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RESUMO

Foram utilizados vinte e quatro ejaculados de cinco diferentes cachagos na congelagio de sémen suino, sendo doze deles
pré-diluidos em dgua de coco in natura e em Merck I, utilizando a lactose como diluidor de refrigeragdo e de congelacio
(experimento A) e doze pré-diluidos apenas com Merck 1. Apés trés diferentes pré-tratamentos, a dgua de coco in natura
foi utilizada como diluidor de refrigeracio e de congelagio, sendo a lactose utilizada como controle (experimento B).
Seguiu-se a metodologia convencional de congelagdo de sémen desta espécie -Tierirztliche Hochschule Hannover (grupo
1A-1B) e um novo processo com longo periodo de equilibrio (grupos 2A-2B e 3A-3B). A qualidade do sémen descongelado
foi avaliada pela motilidade subjetiva (SMOT), motilidade computadorizada (CMOT) e morfologia das células com borda
apical normal (NAR), apés fixagdo em formol citrato. As porcentagens de espermatozéides com NAR foram 65% (grupo
1A), 71% (grupo 2A) e 75% (grupo 3A) para o sémen pré-diluido em dgua de coco e 60% (grupo 1A), 68% (grupo 2A) e 68%
(grupo 3A) para aquele pré-diluido com Merck [ (experimento A); e 56% (grupo 1B), 68% (grupo 2B) e 73% (grupo 3B) para
o sémen congelado em dgua de coco e 60% (grupo 1B), 68% (grupo 2B e 3B) para o sémen congelado em lactose
(experimento B). Nio havendo, portanto, diferenga estatistica entre os dois pré-diluentes e os dois diluentes de refrigeragio
e de congelagio (p<0,05). Concluiu-se, portanto, que 1) os pré-tratamentos com longo periodo de equilibrio tém melhor
efeito na protegiio do acrossoma do espermatozdide suino e para manter a motilidade espermatica e 2) a dgua de coco como
pré-diluente e diluente para refrigeragiio e de congelagio é semelhante ao Merck I (experimento A) e a lactose (experimento
B), sendo portanto indicado para pré-diluir e congelar s€émen suino.

UNITERMOS: Sémen; Varriios; Congelamento; Diluentes.

INTRODUCAO

utiliza¢@o da dgua de coco como diluidor do s€men
Acaprino ja é estudada hd algum tempo por

pesquisadores brasileiros e jd vem sendo aplicada com
bastante freqiiéncia em criagoes da regiao nordeste do Brasil
com resultados de expressiva significancia. Este diluidor
eliminou o principal problema para o sémen do reprodutor
caprino, resfriado e congelado, que € a acio de enzimas do
tipo fosfolipase A, produzidas pelas glandulas bulbouretrais,
sobre os fosfolipideos dos diluidores, fornecendo como produto
da reacio dcidos graxos e lisolecitinas, que sio téxicos para

os espermatozéides®™ 141516 A dgua de coco in natura, em
gel e sob a forma estabilizada vem sendo testada também em
sémen ¢ embrides de diferentes espécies por diversos
pesquisadores brasileiros*!317.1%192! Diyersos trabalhos tém
sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade dos
espermatozéides & temperatura ambiente, quando adicionados
a diluidores contendo dgua de coco. Sabe-se que os
espermatozdides sao metabolicamente mais ativos em diluentes
adicionados de dgua de coco e de citrato de sédio do que
adicionados de carbonato de zdlcio™. O efeito benéfico da
dgua de coco sobre os espermatozdides ¢é devido inteiramente
a uma fraco neutra que contém varios anions e cdtions, agicar
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livre, sorbitol e inositol, verificando-se que ndo contém
nenhuma substincia desconhecida com propriedades
especiais''. Na espécie suina, os resultados de fertilidade de
fémeas inseminadas com sémen congelado tém ficado abaixo
das expectativas, fornecendo sempre leitegadas de tamanho
menor*’. Uma fragao rica da dgua de coco (JYP), adicionada
ou niao ao diluente BTS, foi testada in vivo na dilui¢io de
sémen suino e os resultados mostraram que a prolificidade
(nascimentos vivos por fémea) foi similar nos diferentes
grupos, tendo a fertilidade nao diminuido quando o JYP foi
adicionado ao diluente BTS*. Os efeitos negativos da
congelacio sobre os espermatozéides de suinos tém sido
também descritos por diferentes autores"*', principalmente
sobre o acrossoma das células e a baixa motilidade pos-
congelagao” . O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro
o efeito da dgua de coco na pré-diluigio do sémen de suinos
antes da congelaciio e como diluente de refrigeraciio e de
congelagiio do sémen de suinos, utilizando-se trés diferentes
pré-tratamentos:

1- Processo convencional de congelagio (Westendorf-
Verfahren modificado pela Escola Superior de Veterindria de
Hannover - grupo 1A e 1B), utilizando-se a fragio rica do
sémen;

2- Processo com longo periodo de equilibrio, utilizando-
se a fragdo rica do s€émen (grupo 2A e 2B);

3- Processo com longo periodo de equilibrio, utilizando-
se o ejaculado completo (grupo 3A e 3B).

MATERIAL E METODO
Local do estudo e animais

Este estudo foi desenvolvido no “Institut fiir
Reproduktionsmedizin da Tieriéirztliche Hochschule Hannover”
- Alemanha, entre os meses de agosto e setembro de 1995
(experimento A) e entre janeiro e fevereiro de 1996 (experimento
B). Foramutilizados vinte e quatro ejaculados de cinco cachagos
das ragas Landrace alemao e Schwiibisch-hiillischen, com idades

Componentes dos diluentes de refrigeragiio e de congelagiio:

variando entre dois e cinco anos.
Colheita, exame e diluicio do sémen

A colheita do sémen foi realizada pelo método da mio
enluvada com ajuda de Phantome. A fase rica e a fase pobre
do sémen foram colhidas em vidros separados, pré-aquecidos
a 35°C, separando-se a secregdo das glandulas bulbouretrais
por gaze estéril. A fase rica do ejaculado foi fracionadaem 3
copos para centrifugagdo, e a fase pobre foi acrescentadaem
um dos copos, no mesmo volume da fase rica. O sémen foi,
entilo, avaliado quanto a aparéncia, volume, concentragao,
motilidade e morfologia'?.

Apos a descongelacio, foi realizado o segundo exame
morfolégico para diferenciar os espermatozdides com borda
apical normal (NAR) e com danos no acrossoma, devido ao
processo de congelacdo. Para este exame, foram utilizados
50 pl de sémen descongelado, fixado em formol citrato, sendo
analisado em microscépio de contraste de fase (Carl Zeiss)
com aumento de 1.200X.

A motilidade do sémen descongelado foi avaliada
subjetivamente em microscépio de contraste de fase (Olympus
BH) e por andlise computadorizada (SM-CMA - Firma
Stromberg-Mika - CMOT, versao 4.1). Para a segunda
avaliaciio da motilidade, foram contadas, no minimo, duzentas
células por amostra de sémen. O exame computadorizado foi
realizado em camara de Makler (Counti chamber MAKLER
- Sefi Medical Instruments), com 10 pm de profundidade.

As células com velocidade abaixo de 10 pm/s foram
consideradas como imdveis, até 25 um/s como de movimento
local e acima de 25 um/s como de movimento retilineo
progressivo.

Ap6s avaliagdo, o sémen foi pré-diluido na proporg¢io
1 + 1 com diluidor Merck I ou dgua de coco in natura filtrada
(experimento A) e apenas com Merck I (experimento B).

Componentes dos diluentes Merck I e dgua de coco in
natura:

Experimento A:

Diluente de refrigeragéao

Diluente de congelacao

Solucao de lactose 80% 74,0%
11 Gema de ovo 20% 18,5%
Equex STM é,g é’;
Glicerina o
Experimento B: Diluente de refrigeragéo Diluente de congelagéo

Solugao de Lactose (11%) ou agua de coco in natura
Gema de ovo

Equex STM

Glicerina

80% 74,0%
20% 18,5%
1,5%
6,0%
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Merck I (g/1000 ml Aqua bidestilada):

D (+) glucose (Monohydrat): 60,0 g
Tri-Citrato de Sédio-2-hidrato: 3,7 g
EDTA:3,7¢

Hidrocarbonato de Sédio 1,2 g
Diidrossulfato de estreptomicina: 0,8 g
Penicilina-G-Sédio: 0,3 g

Agua de coco (g/250 ml Aqua bidest.):
Agua de coco in natura filtrada: 500 ml
Tri-Citrato de S6dio-2-hidrato 5%: 250 ml

Pré-tratamento para congelagao

Apo6s a pré-diluigdo, prosseguiu-se o primeiro pré-
tratamento de congelagdo do sémen suino, modificado pela
Tierdrztliche Hochschule Hannover (grupo 1A e 1B),
permanecendo o sémen em resfriamento a 20°C durante 1,5 h.
Apés este perfodo, o sémen permaneceu a 1 5°C durante 2,5h.
Em seguida, o sémen foi centrifugado a 800 g (3.000 rpm), a
15°C durante 10 minutos, o sobrenadante desprezado e o pellet
ressuspenso com 30 ml do diluente de resfriamento, sendo
estimada a concentracdo.

No método da congelacio com longo periodo de
equilibrio, a fase rica do sémen (grupo 2A e 2B) e o ejaculado
total (grupo 3A e 3B) foram resfriados a 18°C por 4 horas
logo ap6s a pré-dilui¢ao e em seguida submetido ao periodo
de equilibrio, & mesma temperatura, por 16 horas seguidas. O
sémen foi centrifugado a 800 g a 17°C durante 12,5 minutos,
ressuspenso e estimada a concentrac@o.

Uma segunda ressuspensdo foi realizada com o diluente
de refrigeragiio até 2/3 do volume final (1,5 x 10” espermatozéides/
ml). Em seguida procedeu-se a tiltima fase de refrigeracio a 5°C
durante 1,5 h, sendo acrescido o diluente de congelagao até 1/3
do volume final (1 x 10” espermatozé6ides/ml).

Congelacao

O sémen foi envasado em macrotubos de 5 ml
(recipientes plasticos de PVC redondos com medida interna
de 5,4 mm e comprimento de 280 mm) com seringa
descartdvel, conforme o pré-tratamento. As extremidades
foram fechadas com esferas metilicas. Os macrotubos foram
colocados em caixa de isopor de 40 x 30 x 15 ¢cm, durante 20

minutos em vapor de N, (-120°C), e, finalmente, armazenado
em botijao de N, (-96°C).

Descongelacio

Apds, no minimo, uma semana de armazenamento, os
macrotubos foram descongelados, conforme o pré-tratamento,
a 50°C durante 40 segundos, com leve agitacdo. Em seguida,
o sémen foi colocado em frascos plésticos, retirada amostra
para morfologia (50 pl) e rediluido em Merck I a 30°C, na
propor¢ao 1:10.

Apés incubagdo em banho-maria a 38°C durante 10
minutos, o sémen foi avaliado quanto & motilidade subjetiva
e computadorizada a morfologia.

Anilise Estatistica

As varidveis SMOT, CMOT e NAR foram analisadas
pelo procedimento General Linear Models “GLM” - (SAS,
1985). As médias foram comparadas pelo teste t de Student,
sendo consideradas significantes as diferencas para p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tab. | e 2, sao observados os parimetros de
avaliacdo do sémen descongelado. O primeiro se baseou na
motilidade subjetiva SMOT, com valores médios semelhantes
de 55%, 57% e 42%; 55%, 51% e 43% e para os diluentes
dgua de coco e Merck I (Tab. 1) e de 57%, 54%,e 43%;
55%, 51% e 43% para os diluentes dgua de coco e lactose
(Tab. 2), respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica
significativa (p<0,05). E importante, porém, salientar que os
pré-tratamentos com longo periodo de equilibrio apresentaram
melhores resultados que o método convencional. Estes resultados
sao semelhantes aos encontrados por Arruda et al.?.,

Idénticos resultados foram observados para o
pardmetro motilidade computadorizada CMOT (64%, 58%
e 45%) e (62%,58% e 47%) para os diluentes dgua de coco
e Merck I (experimento A), assim como (59%, 54% e 41%)
e 62%, 58% e 47%) para os diluentes dgua de coco e lactose
(experimento B), respectivamente. Estes valores nao
apresentaram diferenga estatistica significativa (p<0,05).

: Tabela 1
Motilidade subjetiva (SMOT) e computadorizada (CMOT) assim como integridade do acrossoma (NAR) de espermatozdides descongelados de
suinos, diluidos previamente em dgua de coco e Merck | (experimento A).

Cachaco Pré-tratamento . SMOT . CMOT . SMOT
(Ejaculados) Ag.coco Merck | Ag.coco Merck | Ag.coco Merck |
% % % % % %
A-E (1 2} Grupo 1A 423 438 45¢ 47¢ 65° 60°
Grupo 2A 572 51a 58¢ 58e 71e 68°
Grupo 3A 550 550 64¢ 62¢ 75' 68"
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Tabela2
Motilidade subjetiva (SMOT) e computadorizada (CMOT) assim como integridade do acrossoma (NAR) de espermatozdides descongelados
de suinos, tendo a dgua de coco e lactose como diluentes de refrigeragiio e congelagio (experimento B).

Cachaco : SMOT CMOT SMOT
Pré-tratamento ; : .
(Ejaculados) © Ag.coco Merck | Ag.coco Merck | Ag.coco Merck |
% % % % Y% %o
A-E (12) Grupo 1A 432 43° 41¢ 47¢ 56° 60°
Grupo 2A 54a 51a 54¢ 58¢ 68° 68°
Grupo 3A 578 550 59¢ 62¢ 73 68!

Letras diferentes na mesma linha e coluna diferem entre si estatisticamente (p<0,05).
Institiit fiir Reproduktionsmedizin — Tierdirztliche Hochschule Hannover —janeiro / fevereiro 1996.

Toniolli* niio encontrou diferengas significativas entre os valores
de motilidade de sémen de suinos nos diluidores dgua de coco
estabilizada e BTS, embora tenha o autor trabalhado apenas
com sémen resfriado.

Outro resultado que deve ser considerado é a porcentagem
de c€lulas com acrossoma intacto, ou seja, com borda apical
normal (NAR) com valores de 75%, 71% e 65% para o sémen
pré-diluido com dgua de coco e 68%, 68% e 60% para aquele
pré-diluido em Merck I (experimento A) e valores de 73%, 68%
e 56% para o s€émen congelado com dgua de coco e 68%, 68%
e 60% para o sémen congelado com lactose (experimento B).

Embora nao havendo diferenca estatistica significativa, a
melhor taxa de NAR com dgua de coco nos dois experimentos
indica a possibilidade do uso deste diluente em novas pesquisas
in vivo com sémen de suinos, diminuindo assim os custos de
importa¢do de outros diluentes para o sémen de suinos. Na
literatura consultada, ndo foram encontradas referéncias sobre
aporcentagem de espermatozéides com NAR apds a congelagiio

do sémen de suinos com dgua de coco.
CONCLUSOES

[- A maior porcentagem de espermatozoides com NAR
no sémen pré-diluido em dgua de coco (experimento A) e
porcentagem idéntica no s€émen congelado em dgua de coco e
lactose (experimento B) sdo de grande importincia para as
pesquisas de congelagdo de sémen de suinos, pois ficou
comprovada a maior protecio deste diluidor & sensivel membrana
plasmdtica dos espermatozoides, durante o processo de
congelagio;

2- A motilidade pés-descongelacio foi semelhante para
ambos os diluidores, sendo, portanto, a dgua de coco indicada
para a pré-dilui¢@o ou a congelagiio de sémen suino;

3- Maiores estudos sdo necessdrios para melhorar os
resultados com a dgua de coco, principalmente realizando-se
testes in vivo.

SUMMARY

Twenty-four ejaculates were collected from five boars [or the conventional freezing procedure at the Veterinary School of
Hannover (group 1A-1B) and for an extended holding time procedure (group 2A-2B and 3A-3B). The semen were prediluted
in two different diluents, coconut water in natura and Merck I medium before freezing (experiment A) and prediluted only
with Merck I, but cooling and freezing with coconut water in natura or lactose (experiment B). The semen were arranged into
three groups according to the different holding periods before freezing, group 1A-1B (sperm-rich phase, preserved for 4
hours by 15°C), group 2A-2B (sperm-rich phase, preserved for 16 hours by 13°C) and group 3A-3B (total semen, preserved
for 16 hours by 18°C). The quality of the thawed boar spermatozoa was evaluated by subjective motility (SMOT),
computerassisted motility (Cell Motion Analyser, Strémberg-Mica - CMOT) and morphology of acrosomal ridges (NAR)
after fixation in formol citrate. The acrosomal integrity (NAR) was 65% (group 1A), 71% (group 2A) and 75% (group 3A) lor
semen prediluted with coconut water and 60% (group 1A), 68% (group 2A) and 68% (group 3A) for semen prediluted with
Merck I medium, respectively (experiment A); and 56% (group 1B), 68% (group 2B) and 73% (group 3B) for semen {reezing
with coconut water diluent, and 60% group 1B), 68% (group 2B and 3B) for semen {reezing with lactose (experiment B). Thus,
did not differ significantly (p<0.05) between both pre-diluents and both freezing diluents. However, the post thaw motility
by both SMOT and CMOT and the acrosome integrity (NAR) were significantly higher (p<0.05) in the semen preserved for
extended holding time (group 2A-2B and 3A-3B) than those for short time (group 1 A-1B). It is concluded that the extended
holding time has a better effect to protect acrosome of boar spermatozoa and also maintain sperm motility. Therefore,
preserving boar semen for longer period before freezing is indicated for subsequent research on in vitro research with boar
semen, And because the results using coconut prediluent and diluent were similar to that using Merck I medium (experiment
A) and using lactose (experiment B), it is also indicated to use coconut for diluent and for freezing boar semen.

UNITERMS: Semen; Boar; Freezing; Diluents.
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