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RESUMO

A capacidade fecundante dos espermatozoides pode ser avaliada, em parte, pelo teste
de termorresisténcia (TTR), por meio da submissao de uma aliquota da dose a um periodo de
incubacdo pré-estabelecido, a temperatura de 38°C, no intuito de mimetizar as condi¢bes do
trato reprodutivo da fémea. No entanto, a escassez de estudos que avaliem as condicGes ao
longo do TTR dificulta a elucidacdo das alterac6es sofridas pela dose inseminante logo apds a
inseminacdo até o momento da fusdo com o odcito. Dessa forma, o presente trabalho teve o
objetivo de avaliar as oscilacdes de pH de doses inseminantes ao longo do TTR, a fim de
correlaciond-las com alteracbes de motilidade, integridade de membrana plasmatica,
integridade de acrossoma e presenca de aglutinacdes. Trinta e trés ejaculados foram diluidos
em Androstar Plus®, armazenados a 17°C e avaliados 48h ap6s o envase (AntesTTR), apds 30
min e 300 min de incubacdo a 38°C. No geral, houve decréscimo da motilidade total no
momento 300 min (P < 0,01) e da motilidade progressiva no momento 30 min (P <0,01). O pH
das doses teve aumento ao longo do TTR (P <0,01). Além disso, os machos foram classificados,
de acordo com a motilidade progressiva AntesTTR em classe Baixa (motilidade progressiva
<70%), Média (>70% - <80%) e Alta (>80%). Doses da classe Baixa apresentam menor
motilidade total e progressiva em todos os momentos do TTR do que a classe Média e Alta (P
<0,05), além de maior queda de motilidade ao longo do TTR. Houve interag¢do entre classe de
machos e momento para o pH (P = 0,03), em que doses da classe Baixa apresentaram aumento
de pH no momento 30min (P < 0,05), enquanto doses Média e Alta apresentaram aumento em
300min (P < 0,05). A integridade de membrana plasmatica foi influenciada pelo momento do
TTR e classe. Houve diminuicdo das células com membrana integra em 300min para todas as
classes (P = 0,03). Machos da classe Baixa apresentaram menor integridade de membrana
plasmatica do que machos da classe Média e Alta (P < 0,01). A integridade de acrossoma sofreu
influéncia do momento (P = 0,04), sem efeito de classe ou interacdo dos fatores. A gravidade
das aglutinacfes aumentou apo6s 300 min de TTR (P < 0,05) e foi maior na classe de Baixa (P
< 0,01). Dessa forma, os resultados sugerem que o TTR tem um papel fundamental na
diminuigdo da qualidade espermatica e no aumento do pH; porém, com diferenca entre classes
de machos.

Palavras-chave: Acrossoma. Membrana Plasmatica. Sémen Suino. Qualidade de Doses.



ABSTRACT

The fertilizing capacity of spermatozoa can be evaluated, at least in part, by the
thermoresistance test (TRT), by submitting an aliquot of the sperm dose to a pre-established
incubation period, at 38°C, to simulate the conditions of the female reproductive tract. However,
limited studies evaluating the conditions during the TRT make it difficult to elucidate the
alterations suffered by the semen dose right after insemination until the moment of fusion with
the oocyte. Thus, the present study aimed to evaluate the pH oscillations of semen doses
throughout the TRT, to correlate them with changes in motility, plasma membrane integrity,
acrosome integrity, and the presence of agglutinations. Thirty-three ejaculates were diluted in
Androstar Plus®, stored at 17°C, and evaluated 48h after filling (pre-TRT), after 30 min and
300 min of incubation at 38°C. Overall, there was a decrease in total motility at time 300 min
(P < 0.01) and progressive motility at time 30 min (P < 0.01). The pH of the doses increased
along the TRT (P < 0.01). Furthermore, males were classified, according to the pre-TRT
progressive motility into Low (progressive motility <70%), Medium (>70% - <80%) and High
(>80%). Doses from the class Low showed lower total and progressive motility at all times of
the TRT than the classes Medium and High (P < 0.05), in addition to a greater drop in motility
throughout the TRT. There was an interaction between the class of boars and TRT time for pH
(P =0.03), in which doses from the class Low showed an increase in pH at the 30min time (P
< 0.05), while classes Medium and High showed an increase in 300min (P < 0.05). Plasma
membrane integrity was influenced by TRT timing and class. There was a decrease in cells with
intact membranes at 300min for all classes (P = 0.03). Class Low had lower plasma membrane
integrity than classes Medium and High (P < 0.01). Acrosome integrity was influenced by TRT
timing (P = 0.04), without significant effect of class or the interaction between the main factors.
The severity of agglutinations increased after 300 min of TRT (P < 0.05) and was greater in the
class Low (P < 0.01). Thus, the results suggested that TRT plays a key role in decreasing sperm
quality and increasing pH; however, with differences between classes of boars.

Key-words: Acrosome. Plasma Membrane. Boar Semen. Semen Doses Quality.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura moderna usa inseminacao artificial (IA) como parte integrante do
manejo reprodutivo. A ampla disseminacédo da IA se deve, em grande parte, ao surgimento de
linhagens genéticas e a qualidade exigida pela industria de carne (BORTOLOZZO; WENTZ;
DALLANORA, 2018). Mas para que a IA ocorra de maneira correta e efetiva, é de extrema
importancia que a qualidade das doses inseminantes utilizadas no processo sejam asseguradas,
sendo livres de contaminantes, tendo boas propriedades de armazenamento, capacidade de
fecundacdo e sendo de alto valor genético (COLENBRANDER; FEITSMA; GROOTEN,
1993).

Nesse sentido, a avaliacdo do ejaculado, para posterior producdo de doses inseminantes,
deve incluir a mensuracdo do volume, concentracdo espermatica, motilidade e morfologia.
Além disso, como forma de assegurar a qualidade das doses durante todo o periodo de
armazenamento, alguns testes in vitro podem ser realizados. Dentre eles, destacam-se a
avaliacdo de motilidade e concentracdo, integridade de membrana plasmatica, integridade de
acrossoma e o teste de termorresisténcia (TTR) (SCHULZE et al., 2018). Apesar de ndo ser
utilizado com frequéncia nas centrais produtoras de sémen (CPS), o TTR é um aliado na
avaliacdo seminal e apresenta um papel importante na previsdo da fertilidade do sémen, uma
vez que simula a capacidade de sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutor
feminino (TARDIF et al., 1999).

Outro fator que pode afetar a qualidade das doses inseminantes sdo as oscilacGes de pH,
uma vez que o pH intracelular do espermatozoide esta diretamente relacionado ao pH do meio
em que 0 mesmo se encontra, logo, alteracbes no meio s@o capazes de influenciar
consideravelmente a qualidade espermatica (GATTI et al., 1993).

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade das doses de sémen
suino submetidas ao TTR de acordo com as mudancas de pH apresentadas e as alteracGes

espermaticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Inseminacdo Artificial

2.1.1 Sémen in natura e doses inseminantes

A utilizacdo do sémen suino em biotécnicas da reproducdo vem sendo estudada desde o
século passado. Os primeiros eventos de inseminacdo artificial (1A) em suinos foram realizados
por llya lvanov na Russia e ocorreram por volta do século 30 (JOHNSON et al., 2000). No
entanto, a evolugdo da tecnologia foi lenta, sendo pouco utilizada ao longo das décadas de 60 e
70. Foi somente nos anos 90 que o emprego da técnica ganhou forga, e passou de menos de 5%
em 1986, para 30% em 1996 chegando a 50% em 1998 (LAMBERSON; SAFRANSKI, 2000).
No Brasil, a IA em suinos comecou a se desenvolver no ano de 1975 em cria¢des da regido sul
do pais, devido a mudangas estruturais na criacdo brasileira de suinos (BORTOLOZZO;
WENTZ, 1997). Apesar das limitagdes de infraestrutura da época, a 1A em suinos foi se
disseminando pelas empresas comerciais e, no ano de 2000, o emprego da técnica ja era uma
realidade em quase todo o mundo, tendo aproximadamente 48% de todas as matrizes suinas
inseminadas (JOHNSON et al., 2000). Atualmente, a IA ¢é a pratica mais aplicada na reprodugao
suina e estima-se que nos maiores paises produtores de suinos, 90% das fémeas ou mais sejam
inseminadas (WABERSKI et al., 2019). Apesar da notavel variagdo entre paises, o nivel de
fertilidade alcangcado com a I A pode ser atribuido ao avanco da tecnologia na producéo de doses
inseminantes, que permitiu monitorar e controlar a qualidade do sémen, melhorando assim o
desempenho reprodutivo (WABERSKI et al., 2019).

A avaliacdo das doses inseminantes é de extrema importancia para que a inseminacgao
artificial ocorra de maneira adequada e surta os efeitos esperados. Por isso, um rigoroso padrao
de avaliacéo deve ser estabelecido, a fim de garantir que as doses atinjam o0 padrao de qualidade
esperado. O exame convencional do ejaculado em granjas comerciais visa avaliar a capacidade
de fertilizacdo do macho, incluindo a determinagéo da concentragao, viabilidade, motilidade e
morfologia espermatica (TSAKMAKIDIS; LYMBEROPOULOS; KHALIFA, 2010). Cerca de
99% das inseminacg0es realizadas séo feitas com sémen suino diluido e armazenados a uma
temperatura de 15-20°C (JOHNSON et al., 2000). Os diluentes além de serem substancias que
permitem obter multiplas doses de um Unico ejaculado (ESTIENNE; HARPER; DAY, 2007),

também visam manter 0s espermatozoides vidveis até 0 momento da inseminacdo e tém como
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fonte primaria de energia a glicose (BORTOLOZZO et al., 2005). Os diluentes podem ser
classificados de acordo com sua capacidade de preservar as células espermaticas, podendo ser
de curta duracdo (1-2 dias), média duracdo (3-4 dias) ou longa duracdo (7-10 dias)
(KARAGEORGIOU et al., 2016). Eles devem apresentar substincias tais como nutrientes
fornecedores de energia, protetores contra 0s choques de temperatura, tampdes para o controle
do pH, controladores de pressdo osmatica e antibidticos para inibir o crescimento bacteriano
(PEZO et al., 2019). A correta preparacdo e o tipo de diluente usado para a diluicdo dos
ejaculados sdo condicbes importantes para a correta preservacao e garantia da qualidade do
sémen durante o armazenamento (SCHULZE; JUNG; HENSEL, 2022). Considerando-se um
total de aproximadamente 2 milhdes de fémeas suinas no plantel brasileiro tecnificado, estima-
se que cerca de 12 milhGes de doses de sémen sejam produzidas anualmente. Desta forma, para
garantir bons resultados com a realizacdo da IA, é necessario assegurar a qualidade minima das
doses de sémen (ABPA, 2022).

2.2  Avaliacgao in vitro da qualidade espermatica

2.2.1 Motilidade e concentracdo espermatica

O sémen possui varias caracteristicas microscopicas e macroscopicas que devem ser
avaliadas a fim de garantir bons resultados na hora da inseminacdo, sendo as principais
caracteristicas: a cor, o odor, o volume, o pH, a concentracdo, a morfologia e a motilidade
espermatica. A motilidade é um dos principais parametro de avaliacdo da qualidade do sémen,
uma vez que € uma medida indireta da viabilidade espermatica e apresenta importantes
caracteristicas a serem usadas para avaliar o potencial dos espermatozoides para se mover
através do trato genital feminino e penetrar o o6cito (FOXCROFT et al., 2008). A avaliacdo de
motilidade pode ser realizada por meio da utilizacdo de métodos convencionais, utilizando-se
microscopio de luz, ou por meio de sistema computadorizado de avaliacdo de sémen (CASA,
Computer-Assisted Sperm Analysis) (DIDION, 2008). A utilizacdo de sistema CASA, nas
avaliacbes de motilidade e concentragdo espermaética, proporciona o aumento da acuracia e
padronizacdo das andlises. Flowers (1997) concluiu que os valores de motilidade espermatica
entre 66,2% e 94,7 %, ndo alteraram as taxas de parto e o tamanho das leitegadas; dessa forma,
preconiza-se que as doses sejam produzidas a partir de ejaculados com pelo menos 70% de
motilidade total. Além disso, é necessario monitorar a motilidade das doses produzidas
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considerando os efeitos de seu transporte e armazenamento, uma vez que O processo do
transporte pode gerar danos as células espermaticas dependendo de como for realizado
(SCHULZE et al., 2018).

Além dos padrdes de motilidade, a determinacdo da concentracdo espermatica é
essencial para avaliacdo da qualidade do ejaculado, uma vez que € um parametro quantitativo
que, aliado ao volume, permite calcular o nimero de doses a serem produzidas por um certo
ejaculado (BORTOLOZZO et al., 2005). Dentre as principais maneiras de fazer a analise da
concentracdo espermatica, destacam-se a contagem direta em camera hemocitométrica,
fotocolorimetria, espermodensimetro, contagem eletrénica de particulas ou pelo sistema CASA
(MELLAGI et al., 2019). Apesar das técnicas de contagem de células serem consideradas mais
confiaveis para a adequada mensuracdo das amostras (VIANNA et al., 2004), elas perdem
espaco dentro das centrais de producdo de sémen por serem mais demoradas quando
comparadas a outros métodos de avaliacdo. O método mais frequentemente utilizado entre as
CPS é a analise com o uso do sistema CASA (BROEKHUIJSE et al., 2012) que proporciona o

aumento da acuracia e padronizacao das analises.

2.2.2 Morfologia espermatica

A morfologia espermatica, associada com a avaliagdo da concentracdo e motilidade séo
0s principais componentes da avaliacdo rotineira da qualidade do sémen suino
(SUTKEVICIENE et al., 2009). Este exame tem como objetivo a avaliacdo qualitativa das
células espermaticas a fim de determinar o percentual de alteracbes morfolégicas que os
espermatozoides podem apresentar (BORTOLOZZO et al., 2005). O ejaculado de reprodutores
suinos normalmente apresenta uma certa quantidade de espermatozoides que irdo apresentar
alguma anormalidade morfoldgica. Porém, um impacto significativo sobre a fertilidade é
observado apenas quando as alteragcbes excedem o limite considerado aceitavel (JUNG;
RUDIGER; SCHULZE, 2015). As alteracdes dos espermatozoides observadas no exame
podem ser denominadas como alteragdes primarias, secundarias ou terciarias, dependendo da
sua origem. As alteraces primérias consistem em alteragdes produzidas no testiculo durante a
espermatogénese ou espermiogénese; as secundarias sdo aquelas que acontecem no epididimo
durante a maturacdo do espermatozoide e as terciarias sdo aquelas provenientes devido a
manipulagdo do sémen (preparacdo de doses seminais, refrigeracdo) (BONET; BRIZ; YESTE,
2012). Segundo o Manual para Exame Androlégico e Avaliagdo de Sémen Animal do Colégio
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Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 2013), os parametros considerados normais para o
sémen refrigerado sdo de até 20% de alteracBes morfoldgicas totais. Quando separadas por
regido do espermatozoide, preconiza-se que haja no maximo até 5% de alteracdes de cabeca,
colo, acrossoma e peca intermediaria, e 10% para gota citoplasmatica proximal e defeitos de
cauda dobrada ou enrolada (MELLAGI et al., 2019). Existem inUmeras razdes para
subfertilidade ou infertilidade em suinos que podem ser atribuidas a qualidade do sémen
(BONET, 1990), portando, para avaliar adequadamente a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides, € necessario determinar se as células espermaticas apresentam parametros

adequados e alteracdes morfoldgicas dentro dos limites aceitaveis.

2.2.3 Integridade de membrana plasmatica e de acrossoma

A avaliacdo da integridade da membrana plasmética € um ponto importante na avaliacdo
in vitro dos espermatozoides e pode garantir informagdes importantes sobre a qualidade
seminal. O aumento na permeabilidade da membrana torna o espermatozoide incapaz de manter
a concentracdo intracelular necessaria e impossibilita o correto funcionamento da célula, e por
iss0, a presenca de uma membrana celular intacta é crucial para o adequado comportamento da
célula espermatica (BORTOLOZZO et al., 2005). Os métodos de avaliagdo se fundamentam
na capacidade das membranas plasmaticas impedirem ou ndo a entrada de determinados
corantes ou sondas fluorescentes no interior da célula espermética (SILVA; GADELLA,
2006).0 uso de corantes especificos para a microscopia 6tica como por exemplo a eosina-
nigrosina e a azul de bromofenol foram muito utilizados para detectar os espermatozoides
viaveis e ndo viaveis quanto a permeabilidade das membranas, porém, como esses métodos se
provaram inapropriados, outras técnicas mais eficazes foram desenvolvidas a fim de substituir
os corantes convencionais (BONET; BRIZ; YESTE, 2012). Dessa maneira, a técnica de
coloragdo utilizando corantes ou sondas fluorescentes ganhou espaco na avaliacdo de
membrana plasmatica; porém tornou necessaria a utilizagdo do uso de microscépio de
fluorescéncia ou citdmetro de fluxo (JOHNSON et al., 2000). H& uma grande variedade de
substancias de coloracdo fluorescente para testar essa integridade, como o iodeto de propidio
(PI), diacetato de carboxifluoresceina, SYBR-14 e Hoechst 3358 (GADEA, 2005). Além de
existir a possibilidade de combinar as sondas entre si para trazer resultados ainda melhores na

avaliacdo da membrana plasmaética, esse tipo de técnica traz vantagens na hora da anélise, uma
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vez que automatiza o processo através da citometria de fluxo e torna a avaliagcdo mais rapida
(BORTOLOZZO et al., 2005).

A analise da membrana acrossomal é uma avaliacdo que pode ser utilizada como
indicativo da viabilidade espermatica e da qualidade do armazenamento das doses de sémen
(JOHNSON et al., 2000). Por ser parte fundamental do processo de fecundacao, espera-se que
0 acrossoma dos espermatozoides esteja intactos para fecundar o o6cito de maneira adequada.
Degeneracdes ou danos ao acrossoma podem significar a perda da capacidade fecundante,
causando um impacto importante na qualidade seminal. O acrossoma pode ser avaliado
conjugando lectinas com fluorocromos (BONET; BRIZ; YESTE, 2012), sendo que, aqueles
espermatozoides que tiveram seus acrossomas reagidos fixardo a lectina fluorescente
(BORTOLOZZO et al., 2005). Além disso, o acrossoma também pode ser avaliado atraves da
fixacdo de amostras em solucdo de formol-citrato de sodio e analisado com o auxilio de
microscopia de contraste de fase no aumento de 1000x, a fim de avaliar individualmente as
células em busca de defeitos no acrossoma, como por exemplo acrossomas reagidos, com
defeitos ou ausentes (PURSEL; JOHNSON; RAMPACEK, 1972).

2.2.4 pH das doses de sémen

O pH do sémen da espécie suina é levemente alcalino, e variaem torno de 7,3a 7,9 (AX
et al., 2016). O pH intracelular do espermatozoide esta diretamente relacionado ao pH do meio
em gue 0 mesmo se encontra, logo, alteracdes no meio sdo capazes de influenciar
consideravelmente a qualidade espermatica (GATTI et al., 1993). As varia¢des de pH sdo muito
importantes durante o preparo das doses, pois tém o potencial de influenciar na longevidade. O
pH pode ser influenciado de acordo com o nivel de contaminag&o das doses e também conforme
0 metabolismo espermatico, sendo que tanto 0 aumento quanto a diminui¢do do pH podem levar
a consequéncias negativas que irdo diminuir a qualidade da dose produzida. A diminuicdo do
pH pode ser um indicativo de contaminacao bacteriana (ALTHOUSE et al., 2000), uma vez
que as bactérias produzem &cido lactico durante seu metabolismo e 0 aumento da concentracao
dessa substancia pode levar a redugdo do pH do meio, reduzindo tanto o metabolismo, quanto
a motilidade do espermatozoide (GADEA, 2003) e consequentemente comprometendo a
qualidade das doses. Ja 0 aumento do pH, normalmente pode ser causado pela perda de CO-
para 0 ambiente e esta diretamente ligado a quantidade de ar presente dentro da embalagem da
dose de sémen (VYT et al., 2007).
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O metabolismo glicolitico do espermatozoide leva a redugéo do pH intracelular e, como
resultado, & supressdo do metabolismo celular. O &cido latico é o principal metabolito desse
processo e pode ser utilizado como indicador da qualidade do sémen (RIGAU et al., 1996).
Dessa forma, se torna necessaria a adi¢do de tamponantes para auxiliar no controle do pH das
doses inseminantes. Os tampdes utilizados podem ser o bicarbonato e o citrato de sodio, que
sdo mais simples e apresentam uma capacidade tamponante limitada ou tampdes mais
complexos como o Hepes e o Tris que podem fazer o controle do pH em uma faixa mais ampla
(GADEA, 2003). Sendo assim, a correta escolha e preparacao dos diluentes podem ser pontos
chaves para evitar os efeitos prejudiciais que a oscilacdo de pH possa trazer para a preservagao

do sémen.

2.2.5 Teste de termorresisténcia

Além da andlise de motilidade convencional, também é possivel avaliar a qualidade das
doses inseminantes a partir do teste de termorresisténcia (TTR). O TTR é utilizado com intuito
de avaliar a capacidade de sobrevivéncia dos espermatozoides no trato reprodutor feminino
(TARDIF et al., 1999), uma vez que a motilidade é um atributo importante para o deslocamento
espermatico no trato reprodutivo e para a penetracdo no oécito. A termorresisténcia pode indicar
a capacidade do espermatozoide de suportar o estresse térmico presente na tuba uterina da
fémea, e assim desempenhar um papel importante na previsdo da fertilidade do sémen
(SCHULZE et al., 2019).

O teste é realizado a partir da incubacdo de uma amostra de dose de sémen a uma
temperatura de 37°C por 180 min (LARSSON; ERSMAR, 1980), a 42,5°C por 45 min (FISER
et al., 1991) a 38°C por 120 min (MENEGAT et al., 2017)ou 38°C podendo ser analisando
ap6s 30 min e 300 min de incubacdo (SCHULZE et al., 2019). Apds esse tempo, 0s
espermatozoides com um metabolismo funcional estardo moveis e apresentando uma
motilidade adequada para a fecundacao. O sistema CASA é um poderoso aliado para avaliar e
determinar a resisténcia dos espermatozoides ao estresse térmico durante o teste de TTR
(SCHULZE et al., 2021), mas por ser um teste que demanda um certo tempo devido ao
seu longo periodo de incubacéo, ele ndo é rotineiramente utilizado nas CPS. Sua utilidade
basicamente é aplicada a trabalhos experimentais, podendo ser util para elucidar diversos
aspectos, como por exemplo o impacto do estresse oxidativo sobre 0s parametros espermaticos
(MENEGAT et al., 2017) ou até mesmo para avaliar o efeito das células espermaticas mortas
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na qualidade final do sémen de suinos (QUIRINO et al., 2022b), entre tantas outras
possibilidades.

Assim como descrito em outras espécies, bovinos e equinos (MACEDO et al., 2021;
TALINI et al., 2019), a motilidade durante 0 TTR diminui conforme aumenta o tempo de
incubacéo. Acredita-se que a diminui¢do da motilidade esteja relacionada com o fato do TTR
proporcionar a reativacdo do metabolismo normal dos espermatozoides, ocasionando no
consumo de fontes energéticas presentes no diluente e gasto de energia celular (JONES;
BAVISTER, 2000).

2.2.6 Aglutinagdes espermaticas

A aglutinacdo espermatica é um fendmeno frequentemente encontrado no sémen suino
(BOLLWEIN et al., 2004). Geralmente sdo ocasionadas pelo contato cabeca a cabeca e
classificadas de acordo com o nimero observado por campo no microscépio. Durante a
avaliacdo sdo atribuidos escores que variam de 0 a 3 de acordo com o numero de aglutinacdes
observadas em um campo, podendo variar de acordo com o aumento utilizado e a abertura do
campo do microscopio. Dessa maneira, quando uma amostra apresentar auséncia de
aglutinacdes é atribuido o grau 0. Quando o nimero de aglutinacdes é de 1 a 2, 3 a5 e >6 por
campo sdo atribuidos graus de |, 2 e 3, respectivamente (BORTOLOZZO et al., 2005).

Embora o conhecimento sobre a area ainda seja escasso, alguns autores realizaram
trabalhos experimentais a fim de descobrir as possiveis causas das aglutinacdes (ALTHOUSE
et al., 2000; HARAYAMA et al., 1994). Ainda que a aglutinacdo tenha um efeito negativo
claro sobre a motilidade espermética, (BOLLWEIN et al., 2004) ndo encontraram efeitos da
aglutinacdo sobre a fertilidade e relatam que esse efeito ndo foi encontrado, pois as aglutinacgoes
foram desfeitas apos a dilui¢do. Portanto, é fundamental que a analise seja realizada apos a

diluicéo.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar as modifica¢fes da qualidade das doses
de sémen suino submetidas ao TTR, em termos de pH e alteraces espermaticas. Alem disso,
buscou-se comparar o desempenho ao TTR de diferentes classes de machos de acordo com a
motilidade progressiva inicial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Animais e Instalagdes

O ejaculado de 33 reprodutores suinos (AGPIC 337® - Agroceres PIC, Patos de Minas,
MG, Brasil), da Associacdo de Criadores de Suinos do Rio Grande do Sul (ACSURS — Estrela,
Rio Grande do Sul), foi utilizado no experimento. Os animais tinham 13,3 £ 3,8 meses de idade
(média = DP) e eram alojados em gaiolas individuais. Todos os machos eram rotineiramente
coletados para producdo de doses de sémen, alimentados com dieta comercial a base de milho
e farelo de soja (média de 2,5 kg/dia: 3,02 Mcal/kg energia metabolizavel aparente, 19,68%

proteina bruta e 1,07% lisina total), com acesso ad libitum a agua.

4.2  Coleta e processamento de sémen

Cada ejaculado foi obtido por sistema semiautomatico de coleta (BoarMatic, Minitub
GmbH, Tiefenbach, Alemanha) e, posteriormente, pesado e analisado quanto a motilidade
espermatica e concentracdo usando sistema computadorizado de analise de sémen
(AndroVision CASA System, Minitub GmbH). As anlises de motilidade e concentracdo foram
feitas pelo sistema CASA em camaras de contagem de 20 um de profundidade (Leja®, Nieuw-
Vennep, Holanda).

Apobs as andlises iniciais, o diluente Androstar Plus® (Minitib GmbH, Tiefenbach,
Alemanha), pré-aquecido a 36°C, foi adicionado ao sémen, para producdo de doses de 1,5
bilhdo de células totais em um volume final de 45 mL em flexitubo de capacidade total de 60
mL.

Apbs o envase, as doses foram transportadas ao Setor de Suinos (Faculdade de
Veterinaria — Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS), por um periodo
de 120 min, acondicionadas em caixa de transporte com temperatura controlada entre 22 e 24°C

e posteriormente foram mantidas sob resfriamento (~17°C) por um periodo total de 48 horas.

4.3  Analise de motilidade espermatica

As andlises de motilidade das doses foram realizadas no sistema CASA (AndroVision®,
Minitib GmbH, Tiefenbach, Alemanha) em cadmaras de contagem de 20 um de profundidade
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(Leja®, Nieuw-Vennep, Holanda). Inicialmente, para a avaliagio da qualidade das doses apds
48h da producéo (antes do TTR), uma aliquota de 1 mL de cada dose foi aquecida a 37 °C por
20 minutos. A camara de contagem foi preenchida por capilaridade com 3 pL de sémen diluido
e cinco campos foram analisados, utilizando-se um microscopio de contraste de fase, com
platina aquecida a 37°C, em aumento de 200 x (Axio Scope Al, Zeiss® Germany). Todos 0s
materiais que entraram em contato com as celulas espermaticas foram previamente aquecidos
a 37°C. A deteccéo das células espermaticas foi ajustada para area de cabeca de 10 a 80 mm? e
fator de forma de 1,2 a 5. Espermatozoides com amplitude de deslocamento lateral da cabeca
<1 mm e velocidade curvilinea <24 mm/s foram considerados imoveis. Motilidade progressiva
foi definida com a velocidade curvilinea > 40 mm/s e velocidade em linha reta >10mm/s.
Durante as avaliacGes, os graus de aglutinacdo foram registrados para cada amostra, seguindo
a classificacdo: sem aglutinacdes em todos os campos avaliados (0), uma a duas aglutinacdes
por campo avaliado (1), trés a cinco aglutinagdes por campo avaliado (2) e 6 ou mais
aglutinacgdes por campo avaliado (3) Clique ou togque aqui para inserir o texto.

4.4  Morfologia espermatica e analise de integridade de acrossoma

A avaliacdo da morfologia espermatica das doses foi realizada nas 48 h de
armazenamento (AntesTTR). Uma aliquota de 400 uL da dose foi fixada em 1mL de solucéo
de formol-citrato de sodio (2,94%) e posteriormente avaliada por microscopia de contraste de
fase com aumento de 1000x, analisando 200 células espermaéticas por amostra. Foram avaliados
os defeitos de acrossoma, cabeca, colo, peca intermediaria, gota citoplasmatica distal, gota
citoplasmatica proximal, cauda dobrada e cauda enrolada 2

45 Teste de termorresisténcia

O teste de termorresisténcia (TTR) foi realizado apds a avaliacdo de motilidade e
concentracdo nas 48h de armazenamento, de acordo com o protocolo adaptado de Schulze et
al. (2017). Incubou-se uma aliquota de 10 mL de cada dose a 38 °C em banho-maria (DeLeo
BMED, RS, Brazil). A avaliagdo da motilidade espermatica foi realizada apds 30 e 300 minutos

de incubacdo, usando o sistema CASA de acordo com os metodos descritos anteriormente.
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4.6  Analise da integridade da membrana plasmatica e de acrossoma

As andlises de integridade de membrana plasmatica e de acrossoma foram realizadas
antes do TTR e ap6s 30 min e 300 min de incubacdo do TTR, utilizando-se citometria de fluxo,
seguindo o protocolo de Quirino et al., (2022a). Uma aliquota de 230 pL (contendo ~30x10°
espermatozoides/mL) de dose inseminante foi acrescida de 5 puL de Arachis hypogaea (peanut)
agglutinin-Alexa Fluor 647 (PNA-647, na concentracao final da amostra de 9,0uM) e de iodeto
de propidio (PI, concentracao final de 10 pg/mL) e incubados, sob abrigo da luz, a 38°C em
banho-seco (K80-D01, Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) por 10 min. Apds a incubagéo,
uma aliquota de 30 L de cada amostra foi diluida em 1mL de Androstar Plus® pré-aquecido a
38°C, obtendo-se uma concentragdo final de ~ 0,9 x 10° espermatozoides/mL, e analisadas por
citometria de fluxo, utilizando-se o citémetro BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences, San Jose,
USA), o qual possui dois lasers, azul (488nm, 20mW) e vermelho (640nm, 12.5mW); e 4
detectores: 533/30nm (FL1, filtro band pass), 585/40nm (FL2, filtro band pass), 670nm (FL3,
filtro long pass) e 675/25nm (FL4, filtro band pass). Um total de 10.000 eventos, dentro do
gate de espermatozoides, foi obtido por amostra e todos os sinais de fluorescéncia foram
plotados em escala logaritmica. O gate das popula¢des foi selecionado baseado em um pool de
amostras previamente corado com SYBR-14.

Para o estabelecimento de gates para os fluorocromos utilizados, um pool de amostras
de dose inseminantes foi utilizado para preparacdo de controle ndo marcado, controle negativo
e controle positivo. Para o controle positivo para PNA-647 e para Pl, o pool de amostras foi
submetido a trés ciclos de congelamento e descongelamento (flash-frozen) em freezer -80°C e
depois acrescido de PNA-647 ou de PI, passando pelo mesmo periodo e temperatura de
incubac&o citados anteriormente. O controle negativo para PNA-647 e Pl consistia no pool de
amostras marcado com PNA-647 ou PI, incubado pelo mesmo periodo e temperatura citados
anteriormente. O controle ndo marcado consistia no pool da amostra sem a adicdo dos
fluorocromos.

Os sinais de fluorescéncia para PNA-647 foram lidos no detector FL4 e os sinais de
fluorescéncia para o Pl foram lidos no detector FL3. Eventos que apresentaram uma maior
intensidade de fluorescéncia no detector FL4 (fluorescéncia a partir de 10%), foram considerados
positivos para PNA-647, ou seja, com acrossoma ndo integro, uma vez que o PNA consegue se
ligar somente a membrana acrossomal externa somente quando ela esta lesionada (BOE-
HANSEN; SATAKE, 2019). J& eventos que apresentaram uma alta intensidade de
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fluorescéncia no detector FL3 (fluorescéncia a partir de 10%), foram considerados positivos para
Pl, indicando membrana plasmaética ndo integra, visto que Pl é uma sonda capaz de permear
apenas células com membrana plasmatica lesionada (BOE-HANSEN; SATAKE, 2019). Todos
o0s dados foram armazenados e avaliados utilizando-se o software do citmetro BD Accuri C6
Plus. Além disso, o equipamento foi calibrado, com beads especificas para calibracéo
comercializadas pelo proprio fornecedor, anteriormente & andlise das amostras desse

experimento, para garantir o alinhamento optico e fluidico do sistema.

4.7  Analise de pH

A afericdo do pH foi realizada no momento de abertura das doses, para avaliacdo antes
do TTR, e nos momentos 30 min e 300 min de incubacdo do TTR. Para tal procedimento, foi
utilizado um pH-metro de indicagdo digital (K39-2014B Kasvi®, S&o José dos Pinhais, PR,
Brasil) previamente calibrado, com os tampdes de pH 4,01; 7,00 e 10,01, segundo as instrucgdes

do fabricante. O eletrodo foi lavado com agua destilada apos a analise de cada amostra.

4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o pacote estatistico SAS, versdo 9.4 (SAS Inst.
Inc., Cary, NC). As diferengas foram consideradas significantes quando P < 0,05. Modelos
lineares generalizados mistos (proc GLIMMIX) foram utilizados para analise de dados normais
e ndo normais. Os graficos dos residuos de cada varidvel foram verificados quanto a
distribuicdo. Distribuicdo binomial foi utilizada para as motilidades espermaticas, integridade
de membrana plasmastica e acrossomal e total de células com defeitos morfoldgicos. O pH das
doses de sémen foi analisado como distribui¢do normal, enquanto as aglutinacdes espermaticas
foram analisadas como distribui¢cdo multinomial ordinal. O teste de Tukey-Kramer foi utilizado
para as comparacfes multiplas das médias, exceto para aglutinagcdo, em que foi analisado por
regressdo logistica. Para determinar a associagdo entre as motilidades espermaticas e as demais
variaveis quantitativas, foram calculados coeficientes de correlacdo de Pearson, enquanto
coeficientes de correlacdo de Spearman foram utilizados entre aglutinacdo e motilidades
espermaticas.

Os machos foram classificados de acordo com a motilidade progressiva antes do TTR

em: Baixa (motilidade progressiva <70%), Média (motilidade progressiva >70 - <80%) e Alta
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(motilidade progressiva >80%), obtendo-se uma distribui¢do aproximada de 25%, 50% e 25%
dos machos, respectivamente. Para a comparacao das classes de machos as analises seguiram
um fatorial 3 x 3, em que os fatores fixos foram os trés niveis de classe (Baixa, Média e Alta),
trés momentos de incubacdo (AntesTTR, 30 min, e 300min) e a interacdo entre classe e

momento. Os machos foram incluidos como efeito aleatério nos modelos.
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5 RESULTADOS

Os dados de motilidades espermaticas e pH das doses estao descritos na Tabela 1. Houve
decréscimo significativo da motilidade total (P < 0,01) apds 300 min de incubagdo no TTR. Ja
para a motilidade progressiva, a reducgdo foi observada apds 30 min de incubacéo (P <0,01). O
pH das doses de sémen aumentou conforme aumentou-se o tempo de incubacéo (P < 0,01).

Tabela 1 — Motilidade espermatica e pH de doses de sémen suino antes e durante o teste de

termorresisténcia (TTR), considerando todos os machos (n = 33)

AntesTTR 30min 300min P - valor
Motilidade total, % 78,8 £ 2,2% 78,2 £2,3% 75,2 +2,5° <0,01
Motilidade progressiva, % 70,8 + 32 68,9 +3,1° 68,7 +3,2° <0,01
pH 7,04 £ 0,012 7,08 +0,01° 7,26 £0,01° <0,01

TTR: teste de termorresisténcia incubando-se 10 mL da amostra a 38°C.
ac |etras diferentes significam diferenca estatistica entre os momentos (P < 0,05).

O coeficiente de correlagcdo de Pearson (rp) entre a motilidade total e a motilidade
progressiva foi muito forte e positivo (rp=0,98; P <0,01). Quando se analisou a correlagao entre
a motilidade total e o pH, obteve-se um coeficiente fraco e negativo (rp=-0,26; P < 0,05),
sugerindo-se que a medida que o pH aumenta, a motilidade total decresce. Pelo coeficiente de
correlacdo de Spearman (rs), a presenca de aglutinacdes foi negativamente correlacionada com
as motilidades total e progressiva (rs=-0,49 e -0,41, respectivamente; P < 0,01).

Quando se compararam as classes de machos de acordo com a motilidade progressiva
(Baixa, Média e Alta), observou-se que houve interacdo significativa entre momento e classes
de machos para a motilidade espermatica (Figura 1, A e B). Em todos os momentos de TTR, as
motilidades espermaticas (total e progressiva) foram superiores para as classes Média e Alta
qguando comparadas a classe Baixa. No entanto, a reducgéo das motilidades espermaticas a longo
do TTR diferiu entre as classes. Para a classe Baixa, houve um decréscimo significativo (P <
0,05) de motilidade total e da progressiva no momento 300min. Para a classe alta, houve
decréscimo significativo da motilidade total apds 300 min e na motilidade progressiva, apos 30
min de incubag&o. Para a classe Média, ndo houve influéncia do momento, em que ambas as

motilidades se mantiveram sem variacao significativa (P > 0,05).



Figura 1 — Valor médio de motilidade total e motilidade progressiva das
classes (Baixa, Média e Alta) nos momentos de analise do
TTR (AntesTTR, 30min e 300min)
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Machos foram divididos em classes de acordo com a motilidade progressiva antes
do TTR em Baixa (< 70%), Média (> 70% e < 80%) e Alta (> 80%).

TTR: teste de termorresisténcia incubando-se 10 mL da amostra a 38°C.

a,b: significam diferenga estatistica entre classes (P <0,05) dentro de cada
momento do TTR.

A,B: significam diferenca estatistica entre momentos (P<0,05) dentro da mesma
classe de macho.
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A integridade de membrana plasmatica foi influenciada pelo momento de andlise e pela
classe de machos, sem efeito significativo da interacdo entre os fatores (Tabela 2). Sendo que,
houve uma diminuicdo significativa na porcentagem de células com membrana plasmatica
integra 300min de incubagcdo (P = 0,03). Além disso, houve diferenga significativa na
porcentagem de células com membrana plasmatica intrega de acordo com as classes (P < 0,01).
Machos com classificacdo Baixa apresentaram uma porcentagem de células com membrana
plasmatica integra significativamente menor que machos de classificacdo Média e Alta (P <
0,01).

A integridade de acrossoma foi influenciada pelo momento da anélise (P = 0,04), sem
efeito significativo da classe de machos ou da interacéo entre os fatores (Tabela 2). Sendo que,
a porcentagem de células espermaticas com acrossoma integro foi menor no momento 30min

quando comparado aos demais (P < 0,05).

Tabela 2 — Integridade de membrana plasmatica e de acrossoma de doses de sémen suino submetidas
ao teste de termorresisténcia (TTR), de acordo com as classes de machos

Classes de Machos P - valor
LSMeans Mom x

Baixa Média Alta Mom  Classe Classe

Integridade membrana plasmatica, %
Antes TTR 81,9+2,7 91,011 90,2+1,6 88,2+1,04 0,03 <0,01 0,30
30 min 82,2+2,6 90,712 90,3+1,6 88,2+1,0%
300 min 78,5+3,0 88,5+14 88,3+1,9 85,6+1,28
LSMeans 80,9+2,8% 90,2+1,2°  89,6+1,7°

Integridade de acrossoma, %

Antes TTR 90,0+2,1  90,1£1,6 88,3+2,4 89,5+2,04 0,04 0,42 0,06
30 min 89,2+22 88,019  84,7£3,0 87,4+1,78
300 min 91,8+1,7  89,0+1,8 84,8+3,0 88,9+2,8°

LSMeans 90,4+2,0  89,1+1,7 86,0+2,8

TTR: teste de termorresisténcia incubando-se 10 mL da amostra a 38°C.

Machos foram divididos em classes de acordo com a motilidade progressiva antes do TTR em Baixa (< 70%),
Meédia (> 70% e < 80%) e Alta (> 80%).

AB: diferenca estatistica entre momentos (P < 0,05).

ab: diferenca estatistica entre classes (P < 0,05).
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Para o pH das doses, houve interacdo significativa entre momento de anélise e classe de
machos (P = 0,03; Figura 2). Nao houve diferenca significativa de valores de pH entre as classes
de machos dentro do mesmo momento de analise. No entanto, o pH aumentou ao longo do TTR
de forma diferente entre as classes. Enquanto que, para a classe Baixa, o pH aumentou apos 30

min, o pH de doses de machos das classes Média e Alta foi maior ap6s 300min de incubago.

Figura 2 — Efeito da interacéo significativa (P = 0,03) entre momento e

classe de macho sobre o pH das doses de sémen suino
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TTR: teste de termorresisténcia incubando-se 10 mL da amostra a 38°C.

Machos foram divididos em classes de acordo com a motilidade progressiva antesdo TTR
em Baixa (< 70%), Média (> 70% e < 80%) e Alta (> 80%).

a,b,c: indicam diferenca significativa entre 0s momentos e entre classes (P < 0,05).
Momento: P < 0,01; Classe de macho: P = 0,61.

Houve diferenca significativa (Figura 2% P = 0,01) da frequéncia de gravidade de
aglutinacdes (0, 1, 2 e 3) apresentada entre 0s momentos de anélise sendo que 0 momento de
andlise 300min apresentou maior gravidade de aglutinacdes do que AntesTTR (P < 0,05). Além
disso, quando se avaliou a gravidade de aglutinacGes de acordo com a classe de macho, houve
diferenga significativa (Figura 2B; P < 0,01) entre as classes, sendo que a classe Baixa
apresentou maior gravidade de aglutinacdes, seguida da classe Média e Alta.
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Figura 3 - Gravidade do grau de aglutinagéo das doses de acordo com 0 momento

da anélise (A) e com a classe dos machos (B)
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0: sem aglutinagdo; 1: uma a duas aglutinagdes por campo avaliado; 2: trés a cinco aglutinagdes por
campo avaliado; 3: 6 ou mais aglutinacbes por campo avaliado.

TTR: teste de termorresisténcia incubando-se 10 mL da amostra a 38°C.

Machos foram divididos em classes de acordo com a motilidade progressiva antes do TTR em Baixa
(£70%), Média (> 70% e < 80%) e Alta (> 80%).

a e b indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre os momentos de andlise (A).

a, b e ¢ indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre as classes de machos (B).

Também, quando se avaliou a correlacdo entre presenca de aglutinagdes e integridade
de membrana plasmatica e presenca de aglutinacdes e integridade de acrossoma, houve
associacao negativa da integridade de membrana plasmatica com a presenca de aglutinacdes (rs

=-0,41; P <0,01), mas ndo houve associa¢do com integridade de acrossoma (P=0,75).
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6 DISCUSSAO

6.1  Motilidade espermatica

A motilidade total e a motilidade progressiva sdo dois parametros importantes usados
para avaliar a qualidade do sémen suino durante o processo de inseminacao artificial, uma vez
que trazem informacGes relevantes sobre quais espermatozoides sdo considerados mais
eficientes em progredir em dire¢do ao odcito e realizar a fecundacdo. No presente trabalho,
tanto a motilidade total quanto a progressiva foram influenciadas pelo teste de termorresisténcia
e apresentaram decréscimo significativo ao final do TTR. Esse padrao de resultados € esperado
e ja foi evidenciado em trabalhos realizados anteriormente (MENEZES et al., 2020; SCHULZE
etal., 2019).

O TTR também pode ser responsavel por afetar a atividade metabdlica dos
espermatozoides, esgotando as fontes de energia utilizadas na movimentacdo 4, levando a
diminuicdo da motilidade ao longo do teste (MENEZES et al., 2020; SCHULZE et al., 2019)
Jaa comparacdo entre a motilidade das diferentes classes de machos demonstrou que 0s machos
que anteriormente a realizacdo do TTR foram classificados como baixos também foram os que
apresentaram as maiores reduces de motilidade ao final do teste, sugerindo que as células
espermaticas de machos com menores niveis de motilidade inicial tenham menos resisténcia ao

desafio térmico.

6.2  Integridade de membrana plasmética e de acrossoma

A integridade de membrana plasmaética é essencial para o metabolismo, capacitagéo,
reacio acrossomal e para a interacdo entre espermatozoide e odcito (WYSOKINSKA;
SZABLICKA, 2021). A estrutura da membrana plasmatica e do acrossoma podem ser alteradas
por fatores como: temperatura e osmolaridade do diluente para preparacdo da dose, curva de
resfriamento para armazenamento da dose produzida e pelo tempo de armazenamento
(MENEGAT et al., 2017; SCHMID et al., 2013; SCHULZE et al., 2019).

O processo de envelhecimento dos espermatozoides ocorre in vitro, durante o
armazenamento, e in vivo, ap0s a inseminacdo, no periodo em que 0s espermatozoides
permanecem no reservatorio da juncdo Utero-tubdria (DE AMBROGI et al., 2006;
RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2005). Em ambos os momentos, o envelhecimento do
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espermatozoide é responsavel por uma série de alteragdes estruturais, dentre elas podem-se citar
a alteracdes envolvendo a membrana plasmatica e o acrossoma (DE AMBROGI et al., 2006)
De Ambrogi et al. (2006) avaliaram a integridade de membrana plasmaética ao longo
de 96 h de armazenamento de doses produzidas em MR-A (diluente de longa duracdo) e
obtiveram uma diminui¢&o significativa da porcentagem de células com membrana integra nas
72h e nas 96h de armazenamento. Wysokinska; Szablicka, (2021) avaliaram a integridade de
membrana plasmatica de doses produzidas em Biosolvens Plus (diluente de longa duracéo) ao
longo de 96h de armazenamento e obtiveram uma reducdo da integridade de membrana
plasmatica nas 96h de armazenamento (P < 0,05) para machos da raca Pietrain. Ja Waberski et
al. (2019), ndo encontraram diferenca significativa para integridade de membrana e de
acrossoma de doses produzidas com BTS e com Androstar Premium armazenadas por um
periodo de 72h (P = 0,238). No presente trabalho, a exposi¢do prolongada a altas temperaturas
(38°C) foi associada com a diminuicdo das células com membrana integra. No entanto, essa
diminuicdo de células com membrana integra foi de apenas 3%. Vale salientar que as doses
foram produzidas com diluente considerado de longa duracéo e o teste foi realizado com doses
de 48 h de armazenamento. Assim, o metabolismo e a fluidez de membrana espermatica podem
ser mais afetados pelo TTR em doses com maior tempo de producdo e/ou em diluente de menor
protecdo. Houve também uma correlacdo forte e positiva entre motilidade progressiva e
integridade de membrana (rp = 0,80; P < 0,01), mostrando-se que se espera que amostras com
alta motilidade espermatica tenham também alta integridade de membrana plasmatica
Ja a integridade de acrossoma ndo diferiu entre as classes de machos e ndo foi associado
com a motilidade espermatica progressiva (rp = 0,17 ; P = 0,09). A resposta da integridade de
acrossoma ao TTR também ndo foi conclusiva, visto que houve uma ligeira reducdo apos
30min, com recuperacdo apds 300 min de incubacdo. O mecanismo pelo qual ha danos na
integridade do acrossoma ndo é completamente elucidado. O aumento de permeabilidade
plasmatica causa um aumento de calcio intracelular, que induz desestabilizagdo semelhante a
capacitacdo na membrana, resultando em reacdo acrossomal prematura (PINART;
PUIGMULE, 2013). Como no presente estudo a perda de integridade de membrana néo foi tdo

severa, € possivel que o estimulo ndo tenha sido suficiente para danificar o acrossoma.
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6.3  pH das doses de sémen

Visto que o pH do ejaculado suino varia entre 7,2 e 7,5 e que abaixo dessa faixa a
motilidade e o metabolismo dos espermatozoides é reduzido (JOHNSON et al., 2000), os
resultados obtidos no presente estudo ja eram esperados. Como o a funcdo do TTR € induzir a
reativacdo do metabolismo espermatico para posterior afericdo da motilidade espermatica,
objetivando a estimacéo da capacidade fecundante das doses inseminantes (SCHULZE et al.,
2019), o que se espera é que 0 pH das doses antes da submissdo ao TTR seja menor e que ao
longo do TTR ocorra 0 aumento do pH. Ja que, até 0 momento, ndo ha estudos que tenham
aferido o pH de doses inseminantes durante o TTR, o presente trabalhou conseguiu mostrar que
héa diferenca significativa entre os valores de pH apresentados Antes TTR, 30min e 300min.

Esse resultado corrobora com Vyt et al. (2007), os quais observaram que o pH de doses
inseminantes diluidas em BTS apresentam um aumento de pH (0,06) nas 82h e que esse
aumento provavelmente se da pelo fato do diluente perder CO. para o compartimento de ar
presente na embalagem de armazenamento. Apesar das doses inseminantes desse estudo terem
sido produzidas em Androstar Plus®, Menegat et al. (2017) e Menezes et al. (2020) observaram
que o pH de doses produzidas no mesmo diluente aumenta ao longo do periodo de
armazenamento, sendo mais elevado no momento 120h. Como no TTR as doses sdo incubadas
na presenca de ar no tubo, especula-se que o pH tenha aumentado ao longo do teste devido a
perda de CO> para a atmosfera. Assim, esse aumento de pH das doses pode explicar, pelo menos
em parte, a reducdo da motilidade espermatica ao longo do TTR.

Além disso, Quirino et al. (2023)ao avaliar doses inseminantes com diferentes
concentragdes espermaticas (20 x 10° sptz/mL, 30 x 10° sptz/mL, 60 x 10° sptz/mL e 100 x 10°
sptz/mL), produzidas em Androstar Plus® e armazenadas a 17°C, demonstram que doses que
possuem um maior fator de diluigdo (20 x 10° sptz/mL, fator de diluicdo 22 partes de diluente:1
parte de sémen), apresentam pH inicial maior (7,11) e aumento de pH (0,11) nas 120h de
armazenamento, enquanto doses que possuem um menor fator de diluicdo (100 x 10 sptz/mL,
4 partes de diluente:1 parte de sémen), apresentam pH inicial menor (7,00) e diminuicao de pH
(0,14) ao longo de 120h de armazenamento. Como no presente estudo as doses avaliadas
tiveram concentragio de ~30 x 10° sptz/mL (fator de diluicio = ~14:1), o aumento de pH
observado nos 300 min pode ser parcialmente explicado pelo fato de haver uma maior

quantidade de diluente disponivel para as células, devido ao maior fator de diluicdo e, dessa
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forma, o sistema tampéo do diluente ser capaz de evitar o decaimento do pH ao longo do periodo
de incubacao.

6.4  Gravidade de aglutinagdes espermaticas nas doses de sémen

A aglutinacdo espermatica € um fendmeno bem conhecido para sémen suino
(BOLLWEIN et al., 2004). No entanto, estudos que avaliem a gravidade de aglutinagdes
espermaticas ao longo do armazenamento séo escassos e limitados a experimentos que avaliam
somente possiveis causas das aglutinacdes, mas ndo o seu impacto na qualidade espermaética e
capacidade fecundante de doses inseminantes (ALTHOUSE et al., 2000). Harayama et al.
(1994) relataram que células espermaticas aglutinadas apresentam somente motilidade local.
Além disso, Bollwein et al. (2004) classificaram os ejaculados de acordo com o grau de
aglutinacdo, obtendo a classe baixa (<10% dos espermatozoides aglutinados), a classe média
(>10% a <20%) e a classe alta (>20% dos espermatozoides aglutinados) e observaram que
ejaculados de classe alta de aglutinacdo apresentam uma taxa 7,4% menor de células
espermaticas com movimento progressivo, apés a diluicdo, em comparacdo a ejaculados de
classe baixa. Esse resultado corrobora com o achado deste estudo, uma vez que machos de
classe Baixa apresentaram maior frequéncia de aglutinacfes de gravidade 3, enquanto machos
com doses inseminantes da classe alta apresentaram menor gravidade de aglutinacfes. Além
disso, no estudo de Bollwein et al. (2004), ndo houve correlacéo significativa entre aglutinacdo
com pH do ejaculado, integridade de membrana plasmatica e de acrossoma. e a presenca de
aglutinacdes no ejaculado. No presente estudo, apesar de ter sido observada uma correlagédo
significativa, esta foi considerada fraca (rs = 0,21; P = 0,04). Adicionalmente, houve correlacéo
negativa moderada com a integridade de membrana plasmatica (rs= -0,41; P<0,01), mas sem

associacdo com integridade de membrana acrossomal (P=0,75).
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7 CONCLUSAO

O TTR € um teste realizado para avaliacdo da capacidade fecundante das amostras.
Apesar da motilidade espermatica ter sido reduzida apds 300 min, doses gque ja apresentavam
baixa motilidade antes do teste, foram mais sensiveis, com redugdo mais dréstica de qualidade
(queda acentuada de motilidade e aumento da gravidade de aglutinagdes). Os motivos que
levam a queda de motilidade ainda merecem futuras investigacdes, mas parecem estar
associados com alteracdes do meio que levam ao aumento do pH e reducéo da integridade de

membrana plasmatica.
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