢des do cédlcio podem ser divididas em extra e

intracelular, dependendo de seu sitio de agdo (Gilman et al. 1991).

O célcio intracelular no espermatozdide tem um papel fundamental nos
processos de capacitacdo, hiperatividade e reagdo acrossomal para a fertilizagao.
Além disso, o cdlcio intracelular € o principal elemento para a motilidade

flagelar e fusdo da vesicula acrossomal (Darszon et al. 1999).

A motilidade hiperativada é definida como o padrdo de movimento
flagelar apresentado pelo espermatozdide no sitio de fertilizagdo, podendo ser
estimulada por hormdnios, fons e secre¢des do fluido luminal do oviduto,
dependendo da espécie. O cdlcio possui uma importante fungao na regulacio da

motilidade hiperativada, tanto extra como intracelular, atuando principalmente
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no axonema, mas pouco se sabe de seu modo de a¢do. A membrana plasmdtica
apresenta canais de cdlcio voltagem-dependentes, que iniciam e mantém o
aumento intracelular deste fon na hiperativacdo. O movimento flagelar necessita

também do aumento de ATP e AMPc (Suarez & HO, 2003).

O cdlcio € um segundo mensageiro intracelular universal, que regula
numerosos fendmenos celulares fisioldgicos, mas também pode desencadear e
participar de eventos patoldgicos, que levam a injuria celular. Sendo assim, a
concentracdo de cdlcio intracelular é heterogénea, ocorrendo em formas de
ondas ou picos, pois altas concentragdes por longos periodos sio toxicas a célula

(Bootman et al. 2001).

Desta forma, as células eucariticas mantém baixas concentragdes de
célcio intracelular livre em seu citosol (aproximadamente 107 M), em relacio as
altas concentracdes extracelulares (aproximadamente 10° M). Uma pequena
elevacdo de cdlcio no citoplasma leva a um aumento significativo na sua
concentracdo intracelular, o qual é rapidamente resgatado, promovendo um
importante fendmeno, onde o célcio é liberado de forma oscilatéria (em picos).
O gradiente de célcio é mantido por canais presentes na membrana plasmdtica,
que também move ativamente o célcio para fora da célula ou, ainda, este {fon
pode ser resgatado para o reticulo endoplasmatico pela bomba de Ca*> ~ATPase,

dependente de ATP (Alberts et al. 2002).

O mecanismo de mobilizacdo do célcio (influxo, efluxo e estocagem
intracelular) € constituido por: canais seletivos para o cdlcio (potencial-
dependentes e receptor-operados), trocas de sédio-cdlcio, bombas Ca®
ATPase, proteinas ligadoras de calcio (calmodulina e troponina C) e estoques
em mitocondria e reticulo endoplasmatico. Esse controle preciso das
concentracdes de cdlcio € importante para manter niveis intracelulares baixos e

constantes deste fon, pois o cdlcio fora de controle € letal a célula e a sua
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sinalizacdo (Bootman et al. 2001). Entretanto, o estresse ou traumas celulares
resultam no distirbio da homeostase de célcio intracelular, levando a disfungdes

celulares (Lane & Bavister, 1998).

O reticulo endoplasmatico e a mitocondria constituem as maiores fontes
intracelulares de célcio. A sua liberagdo depende de sinais elétricos, quimicos ou
anatdmicos sobre bombas de cdlcio, ativacdo de cétions, canais de célcio ou

atividade de trocas i0nicas (Bootman et al. 2001).

Os canais de célcio sdo responsaveis pela entrada desse {fon na célula em
resposta a sinalizagdo da membrana. Esses canais podem ser classificados em
canais voltagem-dependentes, que sdo ativados pela despolarizacdo da
membrana, por estimulos quimicos ou elétricos e canais receptor-operados, que
estdo associados a ativacdo de receptores por alteracdes quimicas. Esses canais
16nicos sdo regulados pelo AMPc dependente de proteina quinase (Janis et al.

1987).

Uma das vias de entrada do fon célcio no espermatozéide faz-se no
inicio da fertilizagdo, onde ocorre a despolarizacdo da membrana plasmaética e,
com isso, a abertura dos canais de fons cédlcio voltagem-dependentes, levando a
reacdo acorssomal. Portanto, desde o inicio da vida, a fertilizagdo e o

desenvolvimento embriondrio sio regulados pelo célcio (Bootman et al. 2001).

2.7 Atividade da enzima aspartato aminotransferase (AAT) no sémen de

suinos

Nenhum método tradicional de avaliacio da qualidade e dos danos
espermdticos, que ocorrem durante os procedimentos de manipulacdo do sémen
apresenta resultados satisfatérios, quando avaliado individualmente. A

motilidade e a fertilidade sdo as técnicas mais utilizadas para avaliar o potencial

16



reprodutivo dos reprodutores. Porém, o resultado da fertilidade do animal requer
um considerdvel nimero de animais, tempo e recursos financeiros. Além disso,
as diferencas peculiares entre as fémeas podem confundir a interpretacdo dos
resultados (Borque & Ayllén, 1996). Dessa forma, a andlise laboratorial da
aspartato aminotransferase (AAT) pode ser um dos critérios utilizados para
avaliar a capacidade fertilizante dos espermatozdides, uma vez que esta enzima
apresenta fundamental importancia para o seu metabolismo relacionado com a
regido intermedidria da cauda da célula espermatica, denominada bainha

mitocondrial (Moreno et al. 2001).

A funcdo metabdlica da AAT estd relacionada a participacdo da enzima
nos processos energéticos dos espermatozdides. Nas células prostiticas, a
enzima participa da producdo de citrato (Costello et al., 1988; citado por

Ciereszko et al., 1990).

Alguns pesquisadores tém utilizado o perfil enzimdtico da AAT, no
sémen submetido a diversos fatores fisico-quimicos, para predizer a fertilidade
dos espermatozdides. Esses autores afirmam que a detec¢do de uma baixa
atividade da AAT na célula € um indicativo de lesio na sua estrutura,
determinando a libera¢do dessa enzima para o meio extracelular (Pursel et al.,

19609; citado por Moreno et al., 2001).

Segundo Swidowicz & Strzezek (1986) citados por Ciereszko et al.
(1992), os estudos androlégicos por meio da medida da atividade da AAT sdo
simples devido a relativa facilidade com que esta € liberada do espermatozéide
depois deste passar por processo de resfriamento e, principalmente, de
congelamento. Embora a atividade da AAT ser correlacionada a qualidade de
sémen e fertilidade do reprodutor, hd uma notdvel variabilidade na atividade

relacionada a sazonalidade e idade do animal. A variabilidade pode ser devido a
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baixa estabilidade da AAT, como notado depois de purificacdo da enzima do

sémen do reprodutor suino.

Num estudo conduzido por Ciereszko et al. (1992), para avaliar e
caracterizar a atividade da AAT no s€émen de reprodutor suino e determinar o
efeito na taxa de diluico, ficou definido que a atividade da AAT que tinha saido
do espermatozdide aumentava gradualmente durante o periodo de estoque em

vérios diluentes a uma temperatura de 16-18° C.

Em um outro estudo, a correlagdo entre motilidade de espermatozdide e
concentracdo e atividade de AAT foi menor no s€émen fresco, mas muito maior
no sémen submetido a tratamentos laboratoriais como dilui¢do, lavagem e
armazenamento. Sob o efeito de vdrios fatores fisico-quimicos, a enzima sai do
espermatozdide e esta parte de atividade parece ser correlacionada a qualidade

do sémen (Ciereszko et al. 1990).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, animais experimentais e tratamentos

O experimento foi conduzido no setor de Suinocultura da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) durante o periodo de janeiro a marco de 2005. As
andlises laboratoriais foram realizadas no laboratério do Setor de Fisiologia e
Farmacologia do Departamento de Medicina Veterindria. A UFLA estd
localizada no municipio de Lavras, regido sul do Estado de Minas Gerais,
latitude 21° 14’ 307(s), longitude de 45° (O) e altitude de 910 metros. As
temperaturas médias, mdxima e minima, registradas durante o periodo

experimental foram 24,9 e 12,0 °C respectivamente.

Foram realizadas 12 colheitas de quatro reprodutores suinos mesti¢os
das racas Large-White X Landrace, com idade entre um a dois anos, sendo 0s
mesmos mantidos sob o mesmo regime de estabulacdo e manejo alimentar. Estes
animais pertencem ao plantel de reprodutores do Setor de Suinocultura do
Departamento de Zootecnia da UFLA e sdo considerados animais de boa
fertilidade. No laboratério os ejaculados foram diluidos e receberam diferentes
concentracdes de cloreto de cadlcio (CaCl,): A — controle (sem CaCl,); B — CaCl,
2,5 mM; C - CaCl, 5,0 mM; D — CaCl, 7,5 mM e passaram por trés tipos de
processo de resfriamento: 1 — resfriamento convencional (15° C); 2 -
resfriamento lento (24 horas a 15° C e 48 horas a 5° C); 3 — resfriamento rapido
(5° C), constituindo os tratamentos experimentais e sendo avaliados a cada 24
horas. Cada ejaculado ficou armazenado por um periodo de 72 horas. A figura 2

esquematiza o croqui do experimento.
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Colheita do sémen

!

Diluicao 1:1

!

Calculo da concentracido / Numero de doses inseminantes

Diluicao final

!

A*: controle B*: 2,5 mM C*:5,0 mM D*: 7,5 mM

: ) !

Al* A2*% A3* Bl1* B2* B3* C1* C2* C3 D1* D2* D3*

FIGURA 2. Esquema do processamento do sémen no laboratério.

* As letras referem-se aos niveis de CaCl2, enquanto os nimeros reportam o tipo

de resfriamento.

Os animais foram alojados em baias individuais localizadas em galpdo
de alvenaria com piso de concreto e cobertura de telhas de cimento e amianto.
Os reprodutores receberam em média dois quilos de ragdo/dia, racdo para
gestacdo, a base de milho e farelo de soja, divididos duas vezes ao dia. Ao
entrarem em regime de colheita esses reprodutores passaram a receber trés

quilos de ragdo por dia e a dgua ad libidum.

3.2 Colheita do sémen

Os reprodutores utilizados neste trabalho encontravam-se em servigo
regular (um ejaculado por semana em média). As colheitas foram realizadas

sempre no mesmo horario (7:00 horas), na prépria baia do animal, utilizando um
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manequim mével e o0 método da mio enluvada (King & Macpherson, 1973) em
frasco graduado, pré-aquecido a 38 °C e protegido por recipiente isotérmico. A
separacdo da fracdo gelatinosa do ejaculado foi realizada durante a colheita,
utilizando-se tripla camada de gaze adaptada ao frasco coletor. Foi coletada

somente a terceira fracao do ejaculado — a por¢ao rica em espermatozoides.

3.3 Processamento do sémen

Apo6s a colheita, o volume do ejaculado foi medido diretamente pela
graduacdo do copo coletor. O sémen foi colocado em banho-maria a uma
temperatura de 37° C por um periodo de 20 minutos, tempo este, necessario ao
seu processamento. O s€émen primeiramente foi diluido na propor¢do de 1:1 com
diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) comercializado pela Minitub do
Brasil®, cuja férmula estd apresentada na Tabela 1. Em seguida foi coletada
amostra para a determina¢@o da motilidade, vigor e concentra¢do esperméticos e,
desta forma, proceder o cédlculo das doses inseminantes, através das seguintes

formulas:
— Numero total de células (NTC) = volume (ml) x concentragdo (sptz/ml)

— Ntmero de doses inseminantes = NTC / concentragio da dose (5 x 10’

sptz/ml)
— Volume total = n° de doses x volume da dose (80ml)

— Volume do diluente = volume total — volume do sémen.
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TABELA 1. Composicdo quimica do diluente BTS.

Ingredientes BTS
Glicose (g) 37,00
Citrato de s6dio (g) 6,00
Bicarbonato de sédio (g) 1,25
EDTA (g) 1,25
Cloreto de potéssio (g) 0,75
Penicilina G potassica (UI) 500.000
Sulfato de estreptomicina (g) 0,50
Agua destilada g.s.p. (ml) 1000

Fonte: Minitub do Brasil Ltda

Apéds determinagdo do volume do diluente, foi realizada a diluigdo,
acrescentando sempre o diluente ao s€men, vagarosamente, com agitacao
constante do frasco de sémen até completa mistura do diluente. O diluente foi
preparado meia hora antes da diluicio e mantido em banho-maria a uma

temperatura de 32° C.

O sémen foi entdo fracionado em quatro provetas pré-aquecidas para o
recebimento dos niveis de cloreto de cdlcio. A escolha do sal de cloreto baseia-
se no fato de que este apresenta uma boa estabilidade e ndo precipita no meio de
diluicao.

Nesta fase, entdo, o sémen foi envasado em bisnagas contendo 80 ml
cada, permanecendo por duas horas em local escuro a temperatura ambiente (25°
C). A dose inseminante foi fixada em uma concentracdo de cinco bilhdes de

espermatozoides em um volume de 80 ml.
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Ap6s esse periodo de repouso, uma parcela dos preparados foi incubada
em geladeira a 15° C (refrigeracdo convencional), de onde foram retiradas
amostras no tempo, em intervalos pré-determinados para a realizagdo das
avaliagdes. A outra parcela dos preparados foi levada diretamente a geladeira a
5° C (refrigeracdo rapida) e foram realizadas avaliagdes nos mesmos intervalos
propostos a refrigeracdo convencional. Apds permanecerem 24 horas sob
refrigerac@o convencional (15° C), parte das amostras foi levada para o processo
de refrigeracdo rapido (5° C), constituindo o processo de refrigeracdo lenta, de

onde foram retiradas amostras nos mesmos intervalos de tempo.

As andlises foram realizadas sobre cada amostra dos ejaculados a cada
periodo de conservagdo e para cada varidvel (niveis de CaCl,, tipo de
refrigeracdo e tempo) até 72 horas (dia zero = dia da colheita) em intervalos pré-

estabelecidos como mostrado na figura 3.
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Dia da Colheita
| Sémen em repqQuso 20-25° C /2 h |

| Resfriamento 15° C | | Resfriamento 15° C/5° C | | Resfriamento 5° C |

| Motilidade/vigor e perfil enzimatico (O h)A‘ | | Viabilidade espermatica (4 h)”* |

| TRO e Integridade. Acrossoma (6 h)* |

Dia 1
Motilidade/vigor e perfil enzimatico (24 h)”* | | Viabilidade espermatica (28 h)A‘ |
| TRO e Integridade Acrossoma (30 h)”
Dia 2
TTR (44 h)'? | Motilidade/vigor e perfil enzimatico (48 h)'?
| Morfologia espermatica |
Dia 3

| Motilidade e vigor (72 h” |

FIGURA 3. Esquema das avaliagdes espermadticas realizadas durante o periodo
de 72 horas ap6s a colheita. ‘Indica quantas horas apés a colheita
os parametros espermaticos foram avaliados.

3.4 Avaliacoes qualitativas e quantitativas do sémen

As primeiras avaliacdes espermdticas realizadas foram a motilidade e
vigor espermdticos e a determinagdo da concentragdo. A motilidade geral e o
vigor foram avaliados, segundo escalas de 0 a 100 e O a 5 respectivamente,
segundo metodologia proposta por Scheid (1993). Para esta andlise, retirou-se
uma gota de s€émen imediatamente apds a colheita ou durante os intervalos pré-
determinados, sendo esta colocada sobre lamina, recoberta por laminula

previamente aquecida a temperatura de 37°C, para leitura ao microscopio 6ptico
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(40x). As avaliacOes foram realizadas em triplicata, independentemente, por dois
avaliadores e expressas em percentual de células mdveis na amostra. Os
periodos de avaliacdo da motilidade e do vigor espermdtico foram: 0, 24, 48 e

72, horas ap6s o inicio do processo de armazenamento (figura 3).

Para andlise da concentracdo espermatica, foi retirada uma amostra de
sémen, com auxilio de uma pipeta automdtica de 0,01 ml para ser adicionada a 1
ml de solugdo de formol citrato. A contagem foi realizada por meio de
hemocitdmetro (cAmara de Newbauer) na diagonal, com o resultado expresso em
nimero de células/ mm’ de sémen. O NTC foi calculado por meio da
multiplica¢do da concentragdo e volume do ejaculado, segundo a metodologia de

Martin Rillo et al. (1996).

3.5 Teste de viabilidade espermatica

A observacdo dos espermatozéides vivos e mortos foi realizada
imediatamente apds a colheita e também nos intervalos pré-determinados (figura
3). Foram misturadas sete gotas de corante eosina-nigrosina com trés gotas de
sémen fresco, em um tubo pequeno e mantidos em banho-maria numa
temperatura de 35° C. Em seguida, procedeu-se um esfregaco em ldmina sob
placa aquecedora e examinado ao microscépio com objetiva de 40x para
identificar os espermatozdides vivos (aparecendo sem coloracdo) e os mortos
(absorveram o corante e se tornaram rdseos), segundo metodologia de Mies

Filho (1982).
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3.6 Avaliacio da resisténcia das membranas espermaticas

N

Procedeu-se também a avaliacdo da resisténcia das membranas
espermaticas por meio do teste de resisténcia osmética e teste de termo-

resisténcia (TTR) em intervalos pré-estabelecidos (figura 3).

O teste de resisténcia osmotica avalia a resisténcia da membrana do
espermatozdide a periodos de incubacdo e choque osmético com a utilizacao de
solugdes iso e hiposmética (Yavetz et al., 1995). O procedimento adotado para
avaliagdo da taxa de resisténcia osmdtica (TRO) foi o proposto por Scheid

(1993) e detalhado a seguir:

Foram adicionados 2 ml de solucdo isosmética (diluente BTS com 300
miliosmois), em um tubo de ensaio e 2 ml de solu¢do hiposmética (mistura de
50 ml de 4gua destilada e 50 ml de diluente BTS com 300 mosm) em um outro

tubo de ensaio e colocados em banho-maria a uma temperatura de 39° C.

Em seguida, foram adicionados 0,5 ml de sémen fresco as solucdes
isosmoética (primeira amostra) e hiposmética (segunda amostra), sendo

incubadas em banho-maria a 39° C por 10 minutos.

A seguir, avaliou-se, em cada amostra, a motilidade das células
espermdticas, utilizando-se de microscépio Optico como jad descrito

anteriormente.

Os valores do indice da TRO foram calculados através da seguinte
férmula: TRO = % de células com motilidade na primeira amostra + % de

células com motilidade na segunda amostra / 2.

Para o TTR foi colocada uma amostra de 2 ml de s€men previamente
aquecido em banho-maria a uma temperatura de 45° C, durante 20 minutos, com

observacdo da percentagem de espermatozéides dotados de motilidade e vigor
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espermaticos (Fonseca et al. 1992). O TTR foi realizado 44 horas apds o inicio

do processo de armazenamento (Figura 3).

3.7 Avaliacoes morfolégicas

Para a verificagdao de anormalidades espermaticas foi utilizado 1 ml de
formol citrato, ao que foram adicionadas gotas de sémen até a turvacido da
solucdo. Desta solucdo, homogeneizada, elaborou-se a preparacdo umida sem
corante, para leitura das alteracdes morfolégicas dos espermatozdides, em
microscopio de contraste de fase com aumento de 1000X, através da contagem
diferencial de 100 células, segundo Scheid (1993). Esta avaliacdo foi realizada

apods 48 horas de acondicionamento dos ejaculados.

Foi realizado, neste experimento, o teste de integridade acrossOmica. A
metodologia deste teste é semelhante a anterior. Porém, neste realiza-se a
contagem diferencial de 100 células, observando-se apenas alteracdes de
acrossoma. Foram realizados dois testes de integridade de acrossoma, sendo um
apds as seis horas e o outro apdés as 30 horas do inicio do processo de

armazenamento.

3.8 Perfil enzimatico

A avaliagdo do perfil enzimdtico foi conduzida para determinar e
caracterizar a atividade da AAT no plasma seminal dos ejaculados, submetidos
ao processo de resfriamento. Para a realizagdo desta andlise, as amostras de trés

ejaculados foram coletadas em periodos pré-determinados (Figura 3).

Para essa avaliagdo enzimdtica foi utilizado o kit Doles Bioquimica

Clinica®, segundo a metodologia proposta por Reitman & Frankel (1957). O
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procedimento para a realizacdo deste teste € detalhado a seguir: coloca-se 0,5 ml
de substrato de AAT em banho-maria a 37 ° C por dois minutos. Em seguida,
homogeneiza-se esse substrato em 200 pL. da amostra de s€émen incubando a 37
° C por 30 minutos. Apds esse periodo adiciona-se 0,5 ml de reagente de cor,
homogeneiza-se e deixa-se em repouso, em temperatura ambiente (20 — 30 ° C)

durante 20 minutos.

Enquanto se aguarda este intervalo é preparada a solu¢do de hidréxido
de s6dio (NaOH) 0,4 M. Todo o volume de NaOH ¢ transferido para um frasco
plastico, contendo 600 ml de dgua destilada ou deionizada. Decorridos, entdo, os
20 minutos, adiciona-se o substrato a 5 ml de solucdo de NaOH 0,4 M. Deixa-se
em repouso por mais dois minutos, em temperatura ambiente e, entdo, procede-
se a leitura da transmitincia, em espectrofotdmetro de Colleman, utilizando um

filtro de 505 nm e acertando o zero com 4gua destilada.

A curva de calibracdo utilizada para o cdlculo dos resultados da

atividade enzimatica esta indicada no Anexo B.

3.9 Analise estatistica

Os parametros seminais como motilidade e vigor espermadticos, testes de
viabilidade espermadtica, integridade de acrossoma, TRO, TTR e morfologia
espermatica, foi adotado o teste de qui-quadrado para verificar a freqiiéncia dos
dados ja que esses dados ndo foram significativos ao teste de normalidade e nem

passiveis de transformacdo. Para o perfil enzimético foi aplicado o teste F.

As andlises estatisticas foram realizadas, utilizando-se do programa

Statistical Analyses System (SAS, 1995).
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4.1 Motilidade e vigor espermaticos

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios da motilidade e vigor espermdticos, das amostras que

receberam os diferentes niveis de cloreto de cdlcio, estdo representados na

Tabela 2. As amostras de ejaculados que receberam os maiores niveis de CaCl,

(5,0 e 7,5 mM) tiveram maiores freqiiéncias (77,08 e 77,78% respectivamente),

com valores de motilidade espermética significativamente maiores (P<0,05) que

os demais niveis, pelo teste de qui-quadrado. Porém, com relagdo ao vigor

espermdtico ndo foi observado significincia (P>0,05) entre os niveis de CaCl,.

TABELA 2. Valores médios para motilidade (%) e vigor espermaticos (1 a 5)

das amostras dos ejaculados nos diferentes niveis de CaCl,.

Motilidade espermatica (% )

Niveis de CaCl, (mM) 0.0-29.9 30,0-599 60.0-900 Total
, N 10 16 %3 144
% 6.94 31.94 6111 100,00
- Ne 11 34 99 144
’ % 7.64 2361 68.75 100,00
50 Ne 08 25 111 144
g % 5.56 17.36 77.08 100,00
T Ne 07 25 12 144
; % 4.86 17.36 7178 100,00
Niveis de CaCl, (mM) Vigor espermitico (1 a 5) Total
0009 1,0-19 2029 3039
. N T 20 30 93 144
% 0,69 13.89 20.83 64,58 100,00
- Ne 0 12 34 08 144
’ % 0.00 8.33 23.61 68,06 100,00
50 Ne 0 7 42 95 144
; % 0,00 4.86 20.17 6597 100,00
T Ne 0 11 35 08 144
, % 0,00 7.64 2431 68,06 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P<0,05), “Teste de Qui-quadrado (P>0,05).
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Toniolli & Combarnous (1999), trabalhando com tecnologia de s€émen,
estudaram também o efeito da adi¢@o de cloreto de cdlcio ao s€men suino. Esses
autores utilizaram niveis de CaCl, diferentes (0; 0,041; 0,41; 4,1 ¢ 41mM) e
observaram que concentra¢des maiores de 4,1 e 41 mM desse sal promoveram
valores de motilidade maiores aos das outras concentragdes até o terceiro dia de
acondicionamento. A partir do quarto dia de armazenamento do sémen, as
diferencas foram maiores, com um efeito significativamente favordvel a
concentracio de 4,1 mM de CaCl,, concluindo que altas concentragdes desse sal
no meio extracelular ttm um efeito negativo sobre a motilidade espermatica.
Concentragdes intracelulares do fon cdlcio sdao mais dependentes de sistemas
especificos (canais cdlcicos). Pode-se pensar que o cdlcio restante dentro do
meio extracelular provoque um desequilibrio nocivo a membrana dos
espermatozdides. No presente experimento foi concluido que os niveis de 5,0 e
7,5 mM de CaCl, influenciaram a motilidade espermdtica, mantendo maiores

freqiiéncias de motilidade na escala de 60-90%.

O fon célcio tem um papel regulador no controle da motilidade e do
metabolismo energético do espermatozdide. Apds a ejaculagdo, os
espermatozéides passam por um processo de capacitacdo e a reagdo acrossdmica
¢ acompanhada de um aumento da concentracdo intracelular de cdlcio. No
reprodutor suino, as modificacdes da permeabilidade de membrana aos ions e,
em particular, ao cdlcio durante a capacitagdo, seriam responsdveis pela

mudanca da motilidade dos espermatozédides (Darszon et al., 1999).

Os resultados de motilidade e vigor espermadticos obtidos durante o
processo de resfriamento sdo apresentados na Tabela 3. Observou-se um efeito
significativo (P<0,05) do tipo de refrigeracdo sobre a motilidade e vigor
espermdticos, sendo que a utilizagdo dos processos de refrigeracdo convencional
(15° C) e resfriamento lento (15° C/ 5°) proporcionaram as maiores freqiiéncias

(83,85 e 80,21% respectivamente) com valores de motilidade espermética
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maiores que o processo de refrigeracdo rdapida (5° C) (49,48%) na faixa de

motilidade de 60-90%.

TABELA 3. Valores médios para motilidade (%) e vigor espermaticos (1 a 5)
das amostras dos ejaculados nos diferentes tipos de resfriamento.

Tipo de Motilidade espermatica (%)’ Total
. ~ ota
refrigeracio 0,0-29, 9 30,0-59, 9 60,0-90,0
N¢ 7 24 161 192
15° C
%o 3,65 12,50 83,85 100,00
15°C/5° N 0 38 154 192
C Yo 0,00 19,79 80,21 100,00
N¢ 29 68 95 192
5°C
% 15,10 35,42 49,48 100,00
Tipo de Vigor espermitico (1 a 5)" Total
. ~ ota
refrigeracéo 0,0-0,9 1,0-1,9  2,0-29  3,0-39
N¢ 0 17 37 138 192
15° C
% 0,00 8,85 19,27 71,88 100,00
15°C/ N¢ 0 7 44 141 192
5°C %o 0,00 3,65 22,92 73,44 100,00
50 C N® 1 26 60 105 192
% 0,52 13,54 31,25 54,69 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P<0,05).

O vigor espermdtico comportou-se da mesma maneira, sendo que na
escala de 3-4 os processos de refrigeracdo convencional e o resfriamento lento

apresentaram, respectivamente, freqiiéncias de 71,88 e 73,44%, enquanto que
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com a utilizacdo do resfriamento rdpido as freqiiéncias obtidas nesta escala

foram de apenas 54,69%.

No presente trabalho foi observado que o processo de resfriamento
rapido, utilizando o diluente BTS, ndo € tdo eficiente para preservar as
caracteristicas seminais (motilidade e vigor espermdticos) quanto do
resfriamento convencional e o lento. Segundo Sone et al. (1992), a utilizagio do
diluidor BTS esta condicionada ao processo de resfriamento convencional (15-
17° C), sendo que o terceiro dia apds a colheita aparece como o limite mdximo
de utilizagdo compativel com niveis ideais de fertilidade e de prolificidade para

os criadores.

Corréa et al. (2005) avaliaram o efeito de um novo diluente para testar
duas temperaturas de acondicionamento do sémen suino (5° e 17° C). Os
resultados mostraram que o diluente testado (PIGPEL-5) é capaz de manter a
viabilidade espermética apds o armazenamento a 5° C, comparado ao sémen
acondicionado em BTS a 17° C, quando considerados a motilidade, o vigor e a
morfologia espermaticos, teste de estresse térmico e o teste de choque osmotico.
Estes autores acima também utilizaram a tabela de distribui¢do de freqiiéncias

para avaliacdo destas varidveis.

Além do diluidor utilizado no resfriamento do sémen suino, outras
pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar o efeito sobre a motilidade
espermatica de diferentes tipos de proteinas, que sdo perdidas durante o processo
de manipulagdo dos ejaculados. No estudo desenvolvido por Huang et al. (1999)
foi avaliado o perfil de uma proteina de 90 kDa, a proteina do choque térmico
(HSP90). Foi mostrado que houve uma diminui¢do desta proteina nos
espermatozdides e que esta redugdo ocorreu nas primeiras horas durante o
resfriamento a 5° C. Provavelmente, influenciando a motilidade e vigor

espermaticos. O periodo de tempo entre a diminuicdo da HSP90 e o declinio da
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motilidade espermética foi estimado ser de duas a trés horas. Esses resultados
sugerem que uma substancial reducdo da HSP90 pode estar associada ao

declinio da motilidade espermdtica durante o resfriamento do ejaculado suino.

No presente trabalho, 49,48% das amostras apresentaram motilidade
espermdtica entre 60-90% no processo de resfriamento a 5° C. Este resultado
mostra que nesta temperatura ocorre uma reducdo da motilidade espermdtica
provavelmente desencadeada pelo estresse do resfriamento rdpido. Graham
(1996), estudando o resfriamento do sémen eqiiino a 5° C, afirmou que a
motilidade espermadtica pode ser prejudicada pelo estresse térmico, que afeta a

distribui¢ido de componentes lipoprotéicos e a permeabilidade da membrana.

Os valores médios dos pardmetros motilidade e vigor espermadticos
durante o periodo de acondicionamento, estdo apresentados na Tabela 4. As
diferencas entre os tempos (horas) de conservacdo foram altamente
significativas(P<0,05) tanto para motilidade como para o vigor espermaticos
pelo teste de qui-quadrado. Todas as amostras dos ejaculados no tempo zero
apresentaram motilidade entre 60-90 % e mais de 80% das amostras
apresentaram vigor espermdtico entre 3-4. Isso confirma a boa qualidade do
sémen processado neste experimento. Apds este periodo, houve uma redugdo
progressiva tanto para a motilidade quanto para o vigor espermadticos. Apds 72
horas de acondicionamento, 50,69% das amostras apresentaram motilidade entre

60-90%.
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TABELA 4. Valores médios para motilidade (%) e vigor esperméticos (1 a 5)
das amostras dos ejaculados durante o periodo de armazenamento.

Periodo de

*

Motilidade espermatica (%)

Total
armazenamento (horas) 0,0-29, 9 30,0-59, 9 60,0-90,0

0 N® 0,0 0 144 144
% 0,00 0,00 100,00 100,00

N® 8 30 106 144

24

% 5,56 20,83 73,61 100,00

N® 13 44 87 144

48

%0 9,03 30,56 60,42 100,00

72 N® 15 56 73 144
%0 10,42 38,89 50,69 100,00

3 . Vigor espermitico (1 a 5)"
Horas apos a colheita Total
0,0-09 1,0-1,9 2,0-29 3,0-3,9

0 N® 0 0 24 120 144
% 0,00 0,00 16,67 83,33 100,00

24 N 0 17 28 99 144
%0 0,00 11,81 19,44 68,75 100,00

48 N® 1 13 40 90 144
%o 0,69 9,03 27,78 62,50 100,00

7 N® 0 20 49 75 144
% 0,00 13,89 34,03 52,08 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P<0,05).

Segundo Bortolozzo et al. (2005), a avaliacdo da motilidade por periodos

prolongados parece ser importante, uma vez que as diluicdes do s€émen sio

extremamente altas e a presenca de plasma seminal € praticamente nula.
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Foxcroft (2002) afirma que a avaliacdo da motilidade apds a diluicdo pode ser

uma forma de identificar animais superiores em termos de fertilidade.

Alguns autores t€m observado que a fertilidade dos espermatozéides
suinos apods IA pode ser mantida pela preservacdo do s€émen a 15° C, por quatro
dias e, que apds esse periodo, o estresse do resfriamento reduz a taxa de

fertilidade (Funahashi & Sano, 2005).

A motilidade espermdtica parece ser um bom indicador da fertilidade
espermdtica em suinos e apresenta uma alta correlagdo com taxa de penetracio

em odcitos (Flowers & Turner, 1997; citados por Gadea, 2005).

A avaliagdo da motilidade e do vigor espermadticos ¢ um procedimento
vilido uma vez que o espermatozdide geralmente perde sua capacidade de
fecundacdo antes de perder sua motilidade e vigor e, por este motivo, despreza-
se ejaculados com motilidade abaixo de 60% e vigor abaixo de 3, pois estes
apresentardo espermatozéides com baixa capacidade de fecundagdo (Silveira lais
1999). Desta forma, no presente experimento observou-se uma porcentagem
elevada (52,08%) de vigor espermdtico na escala de 3,0-3,9, nas amostras
avaliadas 72 horas apds a colheita, o que mostra que a viabilidade das amostras é

mantida em refrigerac@o por trés dias de acondicionamento.

As avaliacdes dos parametros motilidade e vigor espermadtico sdo bons
indicadores da qualidade de um ejaculado e representam testes primordiais de
um espermiograma. No entanto, estudos t€ém mostrado que, quando estiver
acima de 60,0%, a motilidade espermética ndo permite a predi¢do da fertilidade

do macho suino, in vivo (Flowers, 1996).

Outros trabalhos tém mostrado que machos suinos com variagdo de
motilidade espermdtica de 53,8% a 72,5%, no oitavo dia de armazenamento do
sémen in vitro, ndo apresentaram diferencas nas taxas de parto e tamanho de

leitegada (Xu et al., 1998). Apds a inseminacdo de leitoas com doses de 3
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bilhdes de espermatozdides, Tardif et al. (1999) ndo observaram correlagdo entre
a motilidade espermética e a fertilidade, representada pelo niimero de fetos em
relacio ao nimero de corpos ldteos, nas cinco semanas de gestagdo. Este
pardmetro espermdatico nao deve ser utilizado como o tnico critério para

predicao da capacidade fecundante de um ejaculado.

4.2 Viabilidade espermatica

Os valores médios encontrados no teste de viabilidade espermaética das
amostras dos ejaculados, que receberam os diferentes niveis de CaCl,, 4 e 28
horas apds o inicio do processo de acondicionamento, estdo apresentados na
Tabela 5. A viabilidade espermadtica nao foi significativa (P>0,05), pelo teste de

qui-quadrado, em nenhum dos periodos avaliados.

Embora o cloreto de cdlcio tenha exercido efeito sobre a motilidade
espermdtica, esse sal ndo foi capaz de melhorar a viabilidade espermadtica.
Provavelmente, quantidades consideraveis de espermatozdides vivos podem ter
perdido a capacidade de motilidade, nas amostras com concentragdes menores
de cloreto de cdlcio. Desta forma, pode-se considerar que o cloreto de célcio
favorece o aumento da motilidade espermadtica por provocar modificacdes
bioquimicas importantes para a funcdo normal do espermatozéide (Nishimura,

1993) e ndo por favorecer a integridade de membrana espermatica.
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TABELA 5. Viabilidade espermitica das amostras dos ejaculados, nos
diferentes niveis de CaCl,, 4 e 28 horas apdés o inicio do

armazenamento.
Niveis de CaCl, Viabilidade espermatica (4hs)"
Total
(mM) 0-24 2548  49-72  73-96
N¢ 0 1 9 26 36
0 %0 0,00 2,78 25,00 72,22 100,00
ss Ne 0 0 11 25 36
’ % 0,00 0,00 30,56 69,44 100,00
Ne 1 0 11 24 36
>0 % 2,78 0,00 30,56 66,67 100,00
.5 Ne¢ 1 1 10 24 36
’ o 2,78 2,78 27,78 66,67 100,00
Niveis de CaCl, Viabilidade espermatica (28hs)"
Total
(mM) 0-24 25-48  49-72 73-96
0 Ne 1 0 13 22 36
% 2,78 0,00 36,11 61,11 100,00
N¢ 2 0 6 28 36
25 %o 5,56 0,00 16,67 77,78 100,00
Ne 2 1 12 21 36
>0 % 5,56 2,78 33,33 58,33 100,00
. Ne 2 1 15 18 36
’ % 5,56 2,78 41,67 50,00 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P>0,05), 4 e 28 horas apds o inicio do armazenamento.

Os dados de viabilidade espermdtica das amostras submetidas aos

diferentes processos de resfriamento sdo apresentados na Tabela 6.
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TABELA 6. Viabilidade espermitica das amostras dos ejaculados, nos
diferentes tipos de resfriamento, 4 e 28 horas apds o inicio do

armazenamento.
Tipo de Viabilidade espermatica (4hs)" Total
. ~ ota
refrigeracéo 0-24 25 -48 49 -72 73 -96
N® 0 0 12 36 48
15°C
%0 0,00 0,00 25,00 75,00 100,00
15°C/ N 0 0 12 36 48
5°C % 0,00 0,00 25,00 75,00 100,00
N¢ 2 2 17 27 48
5°C
%o 4,17 4,17 35,42 56,25 100,00
Tipo de Viabilidade espermatica (28hs)” Total
. ~ ota
refrigeracéo 0-24 25-48 49-712  73-96
N® 0 0 21 27 48
15°C
% 0,00 0,00 43,75 56,25 100,00
15°C/ N 3 0 6 39 48
5°C %0 6,25 0,00 12,50 81,25 100,00
N 4 2 19 23 48
5°C
%o 8,33 4,17 39,58 47,92 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P>0,05) as 4 horas; = Teste de Qui-quadrado (P<0,05) as 28
horas ap6s o inicio do armazenamento.

A viabilidade espermdtica nao foi significativa (P>0,05) as 4 horas do
inicio do processo de resfriamento, pelo teste de qui-quadrado. No entanto, apds
28 horas de acondicionamento houve significancia (P<0,05) pelo teste de qui-

quadrado.

Neste periodo (28 horas), o processo de resfriamento convencional (15°

C) e o resfriamento lento (15° C / 5° C) apresentaram uma propor¢do de
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espermatozdides vivos de 56,25% 81,25% respectivamente, enquanto que no
processo de resfriamento rapido esta proporcdo foi de apenas 47,92%, na escala
de espermatozéides vivos de 73-96. O resfriamento lento (15/5° C) protege a
membrana espermdtica do estresse térmico e, também, foi eficiente na
preservacdo da motilidade espermdtica (Tabela 3). Isso estd de acordo com
Weber (1989), citado por Johnson et al. (2000), que afirmam que a pré-
incubagdo por pelo menos 24 horas antes de uma possivel reducdo da

temperatura abaixo de 15° C aumenta a resisténcia ao estresse térmico.

Provavelmente, nas primeiras horas (4 horas) apds o inicio do processo
de armazenamento os espermatozdides ainda ndo sofreram os efeitos do
resfriamento (estresse térmico, choque osmético), apresentando estabilidade da
membrana espermatica e, assim, ndo permitindo a passagem do corante através
da mesma. Apds 28 horas, os efeitos do processo de resfriamento do s€émen sao
mais pronunciados, sendo que as amostras de ejaculados que foram submetidas a
um processo de resfriamento lento (15/5° C) adquiriram resisténcia ao choque
térmico, sendo capaz de manter uma maior estabilidade de membrana o que

pdde ser refletido nessa maior propor¢do de espermatozdides vivos (81,25%).

A reducdo da motilidade que ocorre durante o armazenamento ¢ o
principal pardmetro utilizado para julgar a diminuic¢do da capacidade fertilizante.
A perda de ATP e AMPc, assim como a tomada reduzida de célcio, sdo
caracteristicas da reducdo da motilidade. Um importante indicador das alteracdes
que ocorre na membrana espermatica, devido ao armazenamento ¢ a mudanca da
permeabilidade dessa membrana, assim ha um aumento da permeabilidade para
corantes e, também, a liberacdo de substincias intracelulares (liberacdo de
citions e enzimas), reducdo da atividade enzimdtica e alteragdes nos

movimentos laterais dos canais i0nicos. (Johnson et al. 2000).
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4.3 Resisténcia das membranas espermaticas

4.3.1 Teste de resisténcia osmoética

A taxa de resisténcia osmotica (TRO) ndo foi influenciada (P>0,05)
pelos niveis de CaCl, em nenhum dos periodos analisados (6 e 30 horas), pelo

teste de qui-quadrado como mostrado na Tabela 7.

TABELA 7. Valores médios para a taxa de resisténcia osmoética (%) das
amostras dos ejaculados, nos diferentes niveis de CaCl, 6 e 30
horas ap6s o inicio do armazenamento.

Niveis de CaCl, Taxa de resisténcia osmética (%)” (6 hs) Total
(mM) 0,0-9,9 10,0-19.9  20,0-29,9 30,0-40,0
0 N® 21 9 6 0 36
% 58,33 25,00 16,67 0,00 100,00
5 e 18 10 8 0 36
S % 50,00 27,78 22,22 0,00 100,00
5.0 N° 16 6 10 4 36
’ % 44,44 16,67 27,78 11,11 100,00
75 N® 14 9 10 3 36
’ % 38,89 25,00 27,78 8,33 100,00
Niveis de CaCl, Taxa de resisténcia osmética (%) (30 hs) Total
(mM) 0,0-9,9 10,0-19.9  20,0-29,9 30,0-40,0
0 N® 23 10 1 2 36
% 63,89 27,78 2,78 5,56 100,00
25 N2 21 11 4 0 36
’ % 58,33 30,56 11,11 0,00 100,00
5.0 N2 14 18 4 0 36
’ % 38,89 50,00 11,11 0,00 100,00
75 N® 20 10 5 1 36
’ % 55,56 27,78 13,89 2,78 100,00

"Teste de Qui-quadrado (P>0,05), 6 e 30 horas apds o inicio do armazenamento.
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Murgas (1999), utilizando a TRO para verificar a viabilidade
espermdtica em reprodutores suinos, ndo observou correlagdo deste teste com a
motilidade espermatica. No presente experimento, os maiores niveis de cloreto
de cdlcio apesar de ter promovido uma maior propor¢cido de motilidade
espermatica, o mesmo ndo ocorreu para o teste de resisténcia osmoética. Sugere-
se que o cloreto de célcio ndo exerga efeito sobre a resisténcia da membrana
espermatica e sim sobre a capacidade de motilidade espermatica. Isso foi
observado também no teste de viabilidade espermatica, em que o cloreto de

calcio ndo exerceu efeito sobre a membrana plasmatica.

Jeyendran et al. (1984) afirmaram que a técnica de resisténcia osmotica
utilizada para avaliar a integridade funcional da membrana espermética
apresenta correlacdo a capacidade de fertilizag@o in vitro dos espermatozéides.
Esses autores afirmam ainda que esta técnica pode ser utilizada somando a
outras para melhorar as andlises de sémen. A manutencdo da membrana do
espermatozdide integra é fundamental para a reagdo acrossOmica, etapa que
antecipa a penetragdo na zona pelicida e fecundacdo (Park, 1997; citado por

Goulart et al., 2004).

A resposta do volume celular, a diferentes condi¢des osmoticas, reflete
profundas mudancas na membrana espermdtica, estas sdo relacionadas a
permeabilidade da membrana, para {fons maiores, com a funcionalidade dos
canais idnicos e a integridade do citoesqueleto nas diferentes espécies

(Petrunkina et al. 2005).

Ao se avaliar a influéncia do tipo de resfriamento sobre a TRO
observou-se na Tabela 8, que esta taxa ndo sofreu influéncia (P>0,05), apds seis
horas do inicio do processo de acondicionamento. No entanto, a taxa de
resisténcia foi significativa (P<0,05), 30 horas apds o inicio do processo de

acondicionamento.
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TABELA 8. Valores médios para a taxa de resisténcia osmoética (%) das
amostras dos ejaculados, nos diferentes tipos de resfriamento, 6 e
30 horas apés o inicio do armazenamento.

Tipo de Taxa de resisténcia osmética (%)" (6 hs) Total
. ~ ota

refrigeracio 0-9,9 10-19,9  20-29,9 30-40

N® 22 11 12 3 48
15° C

% 45,83 22,92 25,00 6,25 100,00

N¢ 22 11 12 3 48

15°C/5°C

% 45,83 22,92 25,00 6,25 100,00
5 N¢ 25 12 10 1 48

% 52,08 25,00 20,83 2,08 100,00

Tipo de Taxa de resisténcia osmética (%)~ (30 hs) Total
. ~ ota

refrigeracéio 0-9,9 10-19,9  20-29,9 30-40

N® 24 16 5 3 48
15° C

% 50,00 33,33 10,42 6,25 100,00

N® 22 17 9 0 48

15°C/5°C

% 45,83 35,42 18,75 0,00 100,00
s N® 32 16 0 0 48

% 66,67 33,33 0,00 0,00 100,00

"Teste de Qui-quadrado (P>0,05), 6 horas apds o inicio do armazenamento.

No periodo de 30 horas ap6s o armazenamento, o tipo de resfriamento
convencional promoveu uma maior taxa de resisténcia osmética (6,25%) na
escala de 30-40. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Roner et
al. (2005), que observaram maiores taxas de resisténcia osmdtica no sémen
suino, armazenado a temperatura de 16° C, em relacdo a temperatura de 5° C.
Segundo esses autores, as diferencas observadas no teste de resisténcia osmética

estdo acentuadas no final do periodo de armazenamento que durou 72 horas.
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A diferenca dos resultados nos dois periodos analisados pode ser devido
ao fato do envelhecimento da célula espermdtica, tornando a membrana mais
sensivel, o que pode estar relacionado a viabilidade espermadtica, uma vez que

esta apresentou comportamento semelhante.

O processo de resfriamento lento faz com que as células espermaéticas
adquiram certa resisténcia, também foi observado por Pursel et al. (1973), citado
por Johnson et al. (2000), que afirmaram que: quando amostras de s€émen pré-
diluido sdo mantidas por 15° C por diversas horas, os espermatozdides adquirem
uma resisténcia gradual ao choque térmico. Estando as membranas mais

resistentes superam também o estresse osmatico a que foram submetidas.

As mudancas que ocorrem nas células incubadas que resistem ao estresse
térmico ndo sdo totalmente conhecidas. Acredita-se que esse estresse térmico
esteja relacionado a composicdo da bicamada lipidica da membrana, afetando a
fluidez da membrana espermédtica. Quando hd uma reducdo da temperatura, hi
uma restricdo dos movimentos laterais da membrana fosfolipidica, que resulta
em transicao de fase fluida para a fase de gel. Ocorre uma separagao dessas fases
devido aos diferentes pontos de fusdo dos lipidios da membrana, enquanto que

as proteinas aglomeram-se irreversivelmente (Johnson et al. 2004).

4.3.2 Teste de termo-resisténcia

Os valores médios dos parametros de motilidade e vigor espermadticos,
no teste de termo-resisténcia (TTR) das amostras, que receberam os diferentes
niveis de cloreto de célcio, estdo apresentados na tabela 9. Houve uma diferenga
significativa (P<0,05) dos niveis de cloreto de cdlcio sobre os pardmetros de
motilidade e vigor espermdticos pelo teste de qui-quadrado. As amostras de

ejaculados que receberam o maior nivel de CaCl, tiveram uma maior freqiiéncia
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(13,89% e 19,44%), para valores de motilidade entre 60-70% e vigor

espermaticos entre 3-3,9 respectivamente.

Sabe-se que concentracdes intracelulares do {fon cdlcio sdo mais
dependentes de sistemas especificos (canais célcicos) do que de uma simples
difusdo ligado ao estado de membrana (Toniolli & Combarnous, 1999). Pode-se
pensar que o cdlcio em concentracdes elevadas ativa, as vias de segundo

mensageiro, que irdo desencadear os processos de motilidade espermaticas.

TABELA 9. Valores médios da motilidade (%) e vigor espermaticos (1 a 5), no
teste de termo-resisténcia das amostras dos ejaculados nos
diferentes niveis de CaCl,.

Niveis de Motilidade espermatica (%)"
Total
CaCl,(mM)  0.99 10-19,9 20-29,9 30-39,9 40-49,9 50-59,9 60-70
N 20 8 2 2 2 1 1 36
0 % 5556 2222 556 556 556 278 278 100,00
N¢ 18 8 3 4 0 1 2 36
25 % 50,00 2222 833 1L,11 0,00 278 556 100,00
50 N¢ 6 12 4 3 6 2 3 36
’ % 16,67 3333 11,11 833 16,67 556 833 100,00
.5 N¢ 3 6 9 5 4 4 5 36
’ % 833 16,67 2500 13,89 11,11 11,11 13,89 100,00
Niveis de Vigor espermatico (1 a 5)" Total
CaCl, (mM) 0-0,9 1-1,9 2-2,9 3-3,9
N 7 22 7 0 36
0 % 19,44 61,11 19,44 0,00 100,00
55 N® 8 23 3 2 36
’ % 22,22 63,89 8,33 5,56 100,00
N¢ 1 23 8 4 36
50 % 2,78 63,89 22,22 11,11 100,00
75 N 0 23 6 7 36
% 0,00 63,89 16,67 19,44 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P<0,05).
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Os resultados dos testes de TTR e motilidade e vigor espermdtico
apresentaram comportamento semelhante quanto a utilizacdo de cloreto de
célcio, observando melhores resultados quando o nivel utilizado foi o maior (7,5
mM), enquanto que os resultados dos testes de viabilidade espermética e TRO
também apresentaram comportamento semelhante entre si. Foi observado nesses
dltimos testes que os niveis de cloreto de cdlcio ndo influenciaram seus

resultados.

O efeito do processo de resfriamento sobre os parametros de motilidade
e vigor dos ejaculados submetidos ao teste de termo-resisténcia estdo
apresentados na Tabela 10. Nao foi constatada diferenca significativa (P>0,05),

pelo teste de qui-quadrado, entre os diferentes processos de acondicionamento.

TABELA 10. Valores médios da motilidade (%) e vigor espermaticos (1 a 5),
no teste de termo-resisténcia das amostras dos ejaculados nos
diferentes tipos de resfriamento.

%

Tipo de Motilidade espermatica (%) Total
Resfriamento  0.9,9 10-19,9 20-29,9 30-39,9 40-49,9 50-59,9 60-70
15° C N¢ 15 10 6 2 7 5 3 48
% 31,25 2083 12,50 4,17 14,58 1042 6,25 100,00
15°C/ N® 12 10 8 6 4 2 6 48
5°C % 25,00 20,83 16,67 12,50 8,33 4,17 12,50 100,00
50 C @ 20 14 4 6 1 1 2 48
% 41,67 29,17 8,33 12,50 2,08 2,08 4,17 100,00
Tipo de Vigor espermético (1a 5)"
. Total
resfriamento 0-0,9 1-1,9 2-29 3-39
15° C N¢ 4 30 9 5 48
% 8,33 62,50 18,75 10,42 100,00
15°C/ N® 6 28 9 5 48
5°C % 12,50 58,33 18,75 10,42 100,00
50 C N¢ 6 33 6 3 48
% 12,50 68,75 12,50 6,25 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P>0,05).
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Desta forma, pode-se considerar que o teste de TTR nido é um método
sensivel para detectar diferencas quanto a resisténcia de membranas
espermaticas, quando se considera o tipo de processo de resfriamento, uma vez
que a motilidade e vigor espermaticos apresentaram diferencas significativas de

acordo com este procedimento.

Isso pode ser devido as -caracteristicas peculiares da membrana
plasmética dos espermatozéides suinos. Segundo Breininger et al. (2005), o
estresse térmico gerado no TTR pode ter aumentado a producdo de espécies
reativas ao oxigénio, que favorecem a peroxidacdo lipidica das membranas

espermdticas.

O tempo de colheita das amostras (44 horas) para avaliacdio do TTR
pode ter influenciado os resultados. Neste experimento ndo foi observada uma
relacdo do TTR com o TRO, provavelmente pelo periodo diferente de avaliagdo.
Talvez, com a utilizagdo de colheitas de amostras para TTR no periodo de seis e
de 30 horas, os resultados poderiam ter se igualados aos resultados obtidos no

teste de resisténcia osmotica.

Jeyendran et al. (1984), desenvolvendo uma nova técnica para avaliar a
integridade funcional da membrana de espermatozéide humano, avaliou a
influéncia do TTR sobre o teste de resisténcia osmotica. Esses autores
observaram que: quando o espermatozéide é submetido a um moderado choque
térmico (56° C) durante 30 minutos e, em seguida, é exposto ao estresse
hiposmético, sofre alteracdo de membrana e, geralmente, sua taxa de resisténcia
osmotica diminui, comprovando a sensibilidade da membrana espermdtica

durante processos de manipulagdo.
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4.4 Avaliacoes morfoléogicas

4.4.1 Morfologia espermatica

Os valores encontrados para as alteracdes morfoldgicas das células
espermdticas, das amostras de ejaculados, que receberam os diferentes niveis de
CaCl,, estdo apresentados na Tabela 11. Nenhuma das alteracdes morfoldgicas

foram significativas (P>0,05) pelo teste de qui-quadrado.

Segundo Scheid (1993), os limites mdximos observados no ejaculado
suino, para se obter uma boa fertilizacdo sdo assim estipulados: alteragdes de
cabeca, acrossoma e peca intermedidria (5%), alteracdes de cauda espermadtica

(10%) e totais (20%).

Foi observado neste experimento, que independentemente do nivel de
CaCl, utilizado, as amostras dos ejaculados apresentaram mais de 50% de
freqliéncia, para alteracOes de cabeca dentro do limite proposto. Para as
alteracOes de acrossoma e de peca intermedidria mais de 70 e 80%,
respectivamente, das amostras apresentaram até cinco alteracoes. Isto confirma
que 48 horas apds a colheita, estes ejaculados ndo foram influenciados pelas
concentracdes de CaCl,. As alteracGes de cabeca e de peca intermedidria sdo
consideradas primdrias, ou seja, originadas durante o processo de formacgao dos

espermatozoides.

Como observado no teste de viabilidade espermdtica e TRO, em que o
CaCl, nao exerceu efeito sobre a membrana espermadtica, foi verificado também
que este sal ndo foi capaz de exercer influéncia sobre a membrana acrossomica.
Estes resultados confirmam a boa qualidade do sémen processado,
principalmente, quando se considera que essas andlises foram realizadas 48

horas apds a colheita.
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TABELA 11. Valores médios para morfologia espermdtica das amostras dos
ejaculados nos diferentes niveis de CaCl,.

Niveis de CaCl, Alteracdes de cabeca’ Total
(mM) 0-5 6-10 11-21
0 N® 25 9 2 36
% 69,44 25,00 5,56 100,00
25 N 27 5 4 36
’ % 75,00 13,89 11,11 100,00
5.0 N 21 11 4 36
’ % 58,33 30,56 11,11 100,00
75 N® 25 10 1 36
’ % 69,44 27,78 2,78 100,00
Niveis de CaCl, Alteracdes de cauda’ Total
(mM 0-10 11-20 21-33
0 N 16 12 8 36
% 44,44 33,33 22,22 100,00
25 N 12 17 7 36
’ % 33,33 47,22 19,44 100,00
5.0 N® 16 11 9 36
’ % 44,44 30,56 25,00 100,00
75 N® 17 13 6 36
’ % 47,22 36,11 16,67 100,00
Niveis de CaCl, Alteracdes de peca intermedigria” Total
(mM 0-5 6-10 11-16
0 N 31 4 1 36
% 86,11 11,11 2,78 100,00
25 N® 32 2 2 36
’ % 88,89 5,56 5,56 100,00
5.0 N 30 4 2 36
’ % 83,33 11,11 5,56 100,00
75 N® 31 3 2 36
’ %o 86,11 8,33 5,56 100,00
Niveis de CaCl, Alteracies de acrossoma’ Total
(mM 0-5 6-10 11-15 16-20 21-35
0 N 30 5 1 0 0 36
% 83,33 13,89 2,78 0,00 0,00 100,00
25 N® 28 7 1 0 0 36
’ % 77,78 19,44 2,78 0,00 0,00 100,00
5.0 N 30 4 1 0 1 36
’ % 83,33 11,11 2,78 0,00 2,78 100,00
75 N 32 3 0 1 0 36
’ % 88,89 8,33 0,00 2,78 0,00 100,00

“Teste de Qui-quadrado (P>0,05).
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Por outro lado, as alteracdes de cauda espermdtica foram mais elevadas,
sendo que em média, somente 42% das amostras de ejaculados apresentaram
altera¢des dentro do limite preconizado (10%). Isso ocorreu, porque 48 horas
apos a colheita esta estrutura celular é afetada pelas flutuagdes de temperatura,

pH ou de osmolaridade durante a dilui¢do ou no armazenamento.

Neste experimento, independentemente do nivel de CaCl, utilizado, as
amostras dos ejaculados apresentaram mais de 50% de freqiiéncia para
alteracOes de cabecga dentro do limite proposto. Para as alteracdes de acrossoma
e de peca intermedidria mais de 70 e 80% das amostras apresentaram até cinco
alteragcdes. Isto confirma que 48 horas apds a colheita, esses ejaculados ndo
foram influenciados pelas concentracdes de CaCl,. As alteragdes de cabeca e de
peca intermedidria sdo consideradas primdrias, ou seja, originadas durante o

processo de formacao dos espermatozoides.

Como observado no teste de viabilidade espermética e TRO, em que o
CaCl, ndo exerceu efeito sobre a membrana espermadtica, foi verificado também
que esse sal ndo foi capaz de exercer influéncia sobre a membrana acrossomica.
Esses resultados confirmam a boa qualidade do sémen processado,
principalmente, quando se considera que essas andlises foram realizadas 48

horas apds a colheita.

Por outro lado, as alteracdes de cauda espermdtica foram mais elevadas,
sendo que em média, somente 42% das amostras de ejaculados apresentaram
alteracdes dentro do limite preconizado (10%), isso ocorreu, porque 48 horas
apos a colheita esta estrutura celular é afetada pelas flutuagdes de temperatura,

pH ou de osmolaridade, durante a dilui¢do ou no armazenamento.

Na Tabela 12 s@o apresentados os valores obtidos para a morfologia
espermdtica nos diferentes tipos de resfriamento. N@o houve significincia

(P>0,05), pelo teste de qui-quadrado para este parametro.
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TABELA 12. Valores médios para morfologia espermdtica das amostras dos
ejaculados nos diferentes tipos de resfriamento.

Tipo de Alteracdes de cabeca’
. Total
resfriamento 0-5 6-10 11-21
15° C N 33 12 3 48
%0 68,75 25,00 6,25 100,00
o o N® 35 11 2 48
157C/5°C % 72,92 22,92 4,17 100,00
50 C N 30 12 6 48
Y 62,50 25,00 12,50 100,00
Tipo de Alteracées de cauda’
. Total
resfriamento 0-10 11-20 21-33
15° C N® 25 14 9 48
% 52,08 29,17 18,75 100,00
o o N¢ 18 22 8 48
15 €757 C % 37,50 45,83 16,67 100,00
50 C N¢ 18 17 13 48
% 37,50 35,42 27,08 100,00
Tipo de Alteracdes de peca intermediaria”
. Total
resfriamento 0-5 6-10 11-16
15° C N® 41 5 2 48
% 85,42 10,42 4,17 100,00
o o ¢ 39 6 3 48
157C/5°C % 81,25 12,50 6,25 100,00
50 C ¢ 44 2 2 48
% 91,67 4,17 4,17 100,00
Tipo de Alteragdes de acrossoma’
. Total
resfriamento 0-5 6-10 11-15  16-20  21-35
15° C N 40 6 1 0 1 48
% 83,33 12,50 2,08 0,00 2,08 100,00
o o N® 41 7 0 0 0 48
157C/5°C % 85,42 14,58 0,00 0,00 0,00 100,00
50 C N¢ 39 6 2 1 0 48

%o 81,25 12,50 4,17 2,08 0,00 100,00

"Teste de Qui-quadrado (P>0,05).
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As amostras de ejaculados apresentaram mais de 60% de freqiiéncia de
alteracOes de cabeca dentro do limite aceitdvel para uma boa fertilizagdo (5%).
Para as alteracdes de peca intermedidria, mais de 80% das amostras também

apresentaram alteracdes dentro do limite.

Era esperado ocorrer um maior nimero de espermatozdides com
alteracOes de acrossoma, no processo de resfriamento rdpido (5° C), uma vez
que os espermatozoéides suinos sdo muito sensiveis ao estresse térmico. No
entanto, mais de 80% das amostras de ejaculados apresentaram até cinco
alteracdes. Pode-se concluir que o estresse causado pelo resfriamento ndo é

suficiente para promover uma elevada taxa de alteracdo de acrossoma.

Para as alteracdes de cauda espermadtica, foi observado que, quando se
utilizou o processo de resfriamento convencional (15° C), mais de 50% das
amostras apresentaram alteracdes compativeis para serem utilizadas para IA. No
entanto, os processos de resfriamento lento (15° C/5° C) e o rdpido (5° C)
promoveram alteragdes expressivas na cauda espermdtica, sendo que em ambos
somente 37,50% das amostras dos ejaculados apresentaram alteracdes na escala

de 0-10.

Gadea (2005) afirma que a morfologia espermatica é um parametro que
estd relacionado a fertilidade. Na andlise espermdtica, esse parametro fornece
informacdes sobre o ‘“status” da espermatogénese, facilita a selecdo de
reprodutores para os programas de IA e, também, fornece informagdes
complementares sobre estresse sofrido pelos reprodutores suinos durante

sistemas intensivos de colheitas seminais.

O maior valor observado nas alteragcdes morfoldgicas totais das amostras
dos ejaculados ocorreu em decorréncia da maior percentagem de gotas
citoplasmaticas distais observadas nesses ejaculados. Segundo Silveira e lais

(1999), e Scheid (1993) as alteracdes de gota citoplasmatica distal devem ser
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desconsideradas por ndo representarem alteracdes na fertilidade do sémen do

suino.

4.4.2 Teste de integridade do acrossoma

Os valores encontrados neste experimento das alteragdes dos acrossomas
estdo apresentados na Tabela 13. As avaliacdes da integridade dos acrossomas
dos espermatozéides ndo foram significativas (P>0,05), pelo teste de qui-

quadrado para a varidvel nivel de CaCl,.

Neste experimento foram observados valores acima de 80% na escala de
90-100, para acrossomas integros, em ambos os perfodos (6 e 30 horas),
independentemente do nivel de CaCl, utilizado. Isto confirma mais uma vez que
o CaCl, ndo exerceu influéncia sobre a integridade de membrana espermadtica
como verificado no teste de viabilidade espermdtica e TRO e nem sobre a

membrana acrossomica como observado nesta avaliacao.

Reprodutores com qualidade espermdtica similar, apds a colheita, variam
grandemente quanto a resisténcia, a conservagdo in vitro (periodo em que se
mantém motilidade e a integridade do acrossoma ou periodo de viabilidade
espermdtica). Mesmo perdendo a motilidade espermatica o espermatozéide pode
permanecer com o acrossoma integro. Animais com boa resisténcia a
conservagdo apresentam valores de 50 a 60% de motilidade e 80% das células
com acrossoma intacto, no quinto dia ap6s a colheita (dia 1= dia da colheita), em
diluentes como Kiew e BTS (Scheid, 1993). Neste experimento foi observado
que, apds 72 horas de armazenamento houve uma freqiiéncia de 50,69% (Tabela
4) das amostras de ejaculados, que apresentaram valores de 60-90% de
motilidade espermatica e uma freqii€éncia superior a 70% (Tabela 11) de

amostras, que apresentaram acrossomas integros no terceiro dia apds a colheita.

52



TABELA 13. Valores médios obtidos no teste de integridade de acrossoma, das
amostras de ejaculados, nos diferentes niveis de CaCl,, 6 e 30
horas do inicio do armazenamento.

Integridade de acrossoma (6 hs)"

Niveis de CaCl, (mM) Total
50-70 71-90 91-100
N 1 3 32 36
0 % 2,78 8,33 88,89 100,00
25 N 0 3 33 36
’ % 0,00 8,33 91,67 100,00
5.0 N 1 2 33 36
’ % 2,78 5,56 91,67 100,00
75 N 0 4 32 36
’ % 0,00 11,11 88,89 100,00
Niveis de CaCl, (mM) Integridade de acrossoma (30 hs)” Total
40-70 71-90 91-100
N® 1 4 31 36
0 % 2,78 11,11 86,11 100,00
25 N® 0 3 33 36
i % 0,00 8,33 91,67 100,00
5.0 N® 1 1 34 36
’ % 2,78 2,78 94,44 100,00
75 N 0 4 32 36
’ % 0,00 11,11 88,89 100,00

"Teste de Qui-quadrado (P>0,05), 6 e 30 horas do inicio do armazenamento.

Métodos para avaliacdo in vitro da qualidade espermatica como a

integridade de acrossoma e o teste de viabilidade t€m sido desenvolvidos com o

objetivo de predizer a capacidade fertilizante, embora nenhum método tenha

provado ter uma alta correlagdo com a fertilidade (Woelders, 1990).
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Diversos autores tém descrito que o elevado nimero de acrossomas
alterados estd relacionado aos problemas de fertilidade em suinos. Contudo, o
coeficiente de correlagdo entre a integridade de acrossoma e a fertilidade ndo é

alto (Gadea, 2005).

Os valores encontrados para o parametro de integridade de acrossoma
quanto ao tipo de resfriamento a que as amostras de ejaculados foram
submetidas, sdo apresentados na Tabela 14. Ndo houve significancia (P>0,05)

pelo teste de qui-quadrado em fung@o do tipo de resfriamento.

TABELA 14. Valores médios obtidos no teste de integridade de acrossoma, das
amostras de ejaculados, nos diferentes tipos de resfriamento, 6 e
30 horas do inicio do armazenamento.

Integridade de acrossoma (6 hs)"

Tipo de resfriamento Total
50-70 71-90 91-100
N¢ 0 3 45 48
15° C
%0 0,00 6,25 93,75 100,00
¢ 0 3 45 48
15°C/5°C
% 0,00 6,25 93,75 100,00
¢ 2 6 40 48
5°C
%o 4,17 12,50 83,33 100,00
. . Integridade de acrossoma (30 hs)’
Tipo de resfriamento Total
40-70 71-90 91-100
N¢ 0 3 45 48
15° C
% 0,00 6,25 93,75 100,00
N 0 3 45 48
15°C/5°C
%o 0,00 6,25 93,75 100,00
N¢ 2 6 40 48
5°C
%0 4,17 12,50 83,33 100,00

"Teste de Qui-quadrado (P>0,05), 6 e 30 horas do inicio do armazenamento.
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Verificou-se que as amostras de ejaculados mantiveram uma freqiiéncia
acima de 80% nas trés temperaturas de resfriamento. Estes resultados confirmam
mais uma vez que a avaliag@o da integridade de acrossoma € mais adequada para
sémen congelado, como também foi observado no teste anterior (morfologia

espermatica).

Esses resultados estdo de acordo com Ortman & Martinez (1994),
embora amplamente utilizado, o teste in vitro de integridade de acrossoma ndo
fornece uma boa precisdo na avaliacdo da capacidade fertilizante do sémen

resfriado. Esse teste é mais adequado para s€émen congelado.

Os testes in vitro amplamente utilizados para avaliacdo da qualidade
espermdtica sdo associados basicamente a trés caracteristicas: viabilidade
espermdtica, morfologia (estrutura) e funcionalidade dos espermatozdides. Os
testes de fungdo espermadtica in vitro sdo realizados para predizer os resultados
de indmeros processos bioldgicos, incluindo eficiéncia do transporte
espermatico, velocidade do processo de capacitagdo espermadtica, habilidade do
espermatozdide para ligar na superficie do odcito, o processo de reacdo
acrossOmica, a penetracdo na zona peldcida e a fusdo dos nicleos (Xu et al.
1998). Porém, esses testes sdo mais elaborados e consomem um maior periodo

de tempo para avalia¢do da qualidade espermatica.

4.5 Avaliacao do perfil enzimatico

Os resultados da andlise de variancia ndo mostraram efeito significativo
(P>0,05) para o perfil de AAT no plasma seminal. Os valores médios
encontrados para a concentragdo de AAT, no presente trabalho sdo apresentados
na Tabela 15. Neste estudo o estresse causado pelo resfriamento ndo foi
suficiente para promover diferencas nos niveis de AAT liberados, para nenhuma

das trés varidveis analisadas (niveis de CaCl,, tipo de resfriamento e periodo de
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acondicionamento). Esta avaliacdo coincide com o teste de integridade de
acrossoma, que também nao foi influenciado pelos niveis de CaCl, e nem pelos
processos de resfriamento aos quais os ejaculados foram submetidos. Isso
mostra que, para s€men resfriado, a avaliagdo do perfil enzimdtico ndo é um

bom método para predizer a qualidade espermatica de um ejaculado.

TABELA 15. Valores médios para o perfil enzimitico da AAT (Ul/ml) de
acordo com os niveis de CaCl,, tipos de resfriamento e durante o
periodo de armazenamento das amostras de ejaculados.

Niveis de CaCl, (mM) Média
0 2,44 (0,19)
2,5 2,75 (0,19)
5,0 2,75 (0,19)
7,5 2,56 (0,19)
Tipo de resfriamento Média’
15° C 2,55 (0,17)
15° C/5° C 2,70 (0,17)
5°C 2,64 (0,17)
Periodo de armazenamento (horas) Média”
0 2,75 (0,17)
24 2,43 (0,17)
48 2,71 (0,17)

" Nao houve diferenca significativa entre as médias (teste F).

Graham & Pace (1976) e Pursel et al. (1970) citados por Ciereszko et al.
(1990), trabalhando com congelamento de s€men suino, mostraram que hd uma

saida mais intensa de AAT das células espermdticas depois que estas sdo
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submetidas ao processo de congelamento, em relagdo aquelas que s6

processadas para resfriamento.

Borque & Ayllon (1996), trabalhando com sémen de carneiros,
submeteram o0s espermatozdides a um estresse minimo (centrifugacdo da
amostra de s€men fresco) e estresse madximo (congelamento e descongelamento
sucessivos), encontraram um efeito significativo (P<0,01) na atividade
enzimdtica da AAT, depois que os ejaculados foram submetidos ao processo de
estresse méaximo. Estes autores observaram que a AAT aumenta no meio
extracelular, quando o s€émen é armazenado em nitrogénio liquido. Isto mostra
que para sémen resfriado a validade dessa técnica € controversa. Quando as
células espermdticas sao danificadas, as membranas sao inativadas ou destruidas

e o material celular é perdido.

De acordo com Watson (1981), os espermatozéides suinos sdo muito
sensiveis ao choque térmico. Apds serem submetidos a um estresse sofrem perda
de motilidade e integridade da membrana, aumentando a fluidez da membrana e

havendo perdas de proteinas e de pequenas moléculas pelas células.

Ciereszko et al. (1992) realizaram uma pesquisa para avaliar a atividade
enzimdtica da AAT no sémen de reprodutores suinos, utilizando além do plasma
semimal, fluidos da cauda do epididimo e da vesicula seminal. Foi mostrado
nesse estudo que a atividade da AAT no plasma seminal foi 48 vezes menor que
a atividade no fluido da cauda do epididimo e quatro vezes menor que a do
fluido da vesicula seminal. Estes autores afirmaram que a atividade da AAT no
plasma seminal € tdo baixa que é impossivel detectar a enzima pelo método de

eletroforese.

Moreno et al. (2001) avaliaram a motilidade e vigor espermdticos e a
dosagem de AAT no sémen caprino diluido em leite desnatado e no diluente

Fiser. Ao se proceder a dosagem de AAT, constatou-se diferenca significativa
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(P<0,05) entre estes diluentes. No estudo, o sobrenadante do s€émen caprino
diluido com Fiser apresentou menor concentragdo de AAT. Estes autores
concluiram que os pardmetros motilidade e vigor espermaticos ndo devem ser 0s
unicos critérios de avaliagcdo espermatica, contradizendo os resultados obtidos no
presente experimento em que a avaliacdo do perfil enzimdtico da AAT nao

apresentou resultados significativos para s€men suino resfriado.
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CONCLUSOES

Nas condicdes em que este experimento foi realizado pode-se concluir

que:
1. o cloreto de célcio s6 é capaz de manter a motilidade espermadtica.

2. o processo de resfriamento lento substitui o processo convencional sem

afetar a qualidade do s€émen suino.

3. aavaliacdo da AAT ndo € vilida para sémen resfriado suino.
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ANEXOS

ANEXO A Pig.

TABELA 1A. Resumo da andlise de variancia do perfil enzimdtico da AAT
nas amostras de ejaculados. 69
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TABELA 1A. Resumo da andlise de variancia do perfil enzimatico da AAT nas
amostras de ejaculados suino.

FV GL  Quadrado Médio Pr>F
CaCl, 3 0,63 0,59™
Temperatura (TR) 2 0,19 0,82
Tempo de armazenamento (TP) 2 1,08 0,34™
CaCl, * TR 6 0,15 0,98™
CaCl, * TP 6 1,04 0,40™
TR * TP 4 0,68 0,60
CaCl, * TR * TP 12 0,23 0,99™

CV (%) 38,13

P > 0,05= NS - nio significativo
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ANEXO B Pag.

FIGURA 1B. Curva de calibracdo para o cédlculo dos resultados do perfil
enzimatico da AAT. 71
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FIGURA 1B. Curva de calibracdo para o cdlculo dos resultados do perfil
enzimatico
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