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RESUMO

Machos suínos apresentam variação no tempo de
manutenção da motilidade (MOT), durante o resfriamento do
sêmen. A identificação de doadores que possuam sêmen vi-
ável por período mais longo durante o armazenamento a 17ºC,
permitiria seu uso estratégico em programas de inseminação.
O objetivo deste estudo foi verificar se cachaços seleciona-
dos conforme o tempo de manutenção da motilidade
espermática a 17ºC, apresentavam o mesmo perfil em coletas
subseqüentes, além de avaliar o comportamento das variá-
veis acrossomas normais (NAR) e membranas íntegras (MI)
durante o armazenamento. Cinco ejaculados de 30 machos
foram analisados conforme a manutenção da MOT a 17ºC,
sendo classificados em três tipos: MOT <60% nas 72h (EI);
MOT ≥ 60% nas 72h e <60% nas 144h (EII) e MOT ≥ 60% nas
144h (EIII). Doze machos foram selecionados e distribuídos
em três grupos: MAIOR, MÉDIA e MENOR sensibilidade
espermática ao resfriamento. O critério utilizado foi que no
mínimo 4/5 dos ejaculados fossem classificados como EI para
MAIOR, EII para MÉDIA e EIII para MENOR. Após a sele-
ção, foram coletados cinco ejaculados de cada macho, sendo
a MOT avaliada a cada 24h, e NAR e MI nas 24, 72, 120 e
168h. O coeficiente de variação foi menor para MI e NAR do
que para MOT. Diferenças entre machos foram observadas
das 24 até 168h para MOT, nas 120 e 168h para MI e nas 72 e
168h para NAR. Machos menos sensíveis ao resfriamento
apresentaram menor variação nas características dos
ejaculados do período pré- para o pós-seleção. Diferenças
observadas entre cachaços na MOT nem sempre são acom-
panhadas por diferenças na integridade da membrana
espermática e do acrossoma.

Descritores: motilidade, resfriamento, sêmen, suíno.

ABSTRACT

Boars show a variability in the time of motility
(MOT) maintenance during sperm cooling. Identification of
boars that retain the viability of semen for longer periods
during storage at 17ºC, would allow their strategic use in
programs of insemination. The objective of this study was
to verify if boars selected according to the maintenance of
sperm motility (MOT), at 17ºC, showed the same pattern on
subsequent collections and to evaluate the behaviour of
normal acrosomes (NAR) and plasma membrane integrity
(MI) during storage. Five ejaculates from 30 boars were evalu-
ated according to the time of maintenance of MOT at 17°C,
and they were classified in three types: MOT <60% at 72h
(EI); MOT ≥ 60% at 72h and <60% at 144h (EII) and MOT ≥
60% at 144h (EIII). Twelve boars were selected and classi-
fied, in three groups: HIGH, INTERMEDIATE and LOW
chilling sensitivity. The criterion used was that a minimum
of 4 from 5 ejaculates was classified as EI for HIGH, EII for
INTERMEDIATE and EIII for LOW groups. After selection,
five ejaculates from each boar were collected and MOT was
evaluated each 24h, MI and NAR at 24, 72, 120 and 168h of
storage. The coefficient of variation of MI and NAR was
lower than that of MOT. Differences among males for MOT
were observed from 24 up to 168h, at 120 and 168h for MI
and at 72 and 168h for NAR. Males selected as being less
sensitive to cooling showed a lower variability in the char-
acteristics of their ejaculates, between pre- and post-selec-
tion periods. Differences among males for motility were not
always followed by differences in the plasmatic membrane
and acrosomal integrity.

Key words: chilling, motility, semen, swine.
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INTRODUÇÃO

Durante o armazenamento in vitro do sêmen
suíno é observada uma queda gradativa na motilidade
espermática. A diferença entre machos quanto à sen-
sibilidade ao processo de resfriamento já foi reportada
em suínos [15, 17], existindo machos cuja motilidade
espermática é mantida por um período maior de tem-
po, enquanto outros apresentam uma queda mais pre-
coce [22]. O sêmen de doadores que mantêm a viabi-
lidade espermática in vitro por um maior período de
tempo, poderia ser utilizado em situações estratégicas
de inseminação [3].

A fertilidade do macho é de difícil predição, sen-
do sugerida [19] a análise combinada de diversos
parâmetros seminais para possibilitar uma estimativa mais
exata do potencial fecundante do sêmen. No entanto,
por ser a fertilidade comprometida com valores de
motilidade abaixo de 60% [7], este valor é usualmente
utilizado como referência para a utilização das doses de
sêmen na inseminação artificial (IA) de suínos.

A estimativa visual da motilidade [5] e das alte-
rações morfológicas [18, 25] têm sido comumente em-
pregadas para avaliar a qualidade seminal. Também têm
sido empregadas colorações fluorescentes para avaliar a
integridade das membranas [12, 25]. Essas colorações,
apesar de não serem de execução difícil, necessitam de
equipamentos onerosos e de técnicos treinados, o que
ainda restringe sua utilização ao campo experimental.

Este estudo teve como objetivo verificar se
cachaços selecionados conforme o tempo de manu-
tenção da viabilidade espermática durante o armaze-
namento a 17°C, através da avaliação da motilidade,
mantinham este padrão ao longo das coletas, e para
avaliar o comportamento dos parâmetros acrossomas
normais e membranas íntegras, ao longo do armaze-
namento e das coletas.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram utilizados, como doadores de sêmen,
machos suínos selecionados do plantel de 170 animais
de uma central de IA (CIA). A genética utilizada foi de
uma linhagem comercial constituída pelas raças Large
White, Landrace e Pietrain. A freqüência de coletas
dos machos, praticada como rotina na CIA, era de uma
coleta a cada sete dias, entre sete e dez meses de ida-
de, três coletas a cada 14 dias dos 11 aos 12 meses e
duas coletas a cada sete dias a partir dos 13 meses.

Inicialmente, foi realizada a avaliação de 30
machos suínos, durante os meses de janeiro a maio,
com um intervalo médio de duas semanas entre as aná-
lises. Foi avaliada a motilidade (MOT) de cinco

ejaculados destes 30 machos, por um período de sete
dias, a 17ºC. Os ejaculados foram classificados em três
grupos, de acordo com o período de manutenção da
MOT, sendo: MOT <60% nas 72h (EI); MOT ≥ 60%
nas 72h e <60% nas 144h (EII) e MOT ≥ 60% nas
144h (EIII). Dos 30 machos, foram selecionados 12, os
quais tinham entre 19 e 22 meses de idade. Os machos
foram considerados como de maior (MAIOR), média
(MEDIA) e menor (MENOR) sensibilidade espermá-
tica ao resfriamento. O critério utilizado foi que dos 5
ejaculados no mínimo 4 fossem classificados como EI
para MAIOR, EII para MEDIA e EIII para MENOR,
respectivamente. Todos os ejaculados dos machos se-
lecionados apresentaram valores de MOT acima de
80%, na avaliação pós-diluição do sêmen.

Foram avaliados cinco ejaculados de cada um
dos machos selecionados (3, 4 e 5 machos no grupo
MAIOR, MEDIA e MENOR, respectivamente), du-
rante o período de junho a setembro, com um intervalo
médio de três semanas entre as análises. As amostras
de sêmen, contendo três bilhões de espermatozóides
em diluente BTS (Beltsville Thawing Solution), foram
armazenadas a 17ºC. A avaliação da MOT foi efe-
tuada a cada 24h durante sete dias de armazenamento.
Os percentuais de acrossomas normais (NAR) [18] e
de membranas íntegras foram avaliados nas 24, 72,
120 e 168h de armazenamento. A integridade das mem-
branas (MI) foi avaliada por coloração com diacetato
de carboxifluoresceína e iodeto de propídio [9, 16].

Para a comparação entre os machos, os da-
dos referentes à MOT, NAR e MI foram submetidos
à análise de variância pelo procedimento GLM [20].
Quando o efeito da semana de coleta foi significativo
esta permaneceu no modelo. Os dados foram subme-
tidos à transformação arco seno raiz quadrada, antes
de serem submetidos à análise, mas as médias não
transformadas são apresentadas nos resultados. Fo-
ram avaliadas as relações entre os parâmetros estu-
dados pela correlação de Spearman [20].

RESULTADOS

Na Tabela 1 está a distribuição do número de
machos conforme o número de ejaculados de cada
tipo. O número de machos com 4 ou mais ejaculados
de cada tipo foi menor para os dois extremos de sen-
sibilidade (EI e EIII), havendo uma maior concentra-
ção de machos no grupo de sensibilidade média (EII).

Na Tabela 2 está a distribuição do número de
ejaculados de cada tipo verificados em cada macho
selecionado, antes e após a seleção. Em 3 machos,
foram coletados 4 ejaculados ao invés de 5, no perío-
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do pós-seleção. Os machos selecionados como sendo
mais sensíveis ao resfriamento (Grupo MAIOR) apre-
sentaram alguns ejaculados de sensibilidade média (tipo
EII), com apenas 1 dos 15 ejaculados coletados sendo
de menor sensibilidade (tipo EIII). Machos considera-
dos menos sensíveis ao resfriamento (Grupo MENOR)
não apresentaram nenhum ejaculado de maior sensi-
bilidade (tipo EI), sendo os que apresentaram menor
mudança de perfil no período pós-seleção em relação
ao pré-seleção. A maior variação foi observada nos
machos de sensibilidade média (Grupo MÉDIA) que,
no período pós-seleção, apresentaram aumento do
número de ejaculados de baixa sensibilidade (tipo EIII).

Na Tabela 3 está o coeficiente de variação
(CV) observado para MOT, MI e NAR, de cada ma-
cho, no terceiro e sétimo dias de armazenamento. De
um modo geral houve um aumento gradativo no CV
com o aumento do tempo de armazenamento. Os
menores CV foram observados para NAR, estando
todos abaixo de 20% no 7º dia (Tabela 3). Os índices
de MI apresentaram variação um pouco maior à do
NAR, mas inferior à observada para MOT. Os três
machos do grupo MAIOR foram os que apresenta-
ram alto CV para MOT, já nas 72h de avaliação, evi-

denciando uma maior variação entre seus ejaculados.
Machos do grupo MENOR foram os que apresenta-
ram menores CV para MOT (Tabela 3).

Nas Tabelas 4, 5 e 6 estão os percentuais médios
de MOT, MI e NAR, respectivamente, para cada macho
selecionado. Apesar de terem sido efetuadas avaliações
diárias para MOT, somente são apresentados os dados
dos dias em que foram avaliados os três parâmetros, de
modo a estabelecer um paralelo entre eles. Foi observado,
de modo geral, que os machos dos grupos MÉDIA e
MENOR não diferem estatisticamente (P>0,05), em ter-
mos de MOT, MI e NAR. Dos machos selecionados para
o grupo MÉDIA alguns apresentaram comportamento se-
melhante aos do grupo MENOR, sendo evidenciado pelos
índices de MOT próximos ou acima de 60%, no 7º dia
(machos 6 e 7; Tabela 4).

Não houve correlação significativa (P>0,05) en-
tre MOT, NAR e MI, na avaliação efetuada nas 24h.
Correlações significativas (P<0,01) entre MOT e MI fo-
ram verificadas nas 120 (r= 0,59) e 168h (r= 0,74). Entre
MOT e NAR, correlações significativas (P<0,01) foram
observadas nas 72 (r= 0,45), 120 (r= 0,41) e 168h (r= 0,37).
A correlação entre NAR e MI foi significativa (P<0,01)
nas 72 (r= 0,37), 120 (r= 0,43) e 168h (r= 0,57).
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RONEM 1 %21 %75 %51 %61 %1 %6

RONEM 2 %6 %31 %8 %01 %1 %11

RONEM 3 %01 %75 %7 %61 %1 %3

RONEM 4 %7 %11 %5 %71 %3 %7

RONEM 5 %01 %61 %6 %9 %2 %7

AIDÉM 6 %21 %76 %5 %44 %1 %7

AIDÉM 7 %71 %77 %9 %9 %3 %4

AIDÉM 8 %51 %16 %9 %12 %2 %8

AIDÉM 9 %31 %212 %4 %03 %2 %8

ROIAM 01 %77 %613 %3 %91 %2 %11

ROIAM 11 %07 %791 %91 %35 %3 %91

ROIAM 21 %611 %613 %61 %44 %7 %31
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RONEM 1 ba5,4±78 a9,8±97 a7,6±37 a7,92±75

RONEM 2 a2,2±98 a5,4±77 a2,4±17 a5,3±56

RONEM 3 cba2,4±18 ba7,5±37 ba3,72±75 ba4,92±05

RONEM 4 ba2,4±68 a5,6±67 a7,5±37 a4,8±36

RONEM 5 ba5,2±68 a5,6±08 a1,7±57 a4,01±76

AIDÉM 6 cba8,4±18 ba5,6±57 a1,7±07 a3,6±66

AIDÉM 7 cba9,8±18 a4,7±67 ba4,7±46 a2,91±85

AIDÉM 8 dcb0,31±27 cba0,41±86 ba0,21±26 ba2,31±05

AIDÉM 9 ba0,5±58 ba4,01±57 cba5,92±93 c0,0±0,0

ROIAM 01 d5,02±36 cb7,43±24 c9,71±0,8 c5,4±0,2

ROIAM 11 dcb6,7±27 cba5,22±45 cb5,13±43 cb5,22±81

ROIAM 21 dc8,01±66 c4,82±73 c5,4±0,2 c0,0±0,0
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DISCUSSÃO

Dos 150 ejaculados armazenados e examina-
dos durante a pré-seleção, 22% apresentaram motili-
dade inferior a 60% nas 72h enquanto 73% dos ejacula-
dos estavam com motilidade inferior a 60% nas 144h

de armazenamento, confirmando a ocorrência de que-
da de motilidade ao longo do armazenamento [22, 24].

Considerando os dados das Tabelas 2 e 3, al-
guns machos apresentaram comportamento diferente
do observado no período pré-seleção, em termos de
uniformidade dos ejaculados, especialmente nos grupos
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.STBme,Cº71aacitámrepseedadilitomadoãçnetunamamocodrocaedsodanoicelesodismeret

sopurG sohcaM aidº1 aidº3 aidº5 aidº7

RONEM 1 2,1±87 7,11±08 ba4,6±77 a6,01±76

RONEM 2 6,8±67 3,6±87 ba6,7±77 a7,7±47

RONEM 3 7,1±57 8,4±27 ba0,6±27 a3,01±46

RONEM 4 6,8±77 5,3±77 ba7,6±87 a9,21±57

RONEM 5 4,5±08 8,4±87 ba0,31±77 a5,6±27

AIDÉM 6 0,5±28 9,3±97 a7,3±18 a5,82±46

AIDÉM 7 7,8±17 7,6±87 ba5,8±47 a5,6±57

AIDÉM 8 7,9±47 1,7±67 ba6,11±37 ba8,21±06

AIDÉM 9 4,8±57 4,3±87 cb5,01±55 c2,7±42

ROIAM 01 4,7±77 5,2±97 ba9,9±07 cba7,9±94

ROIAM 11 9,5±67 6,21±66 c9,12±74 cba6,62±05

ROIAM 21 4,6±77 4,01±76 c1,5±64 cb0,31±92

TOMsodalucaje5/4ominím=RONEM ≥ .oãçeles-érpanh441san%06
TOMsodalucaje5/4ominím=AIDÉM ≥ .oãçeles-érpanh441san%06<eh27san%06

.oãçeles-érpanh27san%06<TOMsodalucaje5/4ominím=ROIAM
.)50,0<P(anulocand,c,b,a

.6alebaT odismeretsópasoníussohcamed)oãrdap-oivsed±aidém(siamronsamossorcaedsiautnecroP
.STBme,Cº71aodanezamranemêsodedadilitomadoãçnetunamamocodrocaedsodanoiceles

sopurG sohcaM aidº1 aidº3 aidº5 aidº7

RONEM 1 4,1±79 a6,0±69 3,3±29 ba2,5±29

RONEM 2 5,1±79 a1,1±69 2,2±49 cba7,9±88

RONEM 3 0,2±69 ba9,2±49 8,2±29 ba0,3±39

RONEM 4 2,1±79 a7,1±79 6,3±49 ba4,6±39

RONEM 5 0,1±89 a6,1±69 1,3±49 cba0,6±29

AIDÉM 6 4,1±79 ba1,1±59 1,3±39 cba6,6±09

AIDÉM 7 9,1±79 ba6,2±59 3,4±49 a1,4±49

AIDÉM 8 1,1±69 a1,2±69 8,7±09 cba1,7±98

AIDÉM 9 7,3±59 ba7,1±49 7,2±19 cba9,6±28

ROIAM 01 6,1±89 ba6,1±59 3,3±39 cba1,9±58

ROIAM 11 2,2±69 ba6,2±49 5,11±88 c7,41±97

ROIAM 21 6,1±79 b0,6±09 8,7±48 cb3,01±08

TOMsodalucaje5/4ominím=RONEM ≥ .oãçeles-érpanh441san%06
TOMsodalucaje5/4ominím=AIDÉM ≥ .oãçeles-érpanh441san%06<eh27san%06

.oãçeles-érpanh27san%06<TOMsodalucaje5/4ominím=ROIAM
.)50,0<P(anulocand,c,b,a

MEDIA e MAIOR. Maior variação entre machos do
que entre ejaculados do mesmo macho já foi relatada
[2], embora com sêmen avaliado apenas durante 5h de
manutenção a 38ºC, não podendo ser comparada dire-
tamente às avaliações efetuadas durante um longo tem-
po de armazenamento, como foi o caso do presente

estudo. De fato, como comentado anteriormente, o CV
aumentou com o tempo de armazenamento, dificultan-
do o processo de seleção, pela diminuição da uniformi-
dade dos ejaculados de um mesmo macho. As razões
pelas quais os diferentes ejaculados de um mesmo ma-
cho apresentam variação na manutenção da motilidade,
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durante o resfriamento, ainda não são conhecidas. Con-
siderando que espermatozóides ejaculados adquirem
maior sensibilidade ao choque térmico ao percorrerem
os túbulos epididimários, a diferença na freqüência de
coletas e duração do trânsito espermático no epidídimo
poderiam contribuir para a variação dos ejaculados de
um mesmo macho [23]. A variação entre ejaculados de
um mesmo macho também foi observada na capaci-
dade dos espermatozóides em se ligar à zona pelúcida,
levando a apresentação da hipótese de que o conteú-
do de espermadesinas esteja envolvido [8], o que
denotaria, diferenças na composição do plasma semi-
nal de um ejaculado para outro. O fato das esperma-
desinas estarem ou não envolvidas com a sensibilidade
ao resfriamento, ainda não foi investigado.

Especula-se que a redução na viabilidade
espermática in vitro esteja relacionada ao decréscimo dos
ácidos graxos polinsaturados, durante o armazenamento
do sêmen suíno [4]. A peroxidação dos lipídios da mem-
brana espermática também parece estar envolvida nas al-
terações estruturais e bioquímicas ocorridas durante o
resfriamento [13], levando à perda da permeabilidade se-
letiva da membrana [6]. No entanto, não há estudos que
tenham investigado se estes aspectos diferem entre ma-
chos ou entre ejaculados de um mesmo macho.

A diferença de resposta entre ejaculados de um
mesmo macho revela a dificuldade em efetuar uma clas-
sificação dos machos conforme a sensibilidade ao
resfriamento, objetivo do presente estudo. Já foi salien-
tado o fato da avaliação de um único ejaculado não ser
um bom indicativo do potencial produtivo de um macho,
pois os parâmetros de avaliação seminal apresentam
baixa repetibilidade, sendo de 0,21 para a motilidade [14].
Para ter uma estimativa mais precisa do potencial de
produção de doses inseminantes, tem sido sugerida a
coleta de 9a 15 ejaculados [14]. No presente estudo, se
forem considerados os 10 ejaculados coletados dos 12
machos, nos períodos pré e pós-seleção, aqueles consi-
derados menos sensíveis (grupo MENOR) foram os
que apresentaram, no total, um maior número de
ejaculados do tipo esperado (Tabela 2).

Embora os valores de MI sejam, de modo ge-
ral, superiores aos de MOT, diferenças maiores entre
estes dois parâmetros, aparecem no 5º e 7º dias para os
machos MÉDIA e MENOR. Nos machos MAIOR a
queda da MOT é mais acentuada que a da MI, fazendo
com que as diferenças entre os dois parâmetros se acen-

tuem ao longo do armazenamento (Tabelas 4 e 5). O
percentual médio de MI, para todos os machos, nas 24h
de armazenamento, foi de 77%, similar ao valor de 74%
observado anteriormente [16], logo após a diluição do
sêmen.

Os machos apresentaram diferentes percentuais
de MOT, em todos os dias de avaliação, mas diferiram
em termos de MI, no 5º e 7º dias (Tabelas 4 e 5), e de
NAR, no 3º e 7º dias (Tabela 6) de armazenamento. De
modo geral, os valores de NAR foram elevados, mesmo
após 7 dias de armazenamento. Não foi observado ne-
nhum valor individual de NAR abaixo de 80%, nas 72h
de armazenamento, mesmo para os machos de MÉDIA
ou MAIOR sensibilidade ao resfriamento. Assim, alguns
machos que diferiram em termos de MOT apresenta-
ram percentuais de NAR semelhantes (Tabelas 4 e 6).

Cabe salientar que os machos não foram sele-
cionados por diferenças estatísticas em seus parâme-
tros, mas considerando um valor mínimo de 60% de
motilidade, abaixo do qual pode haver uma queda na
eficiência reprodutiva [7]. Se for considerado o mes-
mo patamar para MI, do total de 228 avaliações
efetuadas, compreendendo o 1º, 3º, 5º e 7º dias, 33
valores (14,5%) estiveram abaixo de 60%, ao longo
do armazenamento. Vinte destes valores foram ob-
servados nas 168h, sendo 11 oriundos de machos de
MAIOR sensibilidade e 4 de um macho MEDIA (ma-
cho 9). Este macho também apresentou valores de
MOT baixos no 5º e 7º dias (Tabela 4). Em termos de
NAR, 19 (8,3%) valores foram abaixo de 85%. Quin-
ze destes valores foram observados nas 168h de ava-
liação, 7 dos quais oriundos dos machos de MAIOR
sensibilidade. Desta forma, os machos selecionados
como mais sensíveis ao resfriamento, em termos de
MOT, foram também os responsáveis por boa parte
dos valores mais baixos de MI e NAR.

A correlação entre parâmetros de avaliação
seminal parece controversa pois, em estudo no qual o
sêmen suíno foi analisado durante cinco dias de
armazenamento a 17°C, não houve correlação signifi-
cativa entre MI, NAR e MOT [1], enquanto em outro
[26] a correlação foi alta. A existência ou não de cor-
relação entre parâmetros de viabilidade espermática
não invalida a utilização de um dos testes, pois vários
aspectos estão envolvidos na função espermática, os
quais podem ser avaliados por um teste, mas não por
outro [11]. A integridade da membrana acrossômica
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não reflete necessariamente a integridade da mem-
brana plasmática [10], a qual parece ser mais lábil [9,
16], o que poderia explicar a ocorrência de espermato-
zóides com o acrossoma morfologicamente normal
mas com a integridade da membrana plasmática e a
motilidade alteradas. À medida que as doses de sê-
men permaneceram mais tempo armazenadas, a MOT,
MI e NAR foram comprometidos, embora em dife-
rente intensidade, o que explicaria o aumento dos va-
lores de correlação, observados no presente estudo,
para alguns destes parâmetros, acompanhando o en-
velhecimento in vitro do sêmen.

CONCLUSÕES

Machos selecionados como tendo menor sen-
sibilidade espermática ao resfriamento apresentaram
menor variação nas características dos ejaculados do
período pré- para o pós-seleção. As diferenças obser-
vadas entre machos em termos de motilidade nem
sempre são acompanhadas por diferenças na integri-
dade do acrossoma ou da membrana espermática.
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