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Efeito de diferentes métodos de congelamento, diluentes e tempos de resfriamento
sobre a qualidade do sémen suino criopreservado

Effect of Different Freezing Methods, Extenders and Duration of Freezing
on Quality of Frozen Boar Semen

Ivan Bianchi', Elisangela Mirapalheta Madeira', Augusto Schneider? Viviane Rohrig Rabassa?,
Erico Kunde Corréa’, Thomaz Lucia Jr.' & Marcio Nunes Corréa?

ABSTRACT

Background: Artificia inseminationsin swine are conducted with liquid semen cooled at 15to 18°C for 1to 5 d. Frozen semen
innot routinely used dueto its poor reproductive performance in comparison with cooled semen. In semen freezing protocols,
egg yolk is added to extenders to protect the sperm membrane against cold shock. The cryoprotectant effect of egg yolk is
attributed to the presence of low density lipoprotein (LDL) in its composition. Thus, replacement of egg yolk by LDL in the
composition of extenders may be feasible to reduce cryoinjuriesin sperm cells due to cold shock. During the process of sperm
freezing the cell receive structural and functiona injuries that could impair the fertilization process. Two experiments were
conducted to evaluate the effect of freezing method, extenders and duration of the freezing process.

Materials, Methods and Results: In experiment 1 post-thawing motility of the Westendorf (WE) method was higher (P <0.05)
than Paguignon (PA) method at 10 min (46.0+1.7 and 34.3+1.4, respectively) and 30 min (45.5+2.1 and 32.9+1.3, respectively).
Membrane integrity 10 min after thawing was higher (P <0.05) in WE than PA method (45.2+1.3 and 33.7+2.7, respectively).
In experiment 2 motility 10 min after thawing was higher (P <0.05) in BTS extender (43.0+1.7) than in PIGPEL-5 (34.0+1.7)
and PIGPEL5-LDL (33.0+1.7), aswell as30 min after thawing, being 37.0+1.5for BTS, 32.0+1.5for PIGPEL-5and 31.0+1.5
for PIGPEL5+LDL. There was adifference (p <0.05) in pre-freezing motility between Short and Standard methods at 10 min
(39.0£0.7 and 35.0+1.2, respectively) and 30 min (35.0+0.7 and 32.0+0.9, respectively), but no difference (P >0.05) in
membrane integrity after thawing between Short (40.3+2.4) and Standard (38.7+2.8) methods. The analysis was performed
using the software SAS.

Discussion: Sperm motility and membraneintegrity were greater for the WE method than for the PA method, which can bedue
to the presence of seminal plasma during cooling, since the benefits of the presence of seminal plasma proteins have been
widely reported. In the PA method, the glycerol-based freezing extender was added to semen at 15°C, remaining in contact with
the semen for 60 min before freezing. On the other hand, in the WE method, the glycerol-based freezing extender was added
to semen only at the temperature of 5°C. Thus, the reduced sperm motility and membrane integrity observe in the PA method
may have occurred as a function of the prolonged exposure to glycerol. The presence of a non-penetrating cryoprotectant
(either egg yolk or LDL) during cooling at temperatures greater than 15°C did not benefit sperm moatility and membrane
integrity. That may have been dueto thelow content of both egg yolk and L DL added to the extender (2%) which may not been
enough to ensure cryoprotection. The 120m cooling period up to 15°C was efficient on stabilizing the sperm cells in the
extenders, protecting then against cold shock, which alowed a substantia reduction in the period necessary to complete the
freezing process. The use of WE method associated BTS extender and Short freezing method was the most efficient protocol
for boar semen cryopreservation.

Keywords: artificial insemination, cryopreservation, spermatozoa, low-density lipoprotein, egg yolk.
Descritores: inseminacdo artificial, criopreservacdo, espermatozdides, lipoproteina de baixa densidade, gema de ovo.

Received: June 2010 www.ufrgs.br/actavet Accepted: September 2010

1Ensino, Pesquisa e Servigos em Produgdo de Suinos (PIGPEL), Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), Faculdade de Veterinaria, Campus
Capéo do Ledo, CEP 96010-900 Pelotas, RS, Brasil. 2Nicleo de Pesquisa, Ensino e Extensdio em Pecuéria (NUPEEC), Faculdade de Veterindria,
UFPel. CORRESPONDENCIA: |. BIANCHI [ivanbianci@gmail.com - Fone/Fax: +55 (53)32757561].

1



I. Bianchi, E. Madeira, A. Schneider, et al. 2011. Efeitos de diferentes métodos de congelamento, diluentes e tempo de

resfriamento...

Acta Scientiae Veterinariae. 39(1): 949.

INTRODUGAO

As inseminacdes artificiais (IA) em suinos
realizadas no mundo utilizam sémen diluido e
acondicionado no estado liquido entre 15 e 18°C, por
um periodo de 1 a 5 dias [18]. A técnica de
criopreservacdo de sémen suino ainda € pouco
utilizada, devido aos bons resultados zootécnicos
obtidos com o sémen refrigerado que é comparavel
aos obtidos com a monta natural [18,24,29].

Como alternativas de diluentes utilizados
podem ser citados o Beltsville Thawing Solution (BTS)
e 0 PIGPEL-5. Destes, o diluente PIGPEL-5 foi
desenvolvido para armazenamento do sémen a 5°C
[7].

Nos protocolos de congelamento, a gema de
ovo é adicionada aos diluidores a fim de proteger a
membrana da célula espermatica das injurias
provocadas por baixas temperaturas, especialmente
abaixo de 15°C. O efeito crioprotetor da gema de ovo
€ dado pela fracdo de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) [2]. Assm, a substituicdo da gema de ovo por
LDL na composi¢do dos crioprotetores utilizados
convencionalmente pode ser uma aternativa, visando
diminuir as alteracfes geradas pela criopreservacao.

A maioria dos protocolos de congelacéo
utilizados é baseada no método (WE) [30], no qual o
plasma semina € eliminado, através de centrifugacao,
quando o resfriamento atinge 15°C, ou pelo método
(PA) [23], no qual, imediatamente apds a coleta do
giaculado (36°C), é feita aremogdo do plasma semina
pela centrifugacéo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
de diferentes métodos de congelamento, diluidores e
tempos de resfriamento sobre a qualidade do sémen
suino submetido a criopreservaggo.

MATERIAISE METODOS

Foram realizados dois experimentos com a
utilizagdo de dois machos suinos cruza (Landrace x
Large White) em cada trabalho. Foram coletados em
cada experimento dez ejaculados de cada macho,
através do méodo da méo-enluvada, usando um copo
pléstico protegido por um copo isotérmico recoberto
por gaze, afim de separar a fragdo do gaculado rico
em gel. Somente a por¢do do gaculado com a maior
concentracdo espermatica foi utilizada para
criopreservacdo e o restante descartado.

Apés a coleta de cada ejaculado, a
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concentracdo de células esperméticas foi realizada
através do hematocitémetro [6]. Também foram
avaliados a motilidade (0 a 100%) e o vigor (1-5)
espermatico por microscopia Gtica e de contraste de
fases em aumento de 200x [6].

Experimento 1: Efeito do méodo de congelacdo

Foram comparados dois métodos de
criopreservacdo, Westendorf (WE) e Paquignon (PA).
No método WE, imediatamente apds a coleta do
sémen, uma aliquota de 10 mL da frag&o rica em
espermatozdides foi diluida (1:1, v/v), em tubo conico
de 50 mL, no diluente BTS. A curva de resfriamento
apos a diluicdo inicia foi de 90 min a 20°C e, apbs
180 min, a 15°C. Ao aingir 15°C, o tratamento foi
submetido a centrifugacdo (800 x g por 10 min), para
retirada do plasma seminal. O pellet de
espermatozoides obtido da centrifugacédo foi
resuspenso no diluidor de resfriamento WE (80%, v/
v, de solucdo de lactose a 11%; 20%, v/v, gema de
ovo; pH de 6,1) para uma concentragdo de 1,5x10°
espermatozoides/mL. Apés, 2 mL da solugdo foram
transferidos para tubos conicos de 15 mL, realizando-
se o resfriamento por 90 min a5°C. Aos 5°C, os tubos
conicos com 2 mL de espermatozoides diluidos foram
ressuspensos em 1 mL do diluidor de congelamento
WE (89,5% de diluidor de resfriamento WE + 1,5%
Orvus Ex Paste, Equex-Paste e 9% dlicerol, v/v; pH
de 6,8) para uma concentragdo final de 1,0x10°
espermatozdidessmL e 3% de glicerol. Apos a adicao
do diluidor de congelamento, o sémen foi envasado
em pahetas de 0,5 mL, com concentragdo de 500x10°
espermatozoides/palheta. As pahetas foram
congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor
de nitrogénio liquido por 20 min, sendo ap6s estocadas
em nitrogénio liquido a -196°C.

No método PA os tubos conicos de 15 mL
receberam aliguotas da fragdo rica em células do
gaculado de cada macho, até a concentracdo de 6x10°
espermatozoides/tubo. Estas aliquotas foram
imediatamente centrifugadas a 800 x g por 10 min, a
fim de retirar o plasma semina. Apds a centrifugacéo,
0 pellet foi resuspenso no diluidor de resfriamento
PA (5,67%, vlv, de glicose; 22,5%, viv, de gema de
ovo; pH 6,2), para atingir 4 mL e concentracdo de
1,5 x 10° células/mL. Foi realizada a curva de
resfriamento por 120 min a 20°C e ap6s 180 min a
15°C. Apods atingir 15°C, os tubos conicos com 4 mL
de espermatozoéides diluidos receberam 2 mL do
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diluidor de congelamento PA (91,0% de diluidor de
resfriamento PA + 9,0% glicerol, viv; pH de 6,1), para
atingirem concentracdo final de 1,0x10°
espermatozéides/mL e 3% de gliceral. Feita a adi¢do
do diluidor de congelamento, os tratamentos
permaneceram 60 min a 5°C. O sémen foi envasado
em palhetas de 0,5 mL, com concentracdo de 500x10°
células/palheta, as quais foram congeladas
horizontalmente, 5 cm acima do vapor de nitrogénio
liquido, por 20 min, sendo apds estocadas em
nitrogénio liquido a -196°C.

O descongelamento de ambos os tratamentos
(WE e PA) foi redlizado a 37°C por 20 s, em banho-
maria com circulacdo de agua. As palhetas foram
resuspensas (1:10, v/v) em tubos conicos de 15 mL
em BTS e incubados a 37°C.

A avaiagdo da motilidade espermatica foi
realizada através de microscopia 6tica (200x), 10 e
30 min apds o descongelamento. A avaliagdo da
integridade de membrana espermética foi através de
sondas fluorescentes 10 min gpds o descongelamento.
Utilizaram-se as sondas Diacetato de
Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de Propidio (1P)
[14]. ApGs a avdiagcdo da motilidade espermética aos
10 min pos-descongelamento foi feita a avaliagdo da
integridade de membrana em microscépio de
epifluorescéncia (BX 51, Olympus América INC,
através de excitagdo em filtro BW) sob aumento de
400x. Foram avaliados 200 espermatozéides em uma
mesma lamina e classificadas conforme sua coloracéo
em integros (espermatozdides corados em verde, em
toda sua extensdo) e lesados (espermatozoides corados
em vermelho).

Experimento 2: Efeito do diluente e tempo de
resfriamento

Nesta etapa do trabalho o protocolo de
congelamento utilizado foi o WE conforme descrito
no Experimento 1. Imediatamente apds a coleta do
sémen, uma aliquota de 10 mL da fragdo rica em
espermatozéides foi diluida (1:1, v/v), em tubo conico
de 50 mL, em cada um dos trés diluentes. BTS (sem
crioprotetor), PIGPEL-5 (com crioprotetor a base de
2% de gema de ovo) e PIGPEL-5, com substituicdo
dos 2% de gema de ovo por quantidade equivaente
de LDL (PIGPEL5+LDL). A LDL foi obtida através
de protocolo descrito por [22]. Para cada um dos trés
diluentes, foram feitas duas amostras, considerando
dois tempos de resfriamento. No tempo de

resfriamento denominado Padrdo, apos a diluicdo
inicial em cada um dos trés diluidores de resfriamento,
os frascos permaneciam 90 min a 20 °C e ap6s 180
min a 15°C. No tempo de resfriamento denominado
60 min a 20°C e apos 60 min a 15°C.

Ao atingirem 15°C, os tratamentos foram
submetidos a centrifugagdo (800 x g por 10 min),
para retirada do plasma seminal. O pellet de
espermatozoides obtido da centrifugacdo foi
resuspenso no diluidor de resfriamento WE (80%, v/
v, de solucdo de lactose a 11%; 20%, v/v, gema de
ovo; pH de 6,1) para uma concentragdo de 1,5x10°
espermatozoides/mL. Posteriormente, 2 mL da
solucdo foram transferidos para tubos conicos de 15
mL, realizando-se o resfriamento por 90 min a 5°C,
nos dois métodos de resfriamento (Padréo e Curto).
Aos 5°C, os tubos codnicos com 2 mL de
espermatozdides diluidos foram resuspensos em 1 mL
do diluidor de congelamento WE (89,5% de diluidor
de resfriamento WE + 1,5% Orvus Ex Paste, Equex-
Paste e 9% glicerol, v/v; pH de 6,8) para uma
concentracdo final de 1,0 x 10° espermatozdides/mL
e 3% de glicerol. Apés a adicéo do diluidor de
congelamento, em cada um dos seis tratamentos de
cada macho (trés diluentes e dois tempos de
resfriamento), o sémen foi envasado em palhetas de
0,5 mL, com concentracdo de 500x10°
espermatozoides/palheta. As palhetas foram
congeladas horizontalmente, 5 cm acima do vapor
de nitrogénio liquido, por 20 min, sendo apds
armazenadas em nitrogénio liquido a -196°C até o
descongelamento.

O descongelamento das pa hetas e a avaiacdo
da motilidade e integridade de membrana foi realizado
igual ao descrito no Experimento 1. As pahetas foram
resuspensas nos respectivos diluentes utilizados no
periodo de resfriamento até 15°C (BTS, PIGPEL-5 e
PIGPEL5+LDL).

Anadlise estatistica

Foi feita andlise de varidncia com medidas
repetidas para as variaveis dependentes motilidade
no pré-congelamento e apos o descongelamento (10
e 30 min) e sobre a integridade de membrana no
descongelamento (10 min), incluindo a estimativa do
efeito de cada coleta e o efeito de cada macho dentro
de cada tratamento. A comparacéo de médias foi feita
através do método LSD (least significant difference),
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usando o procedimento GLM (general linear mod-
els) [26].

RESULTADOS

Efeito do método de congelagéo

A motilidade no pré-congelamento para o
método WE (68,3 + 2,1) foi superior (P<0,05) a do
método PA (52,4 + 2,9), como pode ser observada
na (tabela 1).

Edta superioridade do método WE também foi
observada ap6s o descongelamento (P<0,05) aos 10
min (46,0 + 1,7vs34,3+ 14) eaos30 min (455+ 2,1
vs 32,9 £+ 1,3). Em relacdo ao percentual de
espermatozdides que apresentavam membrana integra
apos o descongelamento, o método WE foi superior
(P<0,05) a0 método PA (45,2 + 1,3 vs 33,7 + 2,7,
respectivamente). A correlagdo observada entre as
técnicas de integridade de membrana por fluorescéncia
(CFDA e IP) e matilidade pela microscopia Optica foi
atamente poditiva e significativa (r= 0,73, P<0,05).

Efeito do diluente e tempo de resfriamento

N&o houve interacdo entre os diluentes
e as curvas de resfriamento utilizadas (P>0,05). Antes
do congelamento, observou-se que o sémen diluido
sem a presenca de crioprotetor extracelular durante a
curva de resfriamento até 15°C (BTS) apresentou
motilidade superior (P<0,05) aos tratamentos que
continham crioprotetor, tanto PIGPEL-5 como o
PIGPEL5+LDL.

A substituicdo da gema de ovo por LDL néo
influenciou a motilidade pré-congelamento (P>0,05).
Ainda, a motilidade aos 10 e 30 min apds o
descongelamento foi superior (P<0,05) para o
tratamento utilizando o diluente BTS durante o
resfriamento do sémen até 15°C (Tabela 2), sendo
gue ndo houve diferenca (P>0,05) entre os diluentes
PIGPEL-5 e PIGPEL5+LDL na curva de resfriamento
até 15°C nos dois momentos da avaliagcdo pos-
descongelamento (Tabela 2).

Tabela 1. Motilidade espermética do sémen suino pré e pds-congelamento de acordo com o método de congela

mento utilizado.

Motilidade Espermética

Metodologia congelamento
Pré-congelamento

Pés-descongelamento

10 min 30 min
Média + EPM* Meédia + EPM* Média + EPM*
Westendorf 68,3 +2,1° 46,0 £ 1,7° 45,5 +2,1°
Paquignon 524 + 2,9 343+ 1,4° 329+ 1,3°

abMédias na coluna com letras diferentes diferem estatisticamente (P < 0,05). *EPM (Erro Padréo da Média).

Tabela 2. Matilidade espermética nos diferentes momentos de avaliagdo do sémen suino de
acordo com o diluente utilizado durante o resfriamento até 15°C.

Motilidade Espermatica

Diluente Pés-descongelamento
Pré-congelamento
10 min 30 min
Média + EPM* Média + EPM* Meédia + EPM*
BTS 68 + 0,8 43 + 1,7 37 £ 1,5°
PIGPEL-5 62 +0,8" 34 = 1,7° 32 £ 1,5°
PIGPELS+LDL 63 = 0,8° 33+ 1,7° 31 £ 1,5°

abMédias na coluna com letras diferentes diferem estatisticamente (P < 0,05). *EPM (Erro Padréo da Média).
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Na pré-congelacdo, a motilidade espermatica
ndo diferiu (P>0,05) entre o tempo de refrigeracdo
Padréo (64,2 = 1,5) e o Curto (64,3 + 1,9). Apos
descongelacdo foi observada diferenca na motilidade
(P<0,05) entre os tempos de refrigeracéo Curto e
Padrdo aos 10 min (39 £ 0,7 vs 35 + 1,2,
respectivamente), e aos 30 min (35 + 0,7 vs 32 £ 0,9,
respectivamente). Para integridade de membrana néo
houve diferenca (P>0,05) entre o tempo de
refrigeracéo Padréo (38,7 £ 2,8) e o Curto (40,3
2,4) aos 10 min apbs descongel acdo.

Na avaliacdo da integridade de membrana aos
10 min apds descongelacdo, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos BTS e PIGPEL5+LDL
(48 + 2,4 vs 47 * 1,9, respectivamente), no entanto,
ambos foram superiores (P<0,05) aos resultados de
integridade do diluente PIGPEL-5 (38 £ 2,1).

DISCUSSAO

O fato de que o método WE tenha apresentado
resultados de motilidade e integridade de membrana
superior a0 método PA pode ser atribuida a presenca
de plasma semina durante o periodo de resfriamento.
Efeitos benéficos das proteinas do plasma seminal
sd0 relatados em vérios trabahos [5,12]. H& diferencas
nas proteinas do plasma semina de touros com boa e
ma resposta a congelagdo, sugerindo o estudo dessas
proteinas do plasma como marcadores de
congelabilidade [15], sendo que 0 mesmo pode
ocorrer em suinos [27,28].

No entanto, este efeito € controverso, pois
existem relatos de que a presenca de plasma seminal
€ associada com a maior sensibilidade do
espermatozGide suino ao choque térmico [8], ou que
a remocdo deste ndo interfere na viabilidade pos-
descongelacdo [9]. Ainda existem relatos de que o
plasma semind adicionado a fracéo rica do gaculado,
ndo teria influéncia sobre a qualidade do sémen [4].

Em trabalho utilizando suinos miniatura,
observou-se que o plasma seminal contém fatores que
modificam a célula espermética antes do
congelamento e reduzem a capacidade de penetracéo
no ovacito apds o congelamento [18]. H& efeito
prejudicial do plasma seminal especiamente em
espermatozdides armazenados por pelo menos 6 h
antes da criopreservacdo [21].

Por outro lado, é importante ressaltar que no
método PA, o diluidor de congelamento contendo

glicerol foi adicionado ao sémen a 15°C,
permanecendo durante 60 min antes que do gaculado
ser congelado. Ja no método WE, o diluidor de
congelamento gque contém o glicerol foi adicionado
a0 sémen a 5°C e, imediatamente apds, as amostras
foram congeladas. Portanto, a exposicéo prolongada
a0 glicerol no méodo PA, mesmo que a concentracao
fina nos dois métodos (WE e PA) tenha sido amesma
(3%) pode ter prejudicado a motilidade e a integridade
de membrana plasmética.

O gliceral em determinadas concentragles tem
um potencial efeito citotdxico na célula espermética
em detrimento das suas caracteristicas benéficas como
crioprotetor [29], sendo que protocolos de
criopreservacdo de sémen suino a concentragao
maxima final de gliceral utilizada é de 3% [9,25,30].
Assim, além da comprovada acdo maléfica da
concentragdo de glicerol, possivelmente o tempo de
exposicdo também segja prejudicial a viabilidade da
célula espermética.

Também, o melhor resultado de motilidade
espermética obtido neste estudo é comparavel, ou
mesmo superior [9,13,25,31].

A presenca de crioprotetor extracelular (gema
de ovo ou LDL) durante o periodo de resfriamento
acima de 15°C ndo proporcionou a melhora esperada
na motilidade e integridade de membrana do sémen
submetido a criopreservacdo. A LDL presente na gema
do ovo promove a entrada de fosfalipidio e colesterol
na membrana [2,19], aém de formar um complexo
com as proteinas do plasma seminal, prevenindo a
saida de fosfolipidio e colesterol da membrana
espermdtica.  Os diluentes PIGPEL-5 e
PIGPEL5+LDL, que possuem crioprotetor
extracelular em sua composi¢do, possivelmente ndo
influenciaram a viabilidade espermética a 5°C e no
pés-congelamento, talvez pelo baixo contetdo de
gema de ovo e LDL utilizados na composi¢cdo do
diluente (2%), o que ndo possibilitou intensificar os
mecanismos de protecdo [2,19]. Portanto, uma maior
inclusdo de gema de ovo e LDL pode ser necessiria,
para aumentar a eficacia destes diluentes.

Uma melhora de 5% e 4% na integridade de
membrana para os periodos de incubacdo de 10 e 20
h a 17 °C, respectivamente, em relacdo a incubacéo a
15°C por 3 h [10]. A incubagdo prévia ou diminuicéo
lenta da temperatura foi associada com reducéo na
sensibilidade do gaculado ao resfriamento a 5°C [17].
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Porém, ndo foram observados efeitos na motilidade
pds-congelacdo em funcdo de incubacao pré-
congelamento por 2,5, 3,5 ou 26h [11]. Também ndo
foram observados efeitos sobre a motilidade de
amostras de sémen incubado a 15°C por 3 ou 24h,
ou sobre as taxas de prenhez obtidas posteriormente
com 0 uso do sémen [13]. Neste estudo, o tempo de
120 min para a refrigeracdo até 15°C foi suficiente
para que as células esperméticas se estabilizassem no
diluente, adquirindo resisténcia ao choque térmico, o
gue proporciona uma sensivel redugdo no tempo
necessario para a execugdo do processo de
congelamento. Além disso, devido ao menor tempo de

permanéncia do sémen em temperaturaacima de 15°C,
a producdo de catabdlitos sera menor, em funcdo da
reducdo no metabolismo celular, havendo menor risco de
proliferacdo bacteriana [1].

CONCLUSAO

O método de congelagcdo PA foi associado
com reducdo na motilidade espermética e integridade
de membrana do sémen suino descongelado.
Também, a presenca de crioprotetor externo (gema
de ovo ou LDL) no diluente utilizado durante a curva
de refrigeracéo e a reducdo do tempo necessario para
atingir 15°C, ndo influenciaram a motilidade e

integridade do sémen na descongel agdo.
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